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DESCRIPCION
Superficies de unién para ensayos de afinidad
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a soportes que tienen superficies de union que estan insaturadas o insaturadas y
orientadas, incluidos soportes que tienen superficies de unidon que contienen ligandos para usar en ensayos de
afinidad. Aspectos particulares de la invencion se refieren a superficies de unién que contienen biotina o biotina 'y un
conector de ligando especifico de biotina, tal como estreptavidina (SA). Se proporcionan superficies de unién para
inmunoensayos, que incluyen superficies de unién que contienen antigenos o anticuerpos, o fragmentos de los
mismos. Ofras realizaciones de la presente invencion se refieren a superficies de soporte solido bloqueadas vy
microparticulas dispersadas. Se proporcionan métodos para preparar y utilizar tales soportes.

Antecedentes de la invencion

Se utilizan superficies de union en una amplia variedad de aplicaciones que incluyen, por ejemplo, ensayos de afinidad.
Las superficies de unién convencionales normalmente se preparan maximizando la cantidad de conectores de ligando por
unidad de area superficial de la superficie de soporte en fase sdélida. Aunque el método convencional proporciona una
superficie de soporte con una elevada cantidad de conectores de ligando, maximizar inicamente el nimero de conectores
de ligando sobre la superficie de soporte no siempre mejora el rendimiento de la superficie de union. Algunas superficies de
unién convencionales utilizadas en ensayos de afinidad maximizan la capacidad de union depositando directamente un
conector de ligando tal como un anticuerpo, o un conector de ligando especifico de biotina tal como SA, sobre una fase
solida y bloqueando la fase solida con albumina de suero bovino (BSA) u ovoalbumina. A pesar de que esto maximiza la
capacidad de union a antigeno o biotina de la superficie de uniodn, los respectivos anticuerpos o conectores de ligando
especificos de biotina se acumulan sobre la superficie de unién sin una orientacion especifica, y las estrategias de bloqueo
tradicionales no evitan ni atentdan necesariamente el desprendimiento de la superficie de unién de los anticuerpos o los
conectores de ligando especificos de biotina. Ademas, el desprendimiento puede dar lugar a una baja sensibilidad del
ensayo (relacion sefial-ruido por debajo del nivel éptimo), exactitud, precision, estabilidad o factibilidad de produccion, o
combinaciones de las mismas. La acumulacion y la orientacion aleatoria en la superficie de unidon puede disminuir la
eficacia o capacidad de unién de la superficie de unién debido a impedimentos estéricos. En consecuencia, se necesitan
superficies de unidon y composiciones y métodos mejorados para preparar superficies de union mejoradas que no
dependan simplemente de maximizar la densidad de conectores de ligando sobre la superficie de union.

El documento US-2004/0072262 se refiere a métodos y sistemas para detectar péptidos de union MHC de clase 1.

El documento WO 2005/010026 se refiere a métodos para detectar la activacion de células T mediante péptidos de
union MHC.

El documento US-6.638.728 se refiere a superficies recubiertas con una elevada capacidad de captar moléculas diana.
El documento DE-197 24 787 se refiere a superficies recubiertas con estreptavidina.

El documento US-4.480.042 se refiere a reactivos en forma de particula con un indice de refraccion elevado y con
enlace covalente y su uso en inmunoensayos de dispersion de luz.

El documento US-5.728.588 se refiere al recubrimiento de superficies hidréfobas para volverlas resistentes a
proteinas y permitir, simultaneamente, el anclaje covalente de ligandos especificos.

El documento EP-1.650.565 se refiere a la inhibicion de la adsorcion no especifica de la superficie del material base.
Sumario de la invencion
La presente invencién proporciona:
(1) Una superficie de unién insaturada en forma de microparticulas para un ensayo de afinidad, que consta de:
a) un soporte en forma de microparticula;

b) acoplado covalentemente a una superficie del soporte, comprendiendo al menos un acoplador a soporte
una proteina,

donde la proteina se selecciona del grupo compuesto por albumina de suero bovino (BSA),
ovoalbuimina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbimina o mezclas de ellos;

c) unligando acoplado a la proteina,
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donde el ligando esta presente a una densidad de 2x1 07 hasta 2x10” micromoles de ligando por metro
cuadrado de soporte,

ademas, donde el ligando es biotina y donde la biotina esta presente en una proporcién molar de
biotina respecto a proteina inferior o igual a 5:1; y

d) un copolimero en bloque en contacto con la superficie del soporte de ensayo, en donde la molécula del
copolimero en bloque consta de un grupo de cabeza hidréfobo flanqueado por al menos dos grupos de
cola hidréfilos, y donde el grupo de cabeza hidréfobo esta en contacto con el soporte en forma de
microparticula.

La superficie de unién en forma de microparticulas de (1) en donde el ligando esta presente a una densidad de

(a) de 1,9x‘|0'2 a 1,6x‘|0'1 micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte,

(b) de 1,9x‘|0'2 a 6,6x‘|0'2 micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte, o

(c) de 1,6x10? a 6,6x102 micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte.

La superficie de union en forma de microparticulas de (1) en donde, en el copolimero en bloque, la longitud de
las dos o0 mas colas hidrofilas puede ser independientemente entre si de 2 hasta 2,5 veces la longitud del grupo

de cabeza hidrofobo.

La superficie de union en forma de microparticulas de (1) en donde el soporte de ensayo en forma de
microparticulas consta de un polimero o copolimero organico que es hidrofobo.

La superficie de union en forma de microparticulas de (1) en donde el soporte en forma de microparticulas
consta de un material paramagnético o superparamagnético.

La superficie de unién en forma de microparticulas de (1) en donde la proteina es BSA y el ligando es biotina,
donde ademas

la biotina esta presente a una densidad de 1,9x10'2 hasta 6,6x10'2 micromoles de biotina por metro cuadrado de
soporte, y

la BSA esta presente a una densidad de 1,6x1 02 a 2,9x10-2 micromoles de BSA por metro cuadrado de soporte.

La superficie de union en forma de microparticulas de (3) que contiene ademas un conector de ligando que es al
menos bivalente que esta acoplado con la biotina.

La superficie de union en forma de microparticulas de (7) en donde el conector de ligando se selecciona del grupo
consistente en avidina, estreptavidina (SA), neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de
neutravidina, o mezclas de los mismos, preferiblemente en donde el conector de ligando es estreptavidina.

La superficie de unién en forma de microparticulas de (7) que contiene ademas un resto de captura asociado
con el conector de ligando.

La superficie de unién en forma de microparticulas de (9) en donde el resto de captura esta biotinilado.
La superficie de union en forma de microparticulas de (3) en donde las moléculas del copolimero en bloque
constan cada una de un polimero donde el grupo de cabeza hidréfobo es un bloque de 6xido de polipropileno y

los grupos de cola hidréfilos son cada uno bloques de 6xido de polietileno.

Una dispersion en una soluciéon acuosa de una multitud de microparticulas de (3) y un copolimero en bloque que
tiene un grupo de cabeza hidréfobo flanqueado por al menos dos grupos de cola hidrofilos.

La dispersion de microparticulas de (12) en donde el soporte de ensayo en forma de microparticulas consta de
un polimero o copolimero organico que es hidréfobo.

La dispersion de microparticulas de (12) en donde el soporte en forma de microparticulas consta de un material
paramagnético o superparamagnético.

La dispersion de microparticulas de (12) en donde la proteina se selecciona del grupo compuesto por BSA,
ovoalbuimina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbumina, o mezclas de los mismos.
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(16) La dispersion de microparticulas de (12) que consta ademas de un conector de ligando que es al menos
bivalente que esta acoplado con la biotina.

(17) La dispersion de microparticulas de (12) en donde el conector de ligando se selecciona del grupo compuesto
por avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina, o
mezclas de los mismos, preferiblemente en donde el conector de ligando es estreptavidina.

(18) La dispersion de microparticulas de (12) que contiene ademas un resto de captura asociado con el conector de ligando.
(19) La dispersion de microparticulas de (12) en donde el resto de captura esta biotinilado.

Se describen superficies de unién insaturadas o insaturadas y orientadas, métodos para preparar superficies de
union insaturadas o insaturadas y orientadas, y métodos para preparar componentes de superficies de union
insaturadas o insaturadas y orientadas. También se proporcionan métodos y composiciones para superficies de
union insaturadas o insaturadas y orientadas para ensayos de afinidad, tales como, por ejemplo, inmunoensayos.

En otro aspecto, en este documento se describen métodos y composiciones para preparar un resto de captura insaturado o
insaturado y orientado para un inmunoensayo, donde el resto de captura esta insaturado o insaturado y orientado debido a la
unién con una superficie de union insaturada o insaturada y orientada. En una realizacion especifica, el resto de captura
consta de una inmunoglobulina o un fragmento de la misma, donde el resto de captura esta inmovilizado sobre la superficie de
union insaturada o insaturada y orientada mediante asociacion con un ligando inmovilizado sobre un acoplador a soporte,
donde el acoplador a soporte esta inmovilizado sobre un soporte en fase sdlida. En una realizacién especifica, la
inmunoglobulina o el fragmento de la misma esta biotinilado, la inmunoglobulina o el fragmento de la misma biotinilado esta
asociado con un conector de ligando especifico de biotina (grupo de unién a biotina), y el conector de ligando especifico de
biotina esta asociado con biotina anclada al soporte directamente o mediante un acoplador a soporte. En una realizacion
especifica, el acoplador a soporte consta de una proteina, y el soporte en fase sélida consta de una microparticula.

En otro aspecto, en este documento se describe un método para realizar un inmunoensayo utilizando un soporte que tiene
una superficie de unién insaturada o insaturada y orientada; donde el método comprende el uso de una inmunoglobulina o
un fragmento de la misma para captar un analito, donde la inmunoglobulina o el fragmento de la mismo esta insaturada o
insaturada y orientada sobre la superficie de unién. En varias realizaciones, la naturaleza insaturada o insaturada y
orientada de la inmunoglobulina o el fragmento de la misma se determina mediante la naturaleza insaturada o insaturada y
orientada de la superficie de union con la que esta unida la inmunoglobulina o el fragmento de la misma.

En otro aspecto, en este documento se describe un soporte que tiene una superficie de unién insaturada o insaturada
y orientada que contiene ligandos acoplados con el soporte, tanto directamente como indirectamente mediante
acoplamiento con un acoplador a soporte que esta acoplado al soporte donde los ligandos estan presentes a una
densidad de aproximadamente 1,0 x 107 a aproxmadamente 5,0 x 10 mlcromoles de ligando por metro cuadrado
de soporte, o de aproximadamente 0,5 x 10? a aproxmadamente 2,0 x 10 mlcromoles de ligando por metro
cuadrado de soporte, o de aproximadamente 1,0 x 102 a agroxmadamente 1,6 x 10™ mlcromoles de ligando por
metro cuadrado de soporte, o de aproximadamente 1,0 x 10 a aproximadamente 2,0 x 10" micromoles de ligando
por metro cuadrado de soporte, 0 alternatlvamente los ligandos estan presentes a una densidad de aproximadamente
0,5 x 10* a aproxmadamente 10 x 10 micromoles de Ilgando por miligramo (mg) de microparticulas, o de
aproximadamente 1,0 x 10 a aproximadamente 5,5 x 10 micromoles de ligando por mg de microparticulas. En
varias realizaciones, los acopladores a soporte estan presentes en el soporte de ensago a una densidad de
aproximadamente 1,2 x 1072 micromoles por metro cuadrado a aproximadamente 7,5 x 10™ micromoles por metro
cuadrado de soporte de ensayo. En varias realizaciones, los ligandos estan asociados con conectores de ligando,
donde los conectores de Ilgando estan presentes a una densidad de menos de aproximadamente 0,4 x 102 a menos
de aproximadamente 8 x 102 micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte, 0 a una densidad de
aproximadamente 1,0 x 102 a aproximadamente 5,0 x 10 micromoles por metro cuadrado de soporte de ensayo.

Las realizaciones descritas en este documento van dlrlgldas a tener un resto de captura presente sobre el soporte de
ensayo a una densidad de aproximadamente 1,0 x 10™ micromoles por metro cuadrado a aproximadamente 2,0 x 10

2 micromoles por metro cuadrado de soporte de ensayo. En varias realizaciones, la superficie de unién consta ademas de
un grupo de captura, donde el resto de captura esta presente a una densidad de menos de aproximadamente 2 x 10° a
menos de aproximadamente 4 x 10 micromoles de resto de captura por metro cuadrado de soporte. En una reallza0|on
especifica, el ligando (por ejemplo, biotina) esta presente a una densidad de aproximadamente 1,9 x 102 a
aproximadamente 1,6 x 10" micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte, el conector de Ilgando (por ejemplo, un
grupo de unién a biotina tal como SA) esta presente a una densidad de aprOX|madamente 1,0x 102 a aproximadamente
5,0 x 10 micromoles por metro cuadrado de soporte, o de aproximadamente 1,2 x 102 a menos de aproximadamente 4,6
x 10 micromoles de conector de ligando por metro cuadrado de soporte, y la unidad de captura (por ejemplo, una unidad
de captura biotinilada como ?or ejemplo un anticuerpo blotlnllado especifico del analito) esta presente a una densidad de
aproximadamente 2,5 x 10~ a aproximadamente 1,4 x 10 micromoles de unidad de captura por metro cuadrado de
soporte. En al menos una realizacién descrita en este documento, el acoplador a soporte es opcional. En este tipo de
realizacion, el ligando podria ser biotina o un derivado de la misma.
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En una realizacion especifica, el ligando consta de biotina o un derivado de la misma. En otra realizacién especifica, el
conector de ligando consta de un grupo de unién a biotina, o un fragmento del mismo, tal como, por ejemplo, avidina, SA,
neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina, o mezclas de los mismos. En varias
realizaciones, el resto de captura consta de uno o mas de un anticuerpo, un fragmento de unioén de un anticuerpo, un receptor,
un ligando de un receptor, una hormona, un receptor de una hormona, una enzima, un sustrato de una enzima, un
oligonucledtido de una hebra, un polinucledtido de una hebra, un oligonucledtido de dos hebras, un polinucleétido de dos
hebras, un antigeno, un péptido o una proteina. En varias realizaciones, los ligandos estan acoplados con el soporte mediante
acopladores a soporte, y los acopladores a soporte estan a su vez acoplados con el soporte. En una realizacion especifica, los
acopladores a soporte constan de proteinas. En una realizacion especifica, la proteina es BSA, ovoalbumina, un fragmento de
BSA, un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos. En una realizacion especifica, eI soporte es una microparticula.
En una realizacién especifica, la superficie de unién tiene de aproximadamente 1 x 10? a aproximadamente 5 x 10°

mlcromoles de ligando por metro cuadrado de soporte, o alternativamente, la superficie de unién tiene de aproximadamente
2x10%a aproximadamente 2 x 10" micromoles de Ilgando por metro cuadrado de soporte En otra realizacion especifica, la
superficie de union tiene de aproximadamente 1,9 x 102 a aproximadamente 1,6 x 10" micromoles de ligando por metro
cuadrado de soporte. En otra realizacion especifica, la superficie de unién tiene de aproximadamente 1,6 x 10% a
aproximadamente 6,6 x 10 micromoles de Ilgando por metro cuadrado de sogorte En otra realizacion especifica, la superficie
de unién tiene de aproximadamente 1,6 x 10% a aproximadamente 3,2 x 10 micromoles de Ilgando por metro cuadrado de
soporte En otra realizacién especifica, la superficie de unioén tiene de aproximadamente 1,6 x 102 a aproximadamente 2,0 x
10" micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte.

En varias realizaciones, la superficie de unién contiene un ligando y conector anclado al ligando y un resto de captura
anclado al conector de ligando, donde el resto de captura esta presente a una densidad, en varias realizaciones, de
aproximadamente un 75% de la densidad del ligando, de aproximadamente un 50% de la densidad del ligando y de
aproximadamente un 25% de la densidad del ligando.

En una realizacidon especifica, el ligando consta de biotina, la biotina estda acoplada con el soporte mediante una
proteina acopladora a soporte seleccionada de entre BSA, ovoalbumina, un fragmento de BSA, un fragmento de
ovoalbumina o mezclas de los mismos, la biotina esta anclada a un conector de ligando que contiene un grupo de
union a botina seleccionado de entre avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un
fragmento de neutravidina o mezclas de los mismos, y el grupo de unién de biotina esta anclado a un resto de
captura biotinilado, donde el resto de captura se selecciona del grupo compuesto por uno o mas de un anticuerpo, un
fragmento de unién de un anticuerpo, un receptor, un ligando de un receptor, una hormona, un receptor de una
hormona, una enzima, un sustrato de una enzima, un oligonucleétido de una hebra, un oligonucleétido de dos
hebras, un polinucledtido de una hebra, un polinucleétido de dos hebras, un antigeno, un péptido o una proteina.

En otro aspecto, en este documento se describe un soporte que tiene una superficie de union insaturada y orientada
que contiene: una multitud de acopladores a soporte dispuestos sobre el soporte y ligandos acoplados con los
acopladores a soporte; donde los ligandos estan insaturados y orientados sobre la superficie de modo que
proporciona ligandos estéricamente accesibles. En una realizacion especifica, los ligandos estan asociados con
conectores de ligandos bivalentes o multivalentes capaces de asociarse especificamente con los ligandos, y la
superficie de unién esta sustancialmente libre de ligando libre no unido.

En varias realizaciones, los acopladores a soporte estan acoplados con una cantidad de aproximadamente 1,9 x 10
a aproximadamente 1,6 x 10”" micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte.

Los acopladores a soporte pueden acoplarse con el soporte mediante una asociacidon covalente o no covalente. En
varias realizaciones, los acopladores a soporte estan covalentemente acoplados con el soporte. En las realizaciones
en las que los acopladores a soporte estan covalentemente acoplados con el soporte, puede utilizarse cualquier
quimica de enlace adecuada conocida en la materia para anclar el acoplador a soporte al soporte. Los grupos de
union adecuados incluyen, sin estar limitados a los mismos, anclaje mediante uno o mas grupos funcionales
seleccionados del grupo compuesto por carboxilo, hidroxilo tosilo, epoxi, aldehido, amina, amida, hidrazida,
isotiocianato, maleimida y sulfhidrilo. En una realizacion especifica, el acoplador a soporte esta covalentemente
acoplado con el soporte utilizando una reaccion con tosilo para el anclaje.

Los acopladores a soporte pueden constar de cualquier sustancia adecuada que pueda acoplarse con un soporte y
también con un ligando. El acoplamiento con el soporte y el acoplamiento con el ligando puede ser covalente. Los
acopladores a soporte adecuados incluyen, sin estar limitados a los mismos, macromoléculas tales como, por
ejemplo, proteinas y otros polimeros. En varias realizaciones, el acoplador a soporte consta de una proteina. La
proteina puede ser, por ejemplo, un monémero, un dimero, un multimero, o una proteina de fusion. En realizaciones
especificas, la proteina consta de al menos una albumina tal como, por ejemplo, BSA, ovoalbumina, un fragmento de
BSA, un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos.

En varias realizaciones, los ligandos constan de biotina. Los reactivos de biotina adecuados para anclar biotina a una
superficie de soporte incluyen reactivos de marcaje de biotina reactivos frente a aminas tales como, por ejemplo, sulfo-NHS-
biotina, sulfo-NHS-LC-biotina, sulfo-NHS-LC-LC-biotina, sulfo-NHS-SS-biotina, NHS-PEO;-biotina, NHS-biotina, NHS-LC-
biotina, NHS-LC-LC-biotina, PFP-biotina, TFP-PEO-biotina o NHS-iminobiotin trifluoroacetamida, reactivos de marcaje de
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biotina reactivos frente a sulfhidrilo tales como, por ejemplo, maleimida-PEO--biotina, biotina-BMCC, PEO-yodoacetil biotina,
yodoacetil-LC-biotina o biotina-HPDP, reactivos de marcaje de biotina reactivos frente a carboxilos tales como, por ejemplo,
biotina PEO-amina o biotina PEO-LC-amina, reactivos de marcaje de biotina reactivos frente a carbohidratos tales como, por
ejemplo, biocitin hidrazida, biotin hidrazida o biotin-LC-hidrazida, o reactivos de marcaje de biotina fotorreactiva tales como, por
ejemplo, psoraleno-PEO-biotina. En una realizacion especifica, el ligando consta de biotina y esta anclado al soporte o al
acoplador a soporte que utiliza el reactivo de marcaje de biotina reactivo frente a aminas sulfo-NHS-LC-biotina.

En realizaciones en las que los ligandos constan de biotina, la superficie de unién sobre el soporte puede contener
ademas un conector de ligando asociado con la biotina. En determinadas realizaciones, el conector de ligando consta
de un grupo de unién a biotina. En varias realizaciones, el grupo de union a biotina consta de proteina, por ejemplo,
al menos una proteina de union a biotina tal como avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de
avidina, un fragmento de neutravidina o mezclas de los mismos. El grupo de unién a biotina también podria constar
de una proteina de fusioén tal como, por ejemplo, avidina fusionada con una proteina de unién diferente.

En varias realizaciones, los acopladores a soporte constan de una proteina y el ligando consta de biotina, y la proteina esta
biotinilada con una baja proporcién de carga de biotina, de forma que los acopladores a soporte tienen una proporcion de
incorporacion inferior o igual a 5 moles de biotina por mol de acoplador a soporte. En una realizacion especifica, la proteina
es BSA, ovoalbumina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos.

En varias realizaciones, cuando la superficie de unién sobre el soporte consta de un grupo de unién a biotina, la
superficie de union sobre el soporte también consta de un resto de captura biotinilado asociado con un grupo de uniéon a
biotina. El resto de captura biotinilado puede constar de un espaciador, por ejemplo, estando el espaciador entre el
grupo biotina y el grupo de captura. El resto de captura biotinilado puede constar de cualquier resto de captura
adecuado segun la sustancia que se debe captar. Los restos de captura adecuados incluyen al menos uno de un
anticuerpo, un fragmento de unién de un anticuerpo, un receptor, un ligando de un receptor, una hormona, un receptor
de una hormona, una enzima, un sustrato de una enzima, un oligonucleétido de una hebra, un oligonucleétido de dos
hebras, un polinucleétido de una hebra, un polinucleétido de dos hebras, un antigeno, un péptido o una proteina.

En varias realizaciones, la superficie de unién sobre el soporte también consta de un copolimero en bloque que
contiene un grupo de cabeza hidrofobo flanqueado por al menos dos colas hidréfilas, donde el grupo de cabeza
hidréfobo esta en contacto con el soporte.

La longitud de las colas hidréfilas puede ser, independientemente entre si, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 2,5 veces la longitud del grupo de cabeza. El copolimero en bloque puede constar de una
estructura de férmula general |, teniendo un bloque de 6xido de polipropileno y un bloque de éxido de polietileno,

HO(C2H40)(CsHsO)y(C2Hs0),H (1),

donde x e y se seleccionan de forma que el bloque de 6xido de polipropileno se asocia con el soporte. En una
realizacion especifica, x es de aproximadamente 100 a aproximadamente 135, y es de aproximadamente 40 a
aproximadamente 75 y z es de aproximadamente 100 a aproximadamente 135. En otras realizaciones, x es de
aproximadamente 110 a aproximadamente 125, y es de aproximadamente 60 a aproximadamente 70 y z es de
aproximadamente 110 a aproximadamente 125. En varias realizaciones, el copolimero en bloque tiene un peso
molecular medio de aproximadamente 12.700 dalton (Da) a 17.400 Da; o un peso molecular medio de
aproximadamente 9000 a aproximadamente 18.000 Da. En realizaciones especificas, el copolimero en bloque tiene
un peso molecular medio de aproximadamente 9840 a aproximadamente 14.600 Da. En una realizacién especifica, el
copolimero en bloque tiene un peso molecular medio de aproximadamente 14.600 Da. En otra realizacion especifica,
el copolimero en bloque tiene un peso molecular medio de aproximadamente 12.600 Da.

En varias realizaciones, el soporte consta de un polimero o copolimero organico. En varias realizaciones, el polimero o
copolimero organico es hidréfobo. Los polimeros adecuados incluyen, pero de forma no excluyente, poliestireno,
poli(divinilbenceno), copolimero estireno-acilato, copolimero estireno-butadieno, copolimero estireno-divinilbenceno,
poli(estireno-oxietileno), polimetil metacrilato, poliuretano, poli glutaraldehido, polietilenimina, polivinilpirrolidona, N,N'-
metilen bis acrilamida, poliolefina, polietileno, polipropileno, polivinilcloruro, poliacrilonitrilo, polisulfona, poli(etersulfona),
materiales pirolizados, copolimeros en bloque, y copolimeros de los anteriores, siliconas o silice. En una realizacién
especifica, el soporte consta de estireno y divinilbenceno, y esta recubierto con una capa de poliuretano.

En varias realizaciones, utilizar un polimero o copolimero que sea hidréfobo dara lugar a un soporte con un angulo de
contacto con agua de mas de aproximadamente 60 grados. En varias realizaciones, utilizar un polimero o copolimero que
sea hidréfobo dara lugar a un soporte con un angulo de contacto con agua de mas de aproximadamente 70 grados.

En varias realizaciones, el soporte consta de una microparticula. En una realizacién especifica, la microparticula
consta de un material paramagnético o superparamagnético tal como, por ejemplo, 6xido de hierro ferromagnético
Fe3O0s o Fe;0s. Los términos “paramagnético” y “superparamagnético” se refieren a materiales que experimentan
una fuerza en un gradiente de campo magnético, pero que no se magnetizan de forma permanente. En una
realizacion especifica, el soporte consta de hierro en forma de maghemita, o Fe2Os. En varias realizaciones, el
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diametro medio de la microparticula esta en el intervalo de 100 nm a 22.900 nm. En una realizacién especifica, el
diametro medio de la microparticula esta en el intervalo de 750 nm a aproximadamente 3000 nm. En otra realizacién
especifica, el diametro medio de la microparticula esta en el intervalo de 950 nm a aproximadamente 1150 nm.

En otro aspecto, se proporciona un soporte modificado para un ensayo de afinidad que consta de: un soporte que
consta de uno o mas materiales seleccionados del grupo compuesto por poliestireno, poli(divinilbenceno), copolimero
estireno-acilato, copolimero  estireno-butadieno, copolimero  estireno-divinilbenceno, poli(estireno-oxietileno),
polimetilmetacrilato, poliuretano, poliglutaraldehido, polietilenimina, polivinilpirrolidona, N,N'-metilen bis acrilamida,
poliolefina, polietileno, polipropileno, polivinilcloruro, poliacrilonitrilo, polisulfona, poli(etersulfona), materiales pirolizados,
copolimeros en bloque, y copolimeros de los anteriores, siliconas o silice; una proteina covalentemente anclada al
soporte, donde la proteina consta de biotina, y donde hay menos de 5 moles de biotina acoplados por mol de proteina;
un grupo de unidn a biotina asociado con la biotina, donde el grupo de unién a biotina es al menos bivalente; un resto de
captura biotinilado asociado con el grupo de unién a biotina, donde el resto de captura biotinilado se selecciona del
grupo compuesto por al menos uno de un anticuerpo, un fragmento de unién de un anticuerpo, un receptor, un ligando
de un receptor, una hormona, un receptor de una hormona, una enzima, un sustrato de una enzima, un oligonucleétido
de una hebra, un oligonucledtido de dos hebras, un polinucleétido de una hebra, un polinucleétido de dos hebras, un
antigeno, un péptido o una proteina; un copolimero en bloque que esta en contacto con el soporte, donde el copolimero
en bloque consta de un grupo de cabeza de 6xido de polipropileno flanqueado por colas de 6xido de polietileno, donde
el grupo de cabeza de 6xido de polipropileno esta en contacto con el soporte, y donde la longitud de las colas de 6xido
de polietileno es independientemente entre si de aproximadamente 2 hasta aproximadamente 2,5 veces la longitud del
grupo de cabeza de 6xido de polipropileno, y donde el peso molecular medio del copolimero en bloque es de
aproximadamente 9840 Da a aproximadamente 17.400 Da. El soporte modificado puede constar de una microparticula.
En una realizacion especifica, la microparticula consta de un material paramagnético o superparamagnético tal como
Fe20s3, y el diametro medio de la microparticula esta en el intervalo de 950 nm a 1150 nm. En una realizacién especifica,
el resto de captura biotinilado consta de una inmunoglobulina o fragmento de la misma.

En otro aspecto, se describe un método para recubrir un soporte que comprende: combinar ligandos y acopladores a
soporte en una proporcion de carga de ligando respecto a acopladores a soporte de forma que se obtiene una
mezcla de complejos ligando::acoplador a soporte donde los complejos ligando::acoplador a soporte estan al menos
sustancialmente libres de ligando libre; y anclar covalentemente a un soporte los complejos ligando::acoplador a
soporte. En una realizacion especifica, la proporcion de carga de ligandos respecto a acopladores a soporte es
inferior o igual a 8 moles de ligando:1 mol de acoplador a soporte. Alternativamente, la proporcion de carga de
ligandos respecto a acopladores a soporte es inferior o igual a 4 moles de ligando:1 mol de acoplador a soporte.

En una realizacion especifica, los ligandos del método constan de biotina, donde el ligando consta de un reactivo de
marcaje de biotina reactivo frente a aminas tal como sulfo-NHS-LC-biotina.

En varias realizaciones, los acopladores a soporte constan de una proteina y el ligando consta de biotina, y la proteina esta
biotinilada en una baja proporcion de carga de biotina, de forma que los acopladores a soporte tienen una proporcion de
incorporacion inferior o igual a 5 moles de biotina por mol de acoplador de soporte. En una realizacion especifica, la
proteina es BSA, ovoalbimina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos.

En otro aspecto, se describe un método para recubrir microparticulas que comprende: exponer las microparticulas a un
dispersante para formar una dispersion, donde las microparticulas constan de superficies de unidon que contienen ligandos
y acopladores a soporte que estan acoplados para dar complejos ligando::acoplador a soporte y el dispersante consta de
un copolimero en blogue que tiene un grupo de cabeza hidrofobo flanqueado por grupos de cola hidréfilos; y exponer la
dispersion a conectores de ligando que se asocien con los ligandos de los complejos ligando::acoplador a soporte.

En una realizacion especifica del método de recubrimiento, el ligando consta de biotina y esta acoplado al soporte o
al acoplador a soporte con un reactivo de marcaje de biotina reactivo frente a aminas tal como sulfo-NHS-LC-biotina.
En varias realizaciones, los acopladores a soporte constan de proteina, como se ha descrito previamente para
soportes que tienen una superficie insaturada o insaturada y orientada. En una realizacion especifica, la proteina
consta de BSA, ovoalbumina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbimina o mezclas de los mismos.

En varias realizaciones del método de recubrimiento, el conector de ligando consta de un grupo de unién a biotina. En
una realizacion especifica, el grupo de unién a biotina es al menos bivalente y consta de al menos uno de entre avidina,
SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina o mezclas de los mismos.

En varias realizaciones, el método de recubrimiento también comprende asociar un resto de captura biotinilado con el
grupo de unién a biotina. En una realizacion especifica del método de recubrimiento, el resto de captura biotinilado
consta de al menos uno de entre un anticuerpo, un fragmento de unién de un anticuerpo, un receptor, un ligando de un
receptor, una hormona, un receptor de una hormona, una enzima, un sustrato de una enzima, un oligonucleétido de una
hebra, un oligonucleétido de dos hebras, un polinucleétido de una hebra, un polinucleétido de dos hebras, un antigeno,
un péptido o una proteina. En una realizacion especifica, el resto de captura biotinilado contiene un espaciador.

En otro aspecto, se describe un método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada sobre un
soporte, que comprende: preparar una mezcla de grupos de asociacion a analito con grupos de llenado del espacio para
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formar una mezcla diluida; y exponer la mezcla a un soporte de ensayo bajo unas condiciones suficientes para que los grupos
de asociacion a analito y los grupos de llenado del espacio se acoplen con el soporte y formen una superficie insaturada o
insaturada y orientada que esta insaturada respecto al nimero de grupos de asociacién a analito que estan acoplados con la
superficie de soporte. En este documento, un grupo de asociacion a analito puede ser cualquier molécula, tal como una
proteina, anticuerpo o acido nucleico, que cuando esta unida a la superficie de soporte se asocia directa o indirectamente
mediante una molécula de unién con un analito de interés; es decir, forma parte de la superficie de unién. En este documento,
un grupo de llenado del espacio puede ser cualquier molécula, tal como una proteina, anticuerpo o acido nucleico, que cuando
esta unida a la superficie de soporte no se asocia ni directa ni indirectamente mediante una molécula de unién con un analito
de interés. El grupo de llenado del espacio no forma parte de la superficie de union, sino que tiene la funcién de ocupar el
espacio sobre la superficie de soporte y evitar la unién de un exceso de grupos de asociacion a analito.

En otro aspecto, se describe un método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada
sobre un soporte, que consta de: diluir una mezcla de complejos ligando::acoplador a soporte con acopladores a
soporte sin ligandos para formar una mezcla diluida; y exponer la mezcla diluida a un soporte bajo unas condiciones
suficientes para que los complejos ligando::acoplador a soporte se acoplen con el soporte y formen una superficie de
union insaturada o insaturada y orientada.

En varias realizaciones del método para preparar una superficie de unién insaturada o insaturada y orientada sobre un
soporte donde el soporte consta de una microparticula, la superficie de unién insaturada tiene de aproximadamente 0,5
x 10* a aprommadamente 10 x 10™ mlcromoles de ligando por miligramo (mg) de microparticulas, de aproximadamente
1, O x 10 a aproximadamente 5, 5 x 10™* micromoles de ligando por mg de microparticulas, o de aproximadamente 2 x
10" a aproximadamente 4 x 10" micromoles de ligando por mg de microparticulas. En realizaciones especificas del
método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada sobre un soporte, donde el soporte
consta de una microparticula, la superﬂme de unidn insaturada o insaturada y orientada tiene de aproximadamente 1, 0 X
10* a aproximadamente 5, 5 x 10™* micromoles de ligando por mg de microparticulas, o de aproximadamente 1,6 x 10* a
aproximadamente 4,9 x 10™* micromoles de ligando por mg de microparticulas.

En realizaciones especificas del método para preparar una superficie de unién insaturada o insaturada y orientada sobre
un soporte el soporte es rugoso y la superf|C|e de unién insaturada o insaturada y orientada tiene de aproximadamente
1,0x10%a aproximadamente 2,0 x 10" mlcromoles de ligando por metro cuadrado. Alternativamente, la superficie de
unién tiene de aproximadamente 1,9 x 10% a aproximadamente 6,6 x 10 micromoles de ligando por metro cuadrado.
En otras realizaciones especificas del método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada
sobre un soporte, el soporte es liso y la superficie de unidon insaturada o insaturada y orientada tiene de
aproximadamente 3,3 x 10? a aproximadamente 1,6 x 10" micromoles de ligando por metro cuadrado. En otras
realizaciones especificas del método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada sobre un
soporte, la superficie de unlon rugosa insaturada o insaturada y orientada tiene de aproximadamente 1,9 x 10% a
aproximadamente 6,6 x 10 micromoles de acoplador a soporte por metro cuadrado, y la superﬁme de unioén lisa
insaturada o insaturada y orientada tiene de aproximadamente 2,7 x 10% a aproximadamente 7,1 x 10 micromoles de
acoplador a soporte por metro cuadrado. El término “rugoso” incluye una morfologia en forma de coliflor o porosa. El
término “liso” se refiere a una morfologia sustancialmente lisa y sustancialmente esférica. Para microparticulas con el
mismo diametro, la superficie de soporte “rugosa” tendra mas area superficial de soporte que la superficie de soporte
“lisa” debido a la mayor superficie de soporte que ofrecen los surcos, hoyos o poros de la superficie de soporte rugosa.
Los micromoles reales de acoplador a soporte, ligando, conector de ligando, grupo de captura, etc. se encontraran en
algun punto entre las areas superficiales de soporte rugoso y liso calculadas, puesto que no toda el area superficial del
soporte rugoso estara estéricamente disponible para el anclaje del ligando, o del acoplador a soporte.

En varias realizaciones del método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada sobre
un soporte, el acoplador a soporte consta de proteina, como se ha descrito previamente para el soporte que tiene
una superficie de unién insaturada o insaturada y orientada. En una realizacién especifica, la proteina consta de
BSA, ovoalbumina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos.

En otro aspecto, se describe un método para preparar una superficie de union insaturada o insaturada y orientada sobre un
soporte, que comprende: preparar una mezcla de complejos ligando::acoplador a soporte en cualquier proporcion de carga
de ligando respecto a acoplador a soporte; diluir la mezcla de complejos ligando::acoplador a soporte con acoplador a
soporte que no esté formando un complejo con el ligando para dar lugar a una mezcla diluida; y exponer la mezcla diluida a
un soporte bajo unas condiciones suficientes para que los complejos ligando::acoplador a soporte y el acoplador a soporte
se acoplen con el soporte y formen una superficie de unién insaturada o insaturada y orientada. Entonces, el soporte que
contiene el ligando puede tratarse segun cualquier método adecuado descrito en este documento.

El acoplador a soporte puede constar de uno o mas de entre una proteina o polimero no proteico. En varias realizaciones, el
ligando esta formando un complejo con el acoplador a soporte mediante grupos funcionales sobre el acoplador a soporte. Una
fraccion del numero de grupos funcionales sobre uno o mas acopladores a soporte puede eliminarse o neutralizarse antes de
exponer el acoplador a soporte al ligando, reduciendo asi el nimero de ligandos que pueden formar un complejo con el
acoplador a soporte. Todos o solo algunos de los acopladores a soporte expuestos al ligando en la preparacion de la mezcla
de complejos ligando::acoplador a soporte pueden tener uno o mas grupos funcionales neutralizados.
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En otro aspecto, en este documento se describe una superficie de unién para un inmunoensayo, donde la superficie de union
consta de una multitud de ligandos que son capaces de unirse al conector de ligando que puede unirse al resto de captura de
interés. Los ligandos de la superficie de unién estan insaturados o insaturados y orientados sobre un soporte, y los ligandos
estan o bien (a) anclados directamente al soporte o bien (b) anclados mediante un acoplador a soporte y el acoplador a
soporte esta anclado al soporte. En varias realizaciones, la superficie de unién esta sustancialmente libre de ligandos libres (es
decir, no unida). En una realizacion especifica, el soporte consta de una microparticula, del orden de aproximadamente una
micra a aproximadamente cinco micras de diametro, el ligando consta de biotina y la biotina esta formando un complejo con
un acoplador a soporte que consta de proteina. En realizaciones especificas, el ligando consta de biotina, el conector de
ligando consta de una proteina de union a biotina, el acoplador a soporte consta de BSA, ovoalbimina, un fragmento de BSA,
un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos, y la BSA, ovoalbumina, fragmento de BSA, fragmento de
ovoalbumina o mezclas de los mismos estan biotinilados mediante una biotinilacién de baja proporcién de carga. En una
realizacion especifica, la proteina de unién a biotina es SA, y un anticuerpo biotinilado esta presente sobre la superficie de
unién recubierta con SA, donde el anticuerpo biotinilado se selecciona de forma que pueda captar un analito de interés en un
inmunoensayo, por ejemplo, un inmunoensayo competitivo o tipo sandwich. La superficie de union sobre el soporte del
inmunoensayo puede prepararse utilizando cualquier método adecuado descrito en este documento.

En otro aspecto, se describe un soporte que tiene una superficie de union insaturada o insaturada y orientada que
consta de: una multitud de acopladores a soporte dispuestos sobre el soporte; y ligandos acoplados con los acopladores
a soporte donde los acopladores a soporte estan presentes sobre el soporte a una densidad de aproximadamente 1,6 x
10% a aproximadamente 7,1 x 10 micromoles por metro cuadrado del soporte. En varias realizaciones, el acoplador a
soporte consta de una proteina. En una realizacion especifica, la proteina es BSA, ovoalbimina, un fragmento de BSA,
un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos. En varias realizaciones, el Ilgando consta de biotina. En una
reallzaC|0n especifica, la biotina esta presente a una densidad de aproximadamente 1,9 x 102 a aproximadamente 1,6 x
10™" micromoles de biotina por metro cuadrado de soporte. En varias realizaciones, la superficie de unién contiene un
conector de ligando capaz de asociarse especificamente con los Ilgandos En varias realizaciones, el conector de
ligando esta presente a una densidad de aproximadamente 1,2 x 10° a aproximadamente 4,6 x 10" micromoles de
conector de ligando por metro cuadrado de soporte. En varias realizaciones, el conector de ligando es avidina, SA,
neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina, o mezclas de los mismos. En
varias realizaciones, la superficie de unién contiene ademas un resto de captura capaz de asociarse especificamente
con el conector de Ilgando En varias realizaciones, eI resto de captura estd presente a una densidad de
aproximadamente 2,5 x 10° a aproximadamente 1,4 x 10 micromoles de resto de captura por metro cuadrado de
soporte. En una realizacion especifica, el resto de captura consta de una inmunoglobulina o fragmento de la misma.

En otro aspecto, se proporciona un soporte que tiene una superficie de unidn insaturada o insaturada y orientada que
consta de: una multitud de acopladores a soporte dispuestos sobre el soporte; y ligandos acoplados con los acopladores a
soporte; donde los acopladores a soporte estan presentes sobre el soporte a una densidad de aproximadamente 1,3 x 10"
a aproximadamente 2,1 x 10™* micromoles de acoplador a soporte por mg del soporte. En varias realizaciones, el Ilgando
consta de biotina. En una reallza0|on especifica, la biotina esta presente a una densidad de aproximadamente 1,6 x 10* a
aproximadamente 4,9 x 10™* micromoles de biotina por mg de soporte. En varias realizaciones, la superficie de unién
contiene un conector de ligando capaz de asociarse especificamente con Ios ligandos. En varias reahzamones el conector
de ligando esta presente a una densidad de aproximadamente 1,0 x 10* a aproximadamente 1,4 x 10™* micromoles de
conector de ligando por mg de soporte. En varias realizaciones, el conector de ligando es avidina, SA, neutravidina, un
fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina, o mezclas de los mismos. En varias
realizaciones, la superficie de unién contiene ademas un resto de captura capaz de asociarse especificamente con el
conector de ligando. En varias reallzaC|ones el resto de captura esta presente a una densidad de aproximadamente 2,1 x
10° a aproximadamente 4,1 x 10 micromoles de resto de captura por mg de soporte. En una realizacion especifica, el
resto de captura consta de una inmunoglobulina biotinilada o fragmento de la misma.

En otro aspecto, se describe una superF cie de unién sobre un soporte, donde la superficie de unién se une especificamente a
no mas de aproximadamente 4,0 x 10™ micromoles de biotina por mg de soporte. En una realizacion espeC|f ca, el soporte
consta de mlcropamculas y se une especificamente a una cantidad de aproximadamente 2,5 x 10° a no mas de
aproximadamente 4,0 x 10™ micromoles de biotina por mg de microparticulas. En una realizacion especn° ca, el soporte consta
de mlcropartlculas y se une especificamente a una cantidad de aproximadamente 7,5 x 10° a aproximadamente 3,5 x
10™* micromoles de biotina por mg de microparticulas. En otra reallzaC|on especifica, el soporte consta de microparticulas y se
une especificamente a una cantidad de aproximadamente 1,0 x 10* a aproximadamente 3,0 x 10™* micromoles de biotina por
mg de microparticulas. En varias realizaciones, el soporte consta de biotina anclada al soporte (directamente o mediante un
acoplador a soporte) asociada con un grupo de unién a biotina, tal como, por ejemplo, SA, y las capacidades de union a
biotina anteriores se refieren a la capacidad del grupo de unién a biotina (por ejemplo, SA) de unirse a biotina libre.

En otro aspecto, se describe una superficie de unic’>n sobre un soporte, donde la superficie de unién se une
especificamente a no mas de aproximadamente 1,3 x 10" micromoles de biotina por metro cuadrado de soporte Enuna
realizaciéon especifica, el soporte se une especificamente a una cantidad de aproximadamente 3,0 x 10* a no mas de
aproximadamente 1,3 x 10" micromoles de biotina por metro cuadrado de soporte En una realizacion espemf ca, el
soporte se une especificamente a una cantidad de aproximadamente 8,9 x 10° a aproximadamente 1,2 x 10" micromoles
de biotina por metro cuadrado de soporte. En una realizaciéon espeC|f|ca el soporte se une especificamente a una cantidad
de aproximadamente 1,2 x 10% a aproximadamente 9,9 x 10 micromoles de biotina por metro cuadrado de soporte. En
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varias realizaciones, el soporte consta de biotina anclada al soporte (directamente o mediante un acoplador a soporte)
asociada con un grupo de unidn a biotina, tal como, por ejemplo, SA, y las capacidades de unién a biotina anteriores se
refieren a la capacidad del grupo de unién a biotina (por ejemplo, SA) de unirse a biotina libre.

A menos que se haga constar de otro modo, o algo diferente esté implicito en la descripcidn, cualquiera de las
realizaciones descritas en relacién con cualquier método o composicién descritas en este documento puede utilizarse
junto con cualquiera de las demas realizaciones descritas en este documento.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1A ilustra un proceso de preparacion de una SA insaturada y orientada sobre una superficie de union de una
microparticula paramagnética (PMP).

La Fig. 1B es una continuacion del proceso ilustrado en la Fig. 1A.

La Fig. 2 ilustra una realizacion de la invencion que consta de un superficie de soporte sélida; BSA o ovoalbimina
anclada covalentemente a la superficie de soporte; biotina anclada covalentemente a la BSA o ovoalbumina;
estreptavidina, neutravidina o avidina asociada con la biotina; y un anticuerpo biotinilado asociado con la
estreptavidina, neutravidina o avidina.

La Fig. 3 ilustra algunas orientaciones posibles de la molécula de biotina sobre una molécula de BSA en un método de
biotinilaciéon de baja proporcion de carga.

La Fig. 4 ilustra el recubrimiento de una fase sélida con BSA biotinilada de baja proporcidon de carga para hacer una
superficie de unién insaturada.

La Fig. 5 ilustra el uso de copolimeros en bloque como agentes de bloqueo para superficies de soporte en fase sdlida.
La Fig. 6 ilustra el uso de copolimeros en bloque como agentes de dispersion para superficies de unidon que contienen biotina.
La Fig. 7 ilustra el recubrimiento de una superficie de union biotinilada, bloqueada con un copolimero en bloque, con SA.

La Fig. 8 ilustra la aplicacion de varios restos de captura biotinilados a una superficie de unién recubierta con SA
sobre una superficie de soporte en fase sdlida preparada segun la invencion.

La Fig. 9A ilustra una superficie de uniéon convencional o estandar en forma de microparticulas recubierta con SA
recubierta con un anticuerpo biotinilado o fragmento Fab.

La Fig. 9B ilustra una microparticula recubierta con SA insaturada y orientada recubierta con un anticuerpo biotinilado
o un fragmento Fab.

La Fig. 10, en los cuadros A y B, ilustra el area aumentada de superficie capaz de unirse asociada con el uso de una
etapa de dispersion de la invencion.

La Fig. 11 ilustra el analisis de desprendimiento de biotina de un soporte solido de biotina-BSA recubierto con SA tras
3diasa4°Co37°C.

La Fig. 12 muestra los datos en forma de tabla de los estudios de reproducibilidad del proceso (factibilidad de
produccion) del Ejemplo 6.

La Fig. 13 muestra los datos en forma de tabla de otros estudios de reproducibilidad del proceso (factibilidad de
produccion) del Ejemplo 6.

La Fig. 14A muestra los datos en forma de tabla de los estudios de estabilidad mejorada del Ejemplo 7.

La Fig. 14B es una continuacion de la tabla de la Fig. 14A, que muestra los datos de los estudios de estabilidad
mejorada del Ejemplo 7.

La Fig. 15A ilustra los resultados del analisis de desprendimiento.
La Fig. 15B es otra ilustracion de los resultados del analisis de desprendimiento.

La Fig. 16A muestra los datos en forma de tabla de los calculos de densidad superficial de union real del Ejemplo 11,
para varios lotes de microparticulas preparados segun las realizaciones de la invencion.
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La Fig. 16B muestra los datos en forma de tabla de los calculos de densidad superficial de union real de
microparticulas preparadas segun las realizaciones de la invencién, derivados de los datos de microparticulas
utilizando una hipétesis de rugosidad.

La Fig. 16C muestra mas datos en forma de tabla de los calculos de area superficial de unién suponiendo una superficie
de soporte lisa, para varios lotes de microparticulas preparados segun las realizaciones de la invencion.

La Fig. 16D muestra datos en forma de tabla de los calculos de densidad superficial de unién suponiendo una superficie
de soporte lisa preparada segun las realizaciones de la invencion, derivados de los datos de microparticulas.

La Fig. 17 es una ilustracion esquematica de la diferencia entre una superficie insaturada de la invenciéon y una
superficie insaturada y orientada de la invencion.

Descripcion detallada

La presente invencion se basa al menos en parte en la constatacién de que disefiar superficies de union: (a) asociando una
cantidad de ligando inferior que la de saturacién proporciona complejos que contienen restos de captura que estan
escasamente dispersos por la superficie de union del soporte en una orientacion espacial accesible y, de forma opcional, (b)
colocando aleatoriamente ligandos y, a su vez, otros grupos componentes de complejos que contienen restos de captura, en
una orientacion estructural (fisica) lineal o casi lineal, puede proporcionar superficies de unién con calidades mas deseables
para realizar ensayos, tales como ensayos de afinidad (por ejemplo, inmunoensayos o ensayos con acidos nucleicos), que
disefiar superficies de unién simplemente abarrotando la superficie de soporte aumentando la densidad de ligandos.

Los métodos convencionales para preparar superficies de unién normalmente pretenden maximizar la cantidad de ligando por
unidad de area de soporte sin tener en cuenta la accesibilidad y/u orientacion de los ligandos, lo cual da lugar con frecuencia a
una acumulacion de ligandos sobre el soporte. Maximizar los ligandos por unidad de area sobre una superficie de union puede
llevar a la degradacion del rendimiento de la superficie de union debido, al menos en parte, a efectos estéricos. La
degradacion del rendimiento también puede ser debida al desprendimiento del exceso de ligando de la superficie de union.

En este documento, acoplado con, o sus equivalentes gramaticales, significa una unién o interaccién covalente o no
covalente entre dos grupos. El término acoplado con no pretende connotar una orientacién o direccion del acoplamiento.

En este documento, el término “proteina de fusion” abarca proteinas recombinantes (tales como proteinas
quiméricas), proteinas hibridas y proteinas derivadas sintéticamente. Su uso es conocido en la materia.

Las superficies insaturadas o insaturadas y orientadas segun la invencion incluyen superficies de union que se construyen
acoplando una cantidad de ligando menor que la de saturacién sobre un soporte (por ejemplo, mediante anclaje directo al
soporte 0 mediante anclaje a un acoplador a soporte que esta anclado al soporte). Una superficie de unién que esta
“insaturada” respecto al ligando es una superficie de unidon que tiene una densidad de ligando por unidad de area
superficial de soporte por debajo de la maxima o una densidad de ligando por unidad de peso de soporte por debajo de la
maxima. En una realizaciéon especifica de la presente invencion, los ligandos de la superficie de unién insaturada estan
orientados en el espacio. En este documento, el término orientado en el espacio, o sus equivalentes gramaticales, se
refiere a grupos que estan dispersos por una distancia o area. En otras palabras, los grupos estan orientados o repartidos
sobre la superficie de soporte de forma que sustancialmente no esta en contacto con el vecino mas cercano.

Una densidad de ligando por unidad de area superficial de soporte “por debajo de la maxima” se refiere a una
superficie de unién que no esta saturada respecto al nimero de ligandos que pueden estar presentes sobre la
superficie de soporte. Por ejemplo, una superficie de soporte que esta saturada con ligandos tiene el maximo
porcentaje de ligando que puede colocarse sobre la superficie de soporte en unas condiciones determinadas,
representado por un 100% (por ejemplo, un complejo determinado ligando::acoplador a soporte, donde el acoplador a
soporte esta saturado con ligando y el complejo se dispone a la maxima densidad posible sobre un soporte en unas
condiciones que promueven el maximo anclaje del complejo ligando::acoplador a soporte al soporte).

Las superficies de unién insaturadas o insaturadas y orientadas pueden ser particularmente deseables para superficies de
unién que se emplean en inmunoensayos. La mayoria de inmunoensayos emplean una superficie de uniéon sobre un
soporte. En muchas de estas aplicaciones, el soporte es una microparticula o una placa de microtitulacion, donde el grupo
que capta el analito, por ejemplo, el antigeno, se afiade sobre otras moléculas para formar complejos que contienen el
resto de captura que se une al analito. Un ejemplo no limitante de esto es un inmunoensayo que tiene una inmunoglobulina
inmovilizada sobre una microparticula. La inmunoglobulina puede inmovilizarse directamente sobre el soporte, o la
inmunoglobulina puede acoplarse (por ejemplo, covalentemente) a otras moléculas que estan, a su vez, inmovilizadas
sobre el soporte. En este documento se describe la reparacién de una superficie de unién insaturada para ambas
situaciones. Se proporcionan ejemplos detallados para la situacion en la que la inmunoglobulina, o un fragmento de la
misma, no esta directamente anclada al soporte, sino que esta asociada con otros grupos que estan anclados al soporte.
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El término “acoplado” incluye (a) unidon covalente (por ejemplo, mediante uno o mas enlaces carbono-carbono,
enlaces carbono-nitrégeno, enlaces carbono-oxigeno, etc., tanto directa como indirectamente) y (b) union no
covalente (tanto indirecta como directamente).

Se pueden acoplar covalentemente entidades que se sabe que interaccionan especificamente entre ellas. Un
ejemplo no limitante de entidades que se sabe que interaccionan especificamente y que pueden acoplarse
covalentemente es un antigeno y su anticuerpo especifico, las cuales pueden hacerse anclar covalentemente
mediante, por ejemplo, reaccion de acoplamiento.

Se pueden acoplar covalentemente entidades que no interaccionan especificamente entre ellas. Un ejemplo no limitante
de entidades que no se sabe que interaccionen especificamente entre ellas y que pueden acoplarse covalentemente es
SAy BSA, las cuales pueden hacerse anclar covalentemente mediante, por ejemplo, reaccion de acoplamiento.

Ejemplos de union no covalente incluyen enlaces de afinidad, idnicos, van der Waals (por ejemplo, fuerzas dipolo/dipolo
o London), de hidrégeno (por ejemplo, entre estructuras dobles de polinucleétidos) e interacciones hidréfobas. Cuando
la asociacion es no covalente, la asociacion entre las entidades es preferiblemente especifica. Ejemplos no limitantes de
asociaciones no covalentes especificas incluyen la interaccion de unién entre biotina y una proteina de union a biotina
tal como avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina, o
mezclas de los mismos; la unién de un Fab biotinilado, una inmunoglobulina biotinilada o un fragmento de los mismos,
una molécula pequefia biotinilada (tal como, por ejemplo, una hormona o un ligando de un receptor), un polinucleétido
biotinilado, una macromolécula biotinilada (por ejemplo, una proteina o un polimero natural o sintético) a un proteina de
union a biotina tal como avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento de
neutravidina o mezclas de los mismos; la unién de un sustrato con su enzima; la unién de una glicoproteina con una
lectina especifica de la glicoproteina; la unién de un ligando con un receptor especifico del ligando; la unién de un
anticuerpo con un antigeno contra el cual se ha creado el anticuerpo; y formacién de estructuras dobles entre un
polinucleétido y un polinucleétido complementario o sustancialmente complementario, etc.

Se proporcionan ejemplos particulares de una microparticula que tiene una proteina biotinilada (complejo
ligando::acoplador a soporte) anclada a la microparticula, donde la proteina biotinilada esta recubierta de SA (unidad
de union a biotina) y luego la microparticula recubierta de SA-proteina biotinilada se recubre con una
inmunoglobulina biotinilada o un fragmento biotinilado de la misma (resto de captura biotinilado) el cual se usa para
captar un analito en un ensayo o para unirse a otra inmunoglobulina o fragmento de la misma que se utiliza para
captar un analito en un ensayo (por ejemplo, IgG de cabra x raton biotinilada se utiliza para captar un antigeno1 x
IgG de ratén, el cual se utiliza para captar antigeno1). La naturaleza insaturada de la proteina biotinilada sobre la
superficie de soporte se refleja en el recubrimiento con SA, el cual también esta insaturado debido a la naturaleza
insaturada de la biotina con la cual se asocia, lo cual conlleva la insaturacién de la inmunoglobulina biotinilada (o el
fragmento de inmunoglobulina biotinilada) que capta el analito, o la insaturacion de la inmunoglobulina biotinilada (o
fragmento de inmunoglobulina biotinilada) que capta la inmunoglobulina o fragmento adicionales que capta el analito.

En varias realizaciones de la presente invencion, el ligando puede tener enlace covalente con el acoplador a soporte
o enlace no covalente con el acoplador a soporte. En una realizaciéon especifica, el ligando tiene un enlace covalente
con el acoplador a soporte y el conector de ligando es al menos bivalente. En ofra realizacion especifica, el ligando
es biotina y tiene un enlace covalente con el acoplador a soporte y el conector de ligando es al menos un grupo
bivalente, tal como estreptavidina, avidina o neutravidina, o un fragmento de estreptavidina, un fragmento de avidina,
un fragmento de neutravidina o mezclas de los mismos. En realizaciones en las que el conector de ligando es al
menos bivalente, acoplar covalente el ligando al acoplador a soporte puede proporcionar una superficie de unién mas
estable, ya que se reduce o suprime el desprendimiento del exceso de ligando.

En otras realizaciones, acoplar covalentemente el ligando al acoplador a soporte es opcional. Por ejemplo, cuando el
ligando es un fragmento de anticuerpo con un unico sitio de unioén, el ligando no puede acoplarse no covalentemente
al acoplador a soporte.

Como consecuencia, la invencion incluye métodos y composiciones para proporcionar una cantidad insaturada de un
resto de captura para un inmunoensayo, donde el resto de captura esta insaturado debido a la unién a una superficie
de soporte insaturada. En varias realizaciones, el resto de captura puede utilizarse para captar otros restos de
captura. Por ejemplo, un soporte recubierto de biotina-BSA (complejo ligando::acoplador a soporte), recubierto de SA
(conector de ligando), que esta recubierto de una IgG de ratén x cabra biotinilada puede recubrirse ademas con, por
ejemplo, IgG x TSH, que puede entonces utilizarse para calcular analito TSH.

La densidad de los componentes sobre una superficie de soporte puede expresarse de diversas formas. Para
soportes en forma de particulas, tal como, por ejemplo, microparticulas, es conveniente analizar la densidad de un
componente de la superficie de unién en términos de unidad de peso de microparticula, por ejemplo, micromoles del
componente (por ejemplo, ligandos, tal como biotina; conectores de ligando, tal como SA; restos de captura, tal como
IgG biotinilada especifica del analito; etc.) por mg de microparticulas. Para soportes que no son particulas, tales
como, por ejemplo, placas de microtitulacion, es conveniente analizar la densidad del componente en términos de
area superficial del soporte, tales como, por ejemplo, micromoles de conector de ligando por metro cuadrado. La
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densidad del componente sobre una superficie de soporte puede expresarse para un ligando (por ejemplo, la biotina
de las microparticulas de biotina-BSA de los ejemplos, en términos de unién a biotina) o cualquier componente que
se afiade sobre la superficie de soporte (por ejemplo, en las microparticulas de biotina-BSA de los ejemplos, en
términos de SA unida a la microparticula, o inmunoglobulina biotinilada especifica del analito unida a SA).

Debido a la cantidad inferior a la de saturacion del ligando acoplado (directa o indirectamente mediante, por ejemplo,
una proteina) al soporte, las sucesivas capas de conectores de ligando estaran insaturadas, y la densidad de los
conectores de ligando encima de la capa de ligando anclado al soporte comprendera una densidad sucesivamente
mas pequefa (por ejemplo, micromoles sucesivamente mas pequefios por mg de microparticula o por metro
cuadrado). Por tanto, para el ejemplo de una microparticula biotinilada segun la invencion, la densidad de SA sobre
la superficie de soporte sera inferior a la densidad del acoplador a soporte BSA, la cual sera inferior a la densidad del
ligando biotina (estimado antes de la adicion de SA) sobre la superficie de soporte.

Como consecuencia, en varias realizaciones para un soporte en forma de particulas tal como una microparticula de
aproximadamente 1,0 micras de diametro, o para un soporte que no esta en forma de particulas (por ejemplo, una placa de
microtitulacién), donde el acoplador a soporte es significativamente mayor que el ligando (por ejemplo, una acoplador a
soporte de albumina tiene un P.M. de aproximadamente 66.000 Da, y un ligando biotina tiene un P.M. de aproximadamente
244 Da), la densidad del conector de ligando (por ejemplo SA) es de aproximadamente un 10% hasta aproximadamente un
90% inferior que la densidad del complejo ligando::acoplador a soporte (por ejemplo, biotina-BSA), en varias realizaciones
aproximadamente un 30% hasta aproximadamente un 70% inferior que la densidad del complejo ligando::acoplador a soporte,
y en varias realizaciones de aproximadamente un 40% hasta aproximadamente un 60% inferior que la densidad del complejo
ligando::acoplador a soporte. En una realizacion especifica, el conector a ligando consta de un grupo de unién a biotina, tal
como, por ejemplo, SA y el ligando consta de biotina acoplada con un acoplador a soporte, tal como, por ejemplo, BSA u
ovoalbumina o mezclas de los mismos, o un fragmento de BSA u ovoalbimina o mezclas de los mismos.

En varias realizaciones, un grupo de captura, anclado a un conector de ligando, en las que el conector a ligando esta a
su vez asociado con un ligando, también esta insaturado. La densidad del resto de captura sobre la microparticula o el
soporte que no esta en forma de particula en varias realizaciones es de aproximadamente un 10% a aproximadamente
un 90% inferior que la densidad del conector de ligando, en varias realizaciones de aproximadamente un 30% a
aproximadamente un 70% inferior que la densidad del conector de ligando, y en varias realizaciones de
aproximadamente un 40% a aproximadamente un 60% inferior que la densidad del conector de ligando.

Otra forma de expresar el nivel de saturacion es en comparacion con la cantidad maxima de ligando que puede
acoplarse al soporte. En varias realizaciones, una superficie de soporte que esta insaturada respecto al ligando
tendra menos del 100% de ligando acoplado. Por ejemplo, el porcentaje de ligando sobre la superficie de soporte
puede ser de aproximadamente un 10% hasta aproximadamente un 90% de la cantidad maxima de ligando que
puede colocarse sobre la superficie de soporte. O el porcentaje de ligando sobre la superficie de soporte puede ser
de aproximadamente un 20% hasta aproximadamente un 80% de la cantidad maxima de ligando que puede
colocarse sobre la superficie de soporte. O el porcentaje de ligando sobre la superficie de soporte puede ser de
aproximadamente un 30% hasta aproximadamente un 70% de la cantidad maxima de ligando que puede colocarse
sobre la superficie de soporte. El porcentaje 6ptimo de ligando sobre la superficie de soporte (siendo el maximo
ndimero de ligandos el 100%) es el porcentaje (o intervalo de porcentaje) de ligando que proporciona la mejor
relacion sefial-ruido, la menor disociacion de ligando de la superficie de unién, la mayor estabilidad (a la temperatura
o temperaturas relevantes para la aplicacion) y una varianza relativamente baja en los estudios de validacion en
comparacion con superficies de unidon convencionales (por ejemplo, inferior a un 10%, mas preferiblemente un 5% o
inferior). Como se explica en otra parte de la presente aplicacion, el acoplador a soporte es adicional. Por ejemplo, el
ligado puede ser biotina, o un derivado de la misma, que esta acoplada a la superficie de soporte en fase solida.

Debido a la cantidad inferior a la de saturacion del ligando que esta acoplado (directa o indirectamente mediante, por
ejemplo, una proteina) al soporte, las sucesivas capas de conectores de ligando y restos de captura estaran insaturadas, y
la densidad de las sucesivas capas de conector de ligando y resto de captura encima de la capa de ligando acoplado al
soporte constara de densidades sucesivamente mas pequefias (por ejemplo, micromoles sucesivamente mas pequefios
por mg de microparticula o por metro cuadrado). Por tanto, para el ejemplo de una microparticula biotinilada segun la
invencion, la densidad de la IgG biotinilada (resto de captura biotinilado) sobre la superficie de soporte sera inferior que la
densidad de SA (grupo de unidn a biotina), la densidad de SA sobre la superficie de soporte sera inferior que la densidad
del acoplador a soporte BSA (biotina-BSA), la cual sera inferior que la densidad de la biotina (biotina-BSA; densidad de
biotina estimada antes de la adicién de SA) sobre la superficie de soporte.

En una realizacion especifica, la superficie contiene biotina (biotina-BSA) a una densidad de aproximadamente 1 x 10°
a aproximadamente 5 x 10" micromoles de biotina por mg de microparticulas, o alternativamente a una densidad de
aproximadamente 1,6 x 10* a aproximadamente 4,9 x 10™ micromoles de biotina por mg de microparticulas. En otras
realizaciones, la superficie contiene BSA (biotina-BSA) a una densidad de aproximadamente 1,6 x 10* a
aproximadamente 4,9 x 10" micromoles de BSA por mg de microparticulas, contiene SA a una densidad de
aproximadamente 1,0 x 10* a aproximadamente 1,4 x 10™* micromoles de SA por mg de microparticulas, o contiene IgG
biotinilada a una densidad de aproximadamente 2,1 x 10°a aproximadamente 4,1 x 10 micromoles de IgG biotinilada por
mg de microparticulas. En una realizacion especifica, una superficie de soporte rugosa contiene biotina (biotina-BSA) a
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una densidad de aproximadamente 1,9 x 102 a aproximadamente 6,6 X 1072 mlcromoles de biotina por metro
cuadrado contiene BSA (biotina-BSA) a una densidad de aproximadamente 1,6 x 10 a aproximadamente 2,9 x 10
2 micromoles de BSA por metro cuadrado, contiene SA a una densidad de aproximadamente 1,2 x 1072
aproximadamente 1,9 x 10 micromoles de SA por metro cuadrado, y contiene IgG biotinilada a una densidad de
aproximadamente 2,5 x 10° a aproximadamente 5,5 x 10" micromoles de IgG biotinilada por metro cuadrado.
Un soporte que consta de una superficie de unién insaturada o insaturada y orientada que emplea cualquier ligando puede
prepararse segun los métodos y las composiciones de este documento. Por ejemplo, una superficie de unién a
oligonucledtidos o polinucledtidos puede estar insaturada mediante union (directa o a través de un acoplador a superficie)
de un oligonucledtido o polinucleétido a una superficie a dos o tres o cuatro o mas proporciones de carga seleccionadas de
oligonucledtido o polinucleétido respecto al soporte o acoplador a soporte. Una proporciéon de carga conveniente con la que
empezar es una proporcion de carga conocida en la materia y luego disminuir la proporcion de carga en pasos (por
efemplo, a la mitad, a un octavo, a un dieciseisavo, etc.), puesto que las proporciones de carga en la materia se
seleccionan generalmente para maximizar la cantidad de ligando sobre la superficie de soporte. Cuando el oligonucleétido
o polinucledtido esta anclado a la superficie de soporte, se puede medir la eficiencia de la unién utilizando cualquier método
adecuado conocido en la materia (por ejemplo, cuantificacion de fluorescencia unida para un oligonucledtido o
polinucledtido fluorescente complementario al oligonucledétido o polinucleétido ligando). Una proporcién de carga adecuada
de oligonucledtido o polinucleétido ligando respecto a acoplador a soporte o soporte se determina midiendo la cantidad de
sefial generada por la superficie (por gjemplo, por fluorescencia unida a oligonucledtido o polinucleétido complementario)
para una cantidad fija de superficie de unién (por ejemplo, gramos de microparticulas de 1 micra recubiertas con el ligando
oligonucleotido o polinucleotido). Se obtiene un nivel deseable de saturaciéon cuando la proporcion de la cantidad de sefial
respecto al peso de microparticulas (siendo todas las demas variables aproximadamente constantes) es la maxima. Este
procedimiento general puede utilizarse para evaluar el nivel deseado de saturacion sobre cualquier superficie de unién
deseada. En este documento, un oligonucledtido es un acido nucleico de aproximadamente 30 bases de longitud o menos
y un polinucledtido es un acido nucleico de aproximadamente 30 bases de longitud o mas.

El porcentaje 6ptimo de ligando sobre la superficie de union para una aplicaciéon dada puede determinarlo cualquier experto en
la materia utilizando el mismo tipo de métodos descritos en este documento para las aplicaciones basadas en biotina. Por
ejemplo, si se emplea un oligonucleétido o polinucleétido como ligando en lugar de biotina, el oligonucledtido o polinuclestido
puede acoplarse con un acoplador a superficie (por ejemplo, una proteina o nucleoproteina), y una fase sélida adecuada
puede recubrirse con el oligonucledtido o polinucledtido y su acoplador a soporte. Pueden realizarse estudios de estabilidad,
desprendimiento o disociacion, sefial-ruido y de validacion de forma analoga a los descritos en este documento para obtener
la cantidad optima de ligandos por unidad de area superficial de la superficie de unién (por ejemplo, 10% hasta 90% del
maximo, 20% hasta 80% del maximo, 30% hasta 70% del maximo, etc.). Un método conveniente seria maximizar primero la
cantidad de oligonucledtido o polinucledtido por unidad de area superficial y luego emplear los métodos descritos en este
documento (por ejemplo, a varias proporciones de carga molar baja de oligonucledtidos o polinucledtidos respecto al
acoplador a soporte en la preparacion de complejos ligando::acoplador a soporte) para preparar una superficie insaturada y
orientada, y comparar los resultados de estabilidad, disociacion, sefial-ruido y de validacién de las distintas preparaciones.

Orientar un ligando sobre una superficie incluye orientar fisicamente el ligando, es decir, ajustar la colocacion del ligando
respecto a su entorno. Una superficie de uniéon que contiene una cantidad maxima de ligandos por acoplador a soporte
normalmente da lugar a que muchos ligandos no sean estéricamente accesibles y a la competencia entre ligandos adyacentes
poco distanciados para obtener moléculas de interés para unirse a los ligandos del complejo. En este documento, orientacion
fisica (estructural), o sus equivalentes gramaticales, significa que un grupo se manipula de forma que la mayoria de grupos
estén orientados de cara a una direccién en particular. En una realizacion de la presente invencion, el grupo esta orientado de
modo que el sitio de reconocimiento o el sitio de unién esta sustancialmente orientado hacia fuera de la superficie de soporte.
En otra realizacion de la invencion, los grupos orientados fisicamente estan asociados de dos en dos.

La orientacion puede conseguirse mediante los métodos de este documento para cualquier par ligando::acoplador a
soporte. Un método para orientar un ligando sobre una superficie de unién es preparar complejos ligando::acoplador a
superficie (se proporcionan en este documento ejemplos de complejos de biotina-BSA) a proporciones de carga molar
bajas de ligando respecto a acoplador a soporte. Como se describe en otra parte de este documento, el objetivo de
utilizar proporciones de carga molar bajas de ligando respecto a acopladores a soporte es preparar complejos con un
numero controlado de ligandos acoplados por acoplador a soporte. Conseguir un numero controlado de ligandos (es
decir, por debajo del maximo) por acoplador a soporte puede conllevar una mejor accesibilidad estérica de los ligandos
sobre la superficie, menos interaccion entre ligandos adyacentes, una distancia mas uniforme (de media) entre los
ligandos sobre la superficie de unidon y una estabilidad mejorada proporcionando una superficie que esta
sustancialmente libre de ligandos libres (por ejemplo, evitar o atenuar desprendimiento de ligando).

Las composiciones y métodos de la invencion incluyen mejoras para estudiar parametros de rendimiento que incluyen
sensibilidad (relacion sefal-ruido), exactitud, precision de ensayo (ensayos cuantitativos), reproducibilidad de ensayo
(ensayos cualitativos) y estabilidad, y para estudiar parametros de produccion tales como la reproducibilidad del proceso
de produccion de microparticulas paramagnéticas (factibilidad de produccion de PMP) o combinaciones de los mismos.
Se incluyen en la invencion composiciones y métodos para: moléculas conjugadas de biotina insaturadas o insaturadas
y orientadas utilizadas en ensayos de afinidad (por ejemplo, anticuerpo biotinilado insaturado o insaturado y orientado
utilizado como anticuerpo de captura en fase soélida en ensayos tipos sandwich y competitivos); reduccion del ruido o
fondo de ensayo asociado con una unién no especifica o interferencia heterdfila; sefial de ensayo aumentada debido a
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dispersion de microparticula mejorada (area superficial disponible y tasa de colision aumentadas; distancia de difusion
de ensayo reducida); sefial de ensayo aumentada debido a insaturacion o insaturacion y orientacion de SA (libertad
estérica para unir moléculas conjugadas a biotina pequefas y grandes, mejorando asi la eficiencia de union); sefial de
ensayo aumentada debido a la insaturaciéon o insaturacion y orientacion de moléculas conjugadas a biotina (libertad
estérica para captar o unir conectores de analito grandes o pequefios (restos de captura biotinilados) y/o analitos),
conector de analito mejorado (resto de captura biotinilado) y/o actividad especifica de reconocimiento de analito y
conector de analito (resto de captura de analito); estabilidad de producto mejorada (eficiencia de bloqueo mejorada y
desprendimiento de SA de la superficie reducida); y/o robustez de inmunoensayo y reproducibilidad de proceso
aumentadas debido a la optimizacién del proceso utilizado para preparar SA insaturada o insaturada y orientada sobre
una superficie de microparticula. En varias realizaciones, la relacion sefial-ruido de una superficie de soporte insaturada
o insaturada y orientada puede mejorarse titulando diferentes niveles de conector de ligando (por ejemplo, SA) respecto
a ligando (por ejemplo, biotina), y/o titulando diferentes niveles de resto de captura (por ejemplo, anticuerpo biotinilado)
respecto a conector de ligando (por ejemplo, SA), para conseguir una relacion sefal-ruido éptima.

En una realizacion basada en una microparticula recubierta con BSA biotinilada de baja proporcion de carga bloqueada
con el copolimero en bloque Pluronic® F108 (comercializado por BASF), dispersada con Pluronic® F108 y recubierta
con SA, la relacion sefal-ruido 6ptima y la capacidad de enlace de IgG en inmunoensayos se obtienen utilizando cargas
de anticuerpo biotinilado desde 3 hasta 6 microgramos de IgG biotinilada por mg de microparticulas. No existe un
cambio significativo en la relacion sefial-ruido de la capacidad de unidon de IgG con cargas de IgG por encima de
10 microgramos de IgG biotinilada por mg de microparticulas. Cargas de IgG inferiores a 3 microgramos de IgG
biotinilada por mg de microparticulas dan lugar a una disminucion significativa de la relacién sefal-ruido y la capacidad
de union de IgG y se acerca a cero a medida que la carga de anticuerpo se aproxima a cero.

Aunque la discusion y los ejemplos de este documento, y las figuras asociadas, presentan realizaciones de la
invencion que emplean biotina como ligando, la invenciéon no esta limitada a superficies de unién que tienen biotina.
Lo que se describe en este documento puede generalizarse a cualquier superficie de union cuyos ligandos puedan
estar insaturados o insaturados y orientados utilizando los métodos y las composiciones descritas. La descripcion
que sigue de superficies de unidon que tienen biotina como ligando se utiliza para ilustrar determinadas
composiciones y métodos para preparar superficies de unién insaturadas o insaturadas y orientadas.

Asimismo, como se describe en otra parte de esta especificacion, el acoplador a soporte es opcional. Por tanto, el
acoplador a soporte es so6lo una realizacidon de la invencion y la descripcion del acoplador a soporte no debe
interpretarse como limitante de la presente invencion.

Se proporcionan superficies de uniéon que contienen ligandos insaturados y orientados. Las superficies de union
pueden utilizarse para crear una superficie de restos de captura adecuados para captar cualquier molécula de
interés. La naturaleza insaturada y la orientacion de los ligandos sobre la superficie permite la colocacion de otros
componentes, tales como restos de captura, cuya disposicion sobre la superficie de union refleja la naturaleza
insaturada y la orientacion de los ligandos subyacentes.

Se proporcionan complejos ligando::acoplador a soporte que, en varias realizaciones, se preparan empleando una
proporcién de carga molar baja de ligando respecto a acoplador a soporte de forma que hay un niumero por debajo
del maximo de ligandos dispuestos sobre el acoplador a soporte segun los métodos descritos en este documento, y
de forma que se reduce el desprendimiento. Estos complejos se utilizan para crear una superficie de unién insaturada
y orientada de la invencion. Las realizaciones que utilizan una proporciéon de carga baja de ligando respecto a
acoplador a soporte a la hora de preparar los complejos ligando::acoplador a soporte pueden ser particularmente
utiles cuando se utilizan conectores de ligando bivalentes o multivalentes (tal como, por ejemplo, cuando el ligando
es biotina y una proteina de unién a biotina bivalente o multivalente tal como SA es el conector de ligando).

Se proporcionan agentes de dispersion y métodos para preparar microparticulas que constan de superficies de union, asi
como métodos para preparar microparticulas con superficies de unién, por ejemplo, empleando copolimeros en blogue tales
como los copolimeros en blogue Pluronic® en la dispersion de microparticulas recubiertas de biotina (ligando) antes de afadir
los grupos de unién a biotina tales como SA (conector de ligando). Los copolimeros en bloque Pluronic® especificos que
pueden utilizarse aqui, y sus pesos moleculares medios, incluyen F108 (aproximadamente 12.700-17.400 Da, media de
aproximadamente 14.600 Da) y F127 (aproximadamente 9.840-14.600 Da, media de aproximadamente 12.600 Da). La
longitud del bloque de cada Pluronic© descrito en este documento es, segun el fabricante, aproximada, puesto que la longitud
del bloque exacta variara con los lotes. A menos que se especifique lo contrario o resulte evidente a partir de contexto, los
pesos moleculares de los copolimeros en bloque se expresan en forma de pesos moleculares medios.

Se presentan meétodos para preparar moléculas biotiniladas estables (por ejemplo, biotina BSA y biotina-
ovoalbumina) para su uso en el recubrimiento de superficies utilizadas para captar moléculas que tienen dos o mas
dominios de unién a biotina (por ejemplo, avidina, SA y neutravidina). Estas son, a su vez, Utiles para unir restos de
captura biotinilados que pueden captar otras moléculas de interés en ensayos de union (por ejemplo, para
anticuerpos biotinilados, las moléculas de interés son antigenos; para moléculas pequefias biotiniladas, las moléculas
de interés pueden ser enzimas, anticuerpos o proteinas de unién que se unen a las moléculas pequefias; etc.). Se
proporcionan ejemplos particulares para emplear BSA biotinilada de baja proporciéon de carga mediante el uso de una
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proporcion de carga molar baja de biotina al biotinilar BSA, para su uso en el recubrimiento de un soporte para
capturar SA. Entonces, la SA puede formar un complejo con un resto de captura biotinilado adecuado.

Se presentan métodos para recubrir moléculas biotiniladas sobre un soporte para captar, orientar y asociar una cantidad
inferior a la de saturacion de una molécula que tiene dos o mas dominios de unién a biotina (por ejemplo, avidina, SA o
neutravidina). Se proporcionan ejemplos particulares que ilustran una deposicion de biotina-BSA de baja proporcién de carga
molar sobre una superficie de PMP utilizada para captar, orientar y asociar una cantidad inferior a la de saturacion de SA.

Se presentan métodos que utilizan copolimeros como agentes de bloqueo para soportes recubiertos con moléculas
biotiniladas y/o no biotiniladas. Se proporcionan ejemplos particulares que ilustran el uso del copolimero tribloque
Pluronic® F108 como agente de bloqueo para PMP con biotina-BSA de baja proporcién de carga.

Se presentan métodos para utilizar copolimeros en bloque como agentes de dispersion para microparticulas
recubiertas con moléculas biotiniladas y/o no biotiniladas. Se proporcionan ejemplos particulares que ilustran el uso
de Pluronic® F108 como agente de dispersion para PMP recubiertas con biotina-BSA de baja proporcion de carga.

Se presentan métodos para utilizar copolimeros en bloque como agentes de dispersion para microparticulas
recubiertas con moléculas biotiniladas, durante la deposicion de moléculas que contienen dos o mas dominios de
union a biotina (por ejemplo, avidina, SA y neutravidina). Se proporcionan ejemplos particulares que ilustran el uso de
Pluronic® F108 como agente de dispersion durante la deposicion de SA sobre una superficie de PMP recubierta con
biotina-BSA de baja proporcion de carga (por ejemplo, afiadiendo Pluronic® F108 para preparar una monodispersion
de microparticulas de biotina-BSA de baja proporcion de carga antes de afiadir SA).

Se presentan métodos para depositar, orientar y asociar una cantidad inferior a la de saturacion de una molécula que
consta de dos o mas sitios de union a biotina (por ejemplo, avidina, SA o neutravidina) a una superficie biotinilada. Se
proporcionan ejemplos particulares que ilustran la deposicion, la orientacion y la asociacion de una cantidad inferior a
la de saturacion de SA sobre la superficie de PMP recubierta con biotina-BSA de baja proporcion de carga.

Se presentan métodos para asociar una cantidad inferior a la de saturacién de, y opcionalmente para orientar,
moléculas conjugadas con biotina sobre una superficie. Se proporcionan ejemplos particulares que ilustran la
deposicion, la orientacion y la asociacion de una cantidad inferior a la de saturacion de conjugados que contienen
biotina (por ejemplo, anticuerpos biotinilados, fragmentos Fab, moléculas pequefias, moléculas grandes, moléculas
portadoras, etc.) sobre la superficie de PMP especificamente recubierta con SA (es decir, insaturada y orientada)
para su uso en ensayos de afinidad tales como, por ejemplo, inmunoensayos.

Los ensayos de afinidad incluyen ensayos que determinan la presencia o la ausencia de un analito en una muestra, y/o
cuantifican la cantidad de analito en una muestra, directa o indirectamente, en base a una interacciéon especifica o
relativamente especifica entre el analito y una molécula que se une preferentemente al analito. Los ensayos de afinidad
incluyen ensayos que dependen, al menos en algun aspecto, de una afinidad de unién especifica o relativamente
especifica de una entidad por otra. Los ensayos de afinidad incluyen, pero de forma no excluyente, ensayos que dependen
de una interaccion de union entre un receptor y un ligando, una enzima y su sustrato, un polinucleétido y su complemento o
complemento sustancial, una molécula pequefia y una proteina de uniéon que se une a la molécula pequefia con
especificidad, etc. Los inmunoensayos incluyen ensayos que dependen de la interaccion entre, por ejemplo, un antigeno y
un anticuerpo que reconoce €l antigeno. Los inmunoensayos también incluyen, por ejemplo, ensayos que emplean un
anticuerpo o fragmento del mismo para unir un antigeno de interés de la muestra. Los ensayos de afinidad también
incluyen, por ejemplo, ensayos competitivos y ensayos de tipo sandwich. Estos ensayos incluyen aquellos que dependen
de una interaccion de un antigeno unido a una superficie para detectar un anticuerpo de interés de una muestra, y aquellos
que dependen de una interaccion de un anticuerpo unido a una superficie o fragmento del mismo para detectar un antigeno
de interés de una muestra. En este documento, los antigenos no estan limitados a polipéptidos o proteinas, sino que
también pueden incluir moléculas pequefias (tales como, por ejemplo, haptenos) y anticuerpos (por ejemplo, pueden
utilizarse anticuerpos como antigenos para generar otros anticuerpos que los reconozcan). En general, en este documento
antigeno incluye cualquier analito de interés de una muestra que se somete a un inmunoensayo con un anticuerpo o
fragmento del mismo utilizando las composiciones o los métodos de la invencion.

Una aplicacion de determinadas realizaciones de las composiciones y métodos descritos en este documento se
presentan en las Figs. 1A'y 1B para el caso particular de orientar y asociar una cantidad inferior a la de saturacion de
SA sobre una superficie de PMP. Se proporciona una explicacion mas detallada de las distintas etapas de este
proceso en otra parte de este documento.

Se proporciona una descripcion general de un proceso para preparar una superficie insaturada y orientada para el caso de
una superficie que consta de BSA biotinilada capaz de unir SA, la cual, a su vez, es capaz de unir un resto de captura
biotinilado tal como, por ejemplo, una inmunoglobulina o un fragmento de la misma. La mayor parte de la discusion y los
ejemplos proporcionados analizan un sistema biotina/SA, aunque la invencién no esta limitada a superficies biotiniladas.

Deberia tenerse en cuenta que puesto que la discusion y los ejemplos emplean biotina, y la biotina se emplea normalmente
para unir un grupo de unioén a biotina bivalente o multivalente (tal como, por ejemplo SA), el hecho de emplear un grupo de
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unién a biotina multivalente presenta determinados problemas que posiblemente no se den con muchas superficies de
unién que no emplean un conector de ligando multivalente. Uno de estos problemas es que cuando se utiliza una
microparticula biotinilada recubierta con SA, el desprendimiento de biotina con enlace no covalente puede interferir con el
rendimiento de la superficie de unién (por ejemplo, la biotina libre puede disociarse y formar un complejo con la SA). En tal
caso, este fendbmeno puede reducirse realizando una biotinilacién de baja proporcién de carga de la BSA, en lugar de
biotinilar la BSA con un gran exceso arbitrario de biotina, porque la biotinilacién de baja proporcion de carga puede reducir
la cantidad de biotina con enlace no covalente que se asocia con la BSA.

Ademas, cuando se recubre un soporte con un grupo multivalente, como por ejemplo SA sobre una microparticula,
puede producirse agregacion durante el recubrimiento con SA. Esto es debido a que cada molécula de SA se une a
mas de una molécula de biotina. SA es una proteina tetramérica con un peso molecular de aproximadamente
56.000 Da y es un ejemplo especifico de una molécula bioldgica que tiene dos o mas dominios de unién a biotina. La
interaccion avidina-biotina es la interaccion no covalente mas fuerte conocida entre proteina y ligando, y cada una de
las cuatro subunidades de SA puede unirse a biotina con una constante de unién K, = 10" M. La estructura terciaria
de SA da lugar a que sus cuatro dominios de unién a biotina estén localizados en caras opuestas de la molécula. Si
uno de los dominios de unioén a biotina de SA se une a una superficie biotinilada, al menos dos de los tres dominios
de unién a biotina desocupados todavia estaran estéricamente disponibles para unirse a restos de captura
biotinilados. Avidina y neutravidina son otros ejemplos de proteinas tetraméricas que tienen cuatro dominios de union
a biotina; se distinguen de SA en su pl, solubilidad y propiedades de unién no especificas.

Cuando la superficie biotinilada se expone a SA, la SA libre se unira con la biotina de la superficie, pero la SA unida con la
superficie puede luego unirse a la biotina unida con otra microparticula. De esta forma, se pueden forman agregados grandes
de microparticulas. Esto puede tratarse creando una monodispersion de microparticulas en la etapa de adicion de SA.

En pocas palabras, el proceso de preparacién de una superficie de biotina-BSA sobre una particula empieza con una
biotinilaciéon de baja proporciéon de carga de BSA. Entonces, la BSA biotinilada de baja proporciéon de carga se acopla
con las PMP mediante anclaje covalente de las aminas primaras de la BSA de la biotina-BSA a los grupos funcionales
de la superficie de las PMP. Las PMP biotiniladas resultantes se suspenden en un Pluronic® adecuado durante un
tiempo (etapa de bloqueo), se lavan y entonces se aislan. A continuacion, las PMP biotiniladas se suspenden en un
Pluronic® adecuado (una etapa de dispersion mejorada) y se afiade SA. Las microparticulas se incuban a temperatura
ambiente durante un tiempo, se lavan y entonces se aislan. Una vez aisladas, se pueden afiadir moléculas biotiniladas
adecuadas (tales como restos de captura biotinilados) para cualquier aplicacion de ensayo.

La etapa de bloqueo arriba mencionada utilizando un Pluronic® adecuado minimiza uniones artefactuales no especificos que
implican los sitios de unién de la superficie de unién insaturada de la invencion que, de no ser asi, estan desocupados (Figs. 5
y 7) y a la vez permiten las asociaciones especificas necesarias para generar los complejos basados en ligandos de la
invencion. Este tipo de bloqueo fomenta la accesibilidad espacial (estérica) de los complejos basados en ligando de la
invencion, ya que sus grupos se asocian y facilitan una orientacion estructural lineal de cada complejo basado en ligando de la
invenciéon cuando se forma, aumentando asi la probabilidad de que cada complejo resultante que contiene una unidad de
captura de la invencion sirva para optimizar los parametros de rendimiento del ensayo, los cuales incluyen, a modo de ejemplo
que no debe interpretarse como excluyente, la relacion sefial-ruido. Asimismo, e igual que es valido para los inmunoensayos
en general, una etapa de bloqueo también minimiza la unién no especifica que puede describirse como acontecimientos de
union artefactual en un inmunoensayo que implica sus componentes y/o superficies de soporte que da lugar a subproductos
no deseables que pueden afectar de forma adversa los parametros de rendimiento de ensayo, los cuales incluyen, a modo de
ejemplo que no debe interpretarse como excluyente, la relacion sefial-ruido. Los efectos adversos de estos acontecimientos
de unién manufacturaciéon sobre la relacién sefial-ruido pueden manifestarse en una sefal reducida, un ruido aumentado o
ambos. Por ultimo, puesto que las asociaciones especificas tanto con la superficie de soporte como con la superficie de unién
estan optimizadas, al minimizarse las asociaciones no especificas con estas superficies, se minimiza al mismo tiempo el
desprendimiento de los componentes basados en ligandos de la invencion de las superficies de soporte y de union de
microparticulas o microplacas. Por estas razones, la etapa de bloqueo con un Pluronic® adecuado da lugar a mejoras de
rendimiento y produccion que afectan favorablemente la sensibilidad del ensayo (relacién sefial-ruido), la exactitud del ensayo,
la precision del ensayo (ensayos cuantitativos), la reproducibilidad del ensayo (ensayos cualitativos), la estabilidad del ensayo,
o la reproducibilidad del proceso de fabricacion de PMP (factibilidad de produccion de PMP) o combinaciones de los mismos.

El paso de dispersion arriba mencionado utilizando un Pluronic® adecuado antes de la adicién de SA, durante el proceso
de preparacion de una superficie de biotina-BSA sobre una microparticula, atenda la agregacion de microparticulas y
simultdaneamente aumenta el area superficial que esta expuesta sobre la microparticula (Figs. 6 y 10), dejando asi el
minimo ndmero de complejos basados en ligandos sobre una superficie de microparticula no disponible para la union. Esta
inhibicion de la agregacion mediada por Pluronic® es Util para aplicaciones que incluyen, pero que no pretenden estar
limitadas a las mismas, mejorar la factibilidad de produccién de PMP (reproducibilidad de proceso de PMP) y mejorar el
rendimiento de ensayos y kits en los que se utilizan PMP. La factibilidad de produccién de PMP se mejora cuando el nivel
de agregacion de microparticulas de un lote a otro de PMP se puede controlar antes, durante y tras un proceso de
fabricacion de PMP. Tras el proceso de fabricacion de PMP, el rendimiento de los ensayos que utilizan este tipo de PMP
puede optimizarse por medios que incluyen, pero de forma no excluyente, exponer las microparticulas a una solucioén que
contiene Pluronic® antes de la adicion de la muestra durante un inmunoensayo y/o exponer las microparticulas a una
solucién que contiene Pluronic® antes de la adicion del sustrato durante un inmunoensayo. Por estas razones, el paso de
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dispersion mejorado con un Pluronic® adecuado da lugar a mejoras de rendimiento y produccion que afectan
favorablemente la sensibilidad del ensayo (relacion sefial-ruido), la exactitud del ensayo, la precision del ensayo (ensayos
cuantitativos), la reproducibilidad del ensayo (ensayos cualitativos), la estabilidad del ensayo, o la reproducibilidad del
proceso de fabricacion de PMP (factibilidad de produccion de PMP) o combinaciones de los mismos.

El proceso se ilustra en las Figs. 1A y 1B para determinadas realizaciones que emplean PMP tosilactivadas Dynal®
MyOne™ de 1,0 yum de tamafio uniforme (< 5% de CV) (no se requiere activacion superficial adicional) (Invitrogen
Corporation), BSA biotinilada de baja proporcion de carga (4 reactivo de biotina:1 BSA), copolimero tribloque Pluronic®
F108 (sintético, no bioldgico; BASF), SA21 SA-PLUS™ (congelado, nunca liofilizado; ProZyme®), imanes para separar y
lavar las microparticulas (intercambio de tampdn). Un proceso con microparticula implica concentracion de 25 mg PMP/ml,
agitacion mecanica y sonicacion para resuspender y dispersar las microparticulas para resuspensiones de proceso,
agitacion mecanica para incubaciones de proceso, incubaciones a temperatura elevada (38-42 °C) y temperatura
ambiente, reacciones con tosilo para acoplar covalentemente la BSA biotinilada con los grupos tosilo de la superficie de la
microparticula mediante los grupos amino primarios de la BSA, copolimero tribloque Pluronic® F108 para bloqueo de la
superficie de la microparticula (eliminar proteina absorbida pasivamente, minimizar la unién no especifica de proteinas a la
superficie de la microparticula), copolimero tribloque Pluronic® F108 para monodispersion de PMP y acoplamiento
secundario (afinidad) de la SA con el intermedio de PMP de biotina-BSA en presencia del copolimero tribloque Pluronic®
F108 (atenua la agregacion de microparticulas durante el proceso de acoplamiento de SA).

Una forma conveniente de considerar el principio que esta detras de la biotinilacion de baja proporcion de carga en la
preparacion de superficies insaturadas o insaturadas y orientadas es considerar el proceso de biotinilacion a través de la
lente de una distribucion de Poisson. Los principios subyacentes a la ilustracion que sigue se pueden aplicar a todos los
pares de ligando y acoplador a soporte (no unicamente biotina y BSA). Se cree que el complejo ligando::acoplador a
soporte preparado utilizando una baja proporcién de carga de ligando respecto a acoplador a soporte da lugar a una
orientacion mas favorable de la molécula de ligando cuando el acoplador a soporte de ligando esta depositado sobre un
soporte. Esta orientacion mas favorable de las moléculas de ligando contribuye a la accesibilidad estérica del
recubrimiento en el soporte. Unicamente para ilustrar el principio, y no a modo de limitacién alguna a un acoplador a
soporte o ligando particulares, en este documento el fendomeno se ilustra utilizando BSA biotinilada. La ilustracion que
sigue sirve para cualquier ligando y acoplador a soporte donde el acoplador a soporte sea capaz de asociarse con mas
de un ligando. Para ligandos y acopladores a soporte distintos de biotina y BSA, se puede determinar una proporcién de
carga de ligando respecto a acoplador a soporte como se ha hecho para BSA y biotina en el Ejemplo 1 (ver Tabla 1)
seleccionando una proporcion de carga que proporcione una estabilidad deseable, determinando una sustitucion media
(X) y considerando el efecto de la orientacion en una distribucion adecuada, por ejemplo, una distribucion de Poisson.

En el caso de la biotinilacion de BSA, existen un gran numero de sitios posibles en la secuencia de aminoacidos de
BSA que pueden biotinilarse utilizando el reactivo de biotinilacién reactivo con aminas primarias sulfo-NHS-LC-
biotina. La lisina, un aminoacido que contiene una amina primaria libre, se encuentra 59 veces en la secuencia de
aminoacidos de BSA. Sin embargo, solo aproximadamente de 30 a 35 aminas primarias de lisina de la BSA estan
disponibles para reaccionar con reactivos de biotinilacion reactivos con aminas. Por ejemplo, las aminas N-terminales
puede que estén enterradas, o bloqueadas, dentro de la estructura terciaria de la BSA. Solo las aminas primarias que
se encuentran en la superficie de la molécula (por ejemplo, parte superior, parte inferior, lados, surcos, receptaculos,
etc.) estan disponibles para la biotinilacion. Se ha determinado empiricamente (ver Ejemplo 1) que biotinilar BSA a
una proporcién de carga molar de 4 moles de sulfo-NHS-LC-biotina por mol de BSA da lugar a una media de
aproximadamente 1,63 moléculas de biotina por molécula de BSA (ver Tabla 1).

Para la biotinilacion de BSA, suponiendo una reaccion aleatoria de sulfo-NHS-LC-biotina con las moléculas de BSA (4 moles
de sulfo-NHS-LC-biotina por 1 mol de BSA) y una sustitucion media (A) de 1,63 biotinas por molécula de BSA, la distribucion
de moléculas de BSA biotiniladas puede aproximarse utilizando una distribucién de Poisson (ver Fig. 3: un 20% de BSA tiene
0 biotinas; un 32% de BSA tiene 1 biotina; un 26% de BSA tiene 2 biotinas; un 14% de BSA tiene 3 biotinas; un 6% de BSA
tiene 4 biotinas; un 2% de BSA tiene 5 biotinas; y < 1% de BSA tiene 6 biotinas. Como se ilustra en la Fig. 3, la distribucion de
Poisson revela que al menos un 50% de los complejos biotina-BSA tienen un numero inferior o igual a tres biotinas por
acoplador a soporte (es decir, BSA) en la proporcion de carga molar seleccionada de biotina:BSA. La distribucion también
revela que en la proporcion de carga molar seleccionada, de 0 a seis biotinas estan conjugadas por molécula de BSA.

La BSA biotinilada de baja proporcion de carga puede acoplarse covalentemente con un soporte porque la BSA tiene
aproximadamente de 30 a 35 aminas primarias disponibles para reaccién con aminas primarias y una distribucion de
Poisson predice que de 0 a seis aminas primarias de BSA estan conjugadas con biotina siguiendo la biotinilacion de
baja proporcidon de carga. Por tanto, aproximadamente de 24 a 35 aminas primarias todavia estan disponibles para
acoplarse covalentemente con cada molécula de BSA a un soporte mediante reacciones con aminas primarias (por
ejemplo, tosilo, epoxi, carbodiimida, etc.). Las multiples aminas primarias disponibles pueden mejorar la eficiencia de
acoplamiento de BSA a un grupo funcional del soporte, y puede mejorar la estabilidad mediante puntos de anclaje
multiples (es decir, mas de un enlace covalente soporte-BSA por molécula de BSA).

Segun las instrucciones del fabricante del reactivo de biotinilacion (Pierce Chemical Co., Avidin-Biotin Chemistry: A
Handbook, M. Savage y col., 22 Ed., 1992, pagina 34), una proteina biotinilada con 2,5 moles de biotina por mol de
proteina también puede dar lugar a una distribucion de Gauss (en forma de campana) entre el conjunto de proteinas.
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A pesar de que algunas proteinas del conjunto pueden no tener biotina incorporada, la mayoria tendrian 2-3 moles de
biotina incorporada, y una fraccion muy pequefia del conjunto puede que tenga 5 moles de biotina incorporada.
Puesto que la biotina puede conjugarse con cualquier amina primaria disponible, es muy posible producir diferentes
conjugados biotina-BSA con biotina conjugada a diferentes aminas disponibles en cada molécula de BSA.

Una ilustracion de como puede utilizarse la BSA biotinilada de baja proporcién de carga se muestra en la Fig. 4, la
cual muestra el acoplamiento de biotina-BSA de baja proporcién de carga a una fase sdlida en forma de
microparticulas tosilactivadas de 1,0 micras con grupos funcionales superficiales (esto es, acido carboxilico,
tosilactivado, epoxi, efc.) utilizados para unir covalentemente el amino primario de biotina-BSA o grupos funcionales
sulfhidrilo. El soporte resultante esta insaturado y orientado respecto a la biotina sobre su superficie.

Puesto que el conjugado de biotina-BSA (complejo ligando::acoplador a soporte) puede tener diferentes nimeros de
biotina por molécula de BSA, y la orientacion de la molécula de BSA y localizacion de las biotinas superficiales son
aleatorias, el conjugado biotina-BSA se acoplara con la superficie de soporte de forma que aquellas biotinas que se
extienden en la solucidon quedan estéricamente disponibles como una superficie de union, y aquellas biotinas que
estan de cara a la superficie de soporte no quedan estéricamente disponibles como superficie de union.

La mayoria de microparticulas comerciales se basan en poliestireno, y la absorcién a la superficie de la microparticula
se produce pasivamente (por ejemplo, por interaccion hidréfoba y/o iénica) y no especificamente. Aunque se muestra
una microparticula activada con tosilo, el soporte puede activarse con cualquier grupo funcional adecuado (por ejemplo,
acido carboxilico, epoxi, efc.) que pueda unirse covalentemente a los grupos funcionales de biotina-BSA (por ejemplo,
los grupos amino primarios o grupos sulfhidrilo de BSA). Si todas las aminas épsilon de la superficie de las moléculas de
BSA tiene un pK idéntico, la distribucion de biotina sobre la superficie de la BSA deberia ser de Gauss (Pierce Chemical
Co., Avidin-Biotin Chemistry: A Handbook, M. Savage y col., 22 Ed., 1992, pagina 34). La Fig. 4 ilustra una superficie
insaturada preparada asociando covalentemente biotina-BSA con una sustitucion media (A) de 1,63 biotinas por
molécula de BSA a un soporte de 1,0 micras. Como puede verse en la ilustracion, la insaturacion se consigue, al menos
en parte, recubriendo el soporte con BSA biotinilada de baja proporcién de carga.

Otro método para conseguir una superficie de union insaturada sobre un soporte comprende preparar complejos
ligando::acoplador a soporte a una proporcién de carga molar seleccionada de ligando respecto a acoplador a soporte,
preparar una preparacion diluida de los complejos resultantes ligando::acoplador a soporte y recubrir el soporte utilizando la
preparacion diluida de complejos ligando::acoplador a soporte en el proceso de asociar los complejos ligando::acoplador a
soporte con el soporte. Para superficies biotiniladas, las cuales se unen a un grupo al menos bivalente, la proporcion de
carga molar seleccionada es preferiblemente una proporcién de carga molar baja de biotina respecto a acoplador a soporte
para reducir la degradacion del rendimiento debido a desprendimiento. En este método, la proporcién de carga baja no es
responsable del caracter insaturado del soporte resultante, puesto que la naturaleza insaturada de los ligandos acoplados
con el soporte se consigue limitando la concentracion de los complejos ligando::acoplador a soporte por unidad de area
sobre el soporte, en lugar de limitando la cantidad de ligandos por acoplador a soporte. Por tanto, por ejemplo, con este
método se puede conjugar BSA con biotina a unas proporciones de carga molares en exceso de 4 moles de biotina por mol
de BSA, aunque la biotinilacion se lleva a cabo preferiblemente a una proporcién de carga baja de biotina para reducir la
cantidad de biotina unida no covalentemente a la superficie de unién.

Aunque en muchas circunstancias seria indeseable y/o ineficiente biotinilar BSA (o acoplar cualquier ligando con cualquier
acoplador a soporte) a proporciones de carga molar elevadas de ligando respecto a acoplador a soporte (por ejemplo, a
una proporcion de carga molar de aproximadamente 20 o mas moles de reactivo de biotinilacion por mol de BSA), con este
método, los complejos ligando::acoplador a soporte (por ejemplo, biotina-BSA) preparados a estas proporciones de carga
tan elevadas pueden también utilizarse para preparar una superficie de unién insaturada. Por tanto, sin tener en cuenta la
limitacion de la sustitucion media (A) de ligandos por acoplador a soporte (por ejemplo, biotinas por BSA), limitar la
saturacion de ligandos sobre un soporte puede conseguirse limitando la concentracion de complejos ligando::acoplador a
soporte en la reaccion que acopla los complejos ligando::acoplador a soporte al soporte. La magnitud de la saturacion
puede controlarse, ademas, por ejemplo, controlando la velocidad de la reaccién, por ejemplo, controlando la temperatura
de la reaccion (por ejemplo, refrigerando para acoplamientos endotérmicos, o calentando para acoplamientos exotérmicos),
seleccionando una reacciéon de acoplamiento mas lenta o menos reactiva, limitando el tiempo de reaccién, efc.

Como se ha indicado arriba, la mayoria de microparticulas comerciales se basan en poliestireno. Se conoce la absorcién
pasiva de proteina en estas superficies mediante, por ejemplo, interaccion hidréfoba y/o iénica. Utilizar agentes de bloqueo
tales como, por ejemplo, al menos un Pluronic®, se discute en este documento para mejorar la uniéon no especifica. Estos
agentes, como se revela en detalle en otra parte de este documento, también son Utiles en la preparacion de preparaciones
monodispersas o sustancialmente monodispersas de microparticulas que contienen superficies de union.

El uso de copolimeros en bloque como agentes de bloqueo para fases sdlidas, y para el caso particular de utilizar un
copolimero en bloque Pluronic® como agente de bloqueo para microparticulas con BSA biotinilada de baja proporcion
de carga, se ilustra en la Fig. 5. La ilustracion es para Pluronic® F108 (P.M. =13.518 Da; equilibrio hidréfilo-lipéfilo (HLB)
= 27), el cual bloquea la superficie de polimero hidréfoba expuesta de la fase sélida y desplaza, elimina o arranca
proteina absorbida pasivamente sin eliminar la proteina anclada covalentemente. Entonces la superficie sigue siendo
hidréfila debido a la presencia de hidroxilos superficiales en las colas de Pluronic®.
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Puede utilizarse cualquier copolimero en bloque que tenga la capacidad de asociarse con la superficie de soporte y
también extender una cola relativamente hidrdéfila hacia el medio circundante. Los copolimeros tribloque (tales como, por
ejemplo, Pluronic® F108 de BASF) tienen un Unico grupo de cabeza hidréfobo de polipropileno (PPO) de
aproximadamente 17 a aproximadamente 69 unidades de mondmero de longitud, y dos colas hidréfilas de polietileno
(PEO) de 1 a aproximadamente 129 unidades de mondmero de longitud cada una. El equilibrio hidréfilo-lipofilo (HLB) de
los copolimeros tribloque esta directamente relacionado con la longitud o el tamafio del grupo de cabeza de PPO y las
colas de PEO, y el valor HLB puede ser de 1 (insoluble en agua) a 29 (muy soluble en agua). Si el grupo de cabeza de
PPO tiene al menos una longitud de 56 unidades de monémero, el grupo de cabeza del copolimero tribloque no solo
puede actuar de sonda hidréfoba y unirse fuertemente a una superficie hidréfoba, sino que puede competir y desplazar
cualquier molécula de la misma superficie hidréfoba. Si ambas colas de PEO tienen al menos una longitud de 105
unidades de mondémero, se extenderan hacia la solucion alejandose de la superficie en fase solida. Los grupos hidroxilo
al extremo de cada cola de PEO proporcionan un microentorno hidréfilo, puesto que las colas son lo bastante largas y
pueden moverse libremente de un lado a otro en la solucidn, y las colas de hidroxilo actian de barrera estérica para
evitar la absorcién o la reabsorcion pasiva de proteina en la superficie de soporte en fase sélida.

En base al area superficial disponible teorlca suponiendo una superﬁme lisa de una microparticula esférica de 0,82 a
1,03 micras con una densidad de 1,5 g/lcm® (38,83 hasta 48,77 cm? por mg de microparticula), y el area superficial
interfacial tedrica de una molécula de Pluronic® F127 (15,1 hasta 20,0 nm?), se calcula que la monocapa teodrica de
PIuron|c® F127 sobre la superficie de la microparticula es de de aproximadamente 4,05 x 10* a aproximadamente 5,43
x 10 nmol de Pluronic® F127 por mg de microparticula. El analisis fluorométrico de PIuron|c® F127 marcado con 5-
(4, 6 -diclorotriazinil) aminofluoresceina (5-DTAF) indicd que de aproximadamente 3,68 x 10™ a aproximadamente 8,37 x
10" nmol de Pluronic® F127 se unen por microgramo de una microparticula esférica de 0,82 a 1,03 micras.

Se utilizé un analisis hemocitométrico para determinar la concentracién minima de Pluronic® F108, Pluronic® F127 y
Tetronic® 908 necesaria para alterar completamente todos los agregados de PMP basadas en poliestireno y dar lugar a
una monodispersion de microparticulas. Los estudios de optimizaciéon de la concentracion indicaron que Pluronic® F108
crea una monodispersion de microparticulas de solo monémeros y dimeros a concentraciones de aproximadamente 5 mM
(0,007% p/v) a aproximadamente 500 mM (0,67% p/v). Pluronic® F127 da lugar a monoémeros, dimeros y trimeros de
microparticulas de aproximadamente 6,67 mM (0,009% p/v) a aproximadamente 33,33 mM (0,043% p/v), y monémeros,
dimeros y grandes agregados de aproximadamente 50 mM (0,064% p/v) a aproximadamente 667 mM (0,850% p/v). Sin
embargo, Tetronic® 908 da lugar a agregados en la mayoria de concentraciones ensayadas. Pluronic® F108 actua de
agente de bloqueo de PMP de biotina-BSA a concentraciones de aproximadamente 0,4% p/v a aproximadamente 0,6%
p/v. En otras realizaciones de la presente invencion, se afiade Pluronic® F108 a una concentracién de aproximadamente
0,1% p/v a aproximadamente 1,0% p/v, o de aproximadamente 0,5% p/v a aproximadamente 0,75% p/v.

El uso de copolimeros en bloque como agentes de dispersion para microparticulas recubiertas con moléculas
biotiniladas antes de afiadir moléculas de unién a biotina que tienen dos o mas dominios de unién a biotina se ilustra en
la Fig. 6 para una realizacion especifica utilizando Pluronic® F108 como agente de dispersion antes de afiadir SA a una
microparticula recubierta con biotina. En la ilustracion que se muestra, el Pluronic® F108 se utiliza tanto para promover
la monodispersiéon como para bloquear uniones no especificas a la superficie. La adicién de una molécula de unién a
biotina al menos bivalente se muestra en presencia o ausencia de Pluronic® F108. En ausencia de Pluronic® F108 las
microparticulas pueden agregarse durante la adicion de la molécula de unién a biotina. En presencia de Pluronic® F108
las microparticulas estan monodispersas durante y después de la adicion de la molécula de unién a biotina.

Se prefiere una etapa de dispersion en determinadas circunstancias para obtener resultados éptimos porque, por
ejemplo, las microparticulas biotiniladas que presentan biotina-BSA que estan combinadas con grupos de unién a
biotina que tienen dos o mas dominios de unién a biotina (por ejemplo, avidina, SA o neutravidina) presentan una
propension a agregarse o aglomerarse debido al entrecruzamiento de las microparticulas biotiniladas mediante los
dos 0 mas dominios de union a biotina de cada grupo de unién a biotina.

Las microparticulas biotiniladas, por ejemplo, recubiertas con conectores de ligando sintéticos o biolégicos (grupos de
unién a biotina) que contienen dos o0 mas dominios de unién a biotina por grupo de unién a biotina tienen una propension a
agregarse o aglomerarse debido a la union de un dominio de unién accesible y desocupado de un grupo de unién a biotina
de una microparticula biotinilada con una biotina (ligando) accesible y no unida de otra microparticula biotinilada. La
agregacion de microparticulas puede atenuarse titulando lentamente (es decir, adicion gota a gota) las microparticulas
biotiniladas en una solucién en agitacién continua que contiene una concentracion muy elevada o un exceso molar de
grupos de unién a biotina (por ejemplo, avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina o un
fragmento de neutravidina). Este método puede atenuar la agregacion de microparticulas saturando las biotinas
superficiales de las microparticulas con moléculas de unién a biotina antes de que pueda producirse un entrecruzamiento.
Sin embargo, el método de titulacién no es muy rentable ni robusto, puesto que existen multiples parametros a controlar, y
puede ser bastante caro debido al coste de determinados grupos de unién a biotina, pero puede dar lugar a una
monodispersion de microparticulas después de recubrir con el grupo de unién a biotina seleccionado.

Utilizar un copolimero en bloque tal como un Pluronic® F108 puede ser una mejor alternativa al método de titulacion lenta
mencionado arriba. Pluronic® F108 (un copolimero tribloque fabricado por BASF) tiene un Unico grupo de cabeza hidréfobo de
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polipropileno (PPO) de aproximadamente 56 unidades de monémero de longitud y dos colas hidrdfilas de polietileno (PEO) de
una longitud de aproximadamente 129 unidades de monémero. Los grupos de cabeza de PPO de Pluronic® F108 actuan de
sondas hidréfobas y se unen fuertemente a zonas o sitios hidréfobos de proteinas o superficies de soporte en fase sélida tales
como superficies de soporte en forma de microparticula. Como consecuencia, puede utilizarse Pluronic® F108 para alterar la
agregacion de microparticulas debido a interacciones con las proteinas superficiales (es decir, interacciones hidréfobas o
idnicas con proteinas). Las colas de PEO proporcionan microentornos hidrofilos y pueden actuar de barreras estéricas para
evitar la reasociacion de proteinas debido a interaccién hidréfoba o iénica. Como consecuencia, una vez que las
microparticulas se tratan con Pluronic® F108 son muy hidrdéfilas y estan monodispersas en solucion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona ensayos de afinidad mejorados que implican microparticulas.
En esta realizacion, se prepara una poblacion de microparticulas dispersas, tal como una poblacién monodispersa de
microparticulas, utilizando un copolimero en bloque tal como Pluronic® F108 o F127. Entonces, las microparticulas
dispersas se incorporan en un ensayo de afinidad convencional. Puesto que las microparticulas estan dispersas, el
ensayo de afinidad tendra una mayor sensibilidad (relacion sefal-ruido), mayor exactitud de ensayo, mayor precision
de ensayo (ensayos cuantitativos) y mayor reproducibilidad de ensayo (ensayos cualitativos).

Una ilustracién del uso de un copolimero en bloque en una etapa de dispersion para el caso especifico de Pluronic®
F108 y microparticulas recubiertas con SA se muestra en la Fig. 6 y la Fig. 7.

La Fig. 7 muestra microparticulas recubiertas con BSA biotinilada de baja proporcién de carga y bloqueadas con Pluronic®
F108 que estan dispersas o resuspendidas en Pluronic® F108 al 0,4% hasta 0,6% (p/v%). Una vez que las microparticulas
biotiniladas estan monodispersas, se afiade SA para recubrir las microparticulas biotiniladas. Puesto que SA (P.M. de
aproximadamente 56 kDa) es ligeramente menor que BSA (P.M. de aproximadamente 66 kDa), es probable que solo una
molécula de SA pueda unirse estéricamente con una molécula de biotina-BSA (incluso si la BSA tiene mdltiples biotinas
accesibles). Ademas, no todas las moléculas de BSA tienen una biotina disponible (ver discusién de la distribucién de Poisson,
arriba). Por tanto, el nimero total de moléculas de SA capturadas sobre la superficie de unién sera menor que el nimero total
de moléculas de BSA acopladas con la superficie de soporte, y SA estara insaturada (habra una cantidad inferior a la maxima
cantidad de moléculas de SA por unidad de area superficial) sobre la superficie de union (ver Ejemplo 11).

Una vez que una superficie de soporte esta recubierta con moléculas biotiniladas sintéticas o biolégicas (complejos
ligando::acoplador a soporte), puede utilizarse para captar o para captar y orientar una cantidad inferior a la de saturacion
de un conector de ligando sintético o bioldgico (grupo de unién de biotina) que contiene dos o mas dominios de union a
biotina. Suponiendo que los dominios de unién a biotina estan localizados en extremos o caras opuestas, o
aproximadamente opuestas, de cada grupo de unién a biotina, al menos uno de sus dominios de unién a biotina se unira
con una biotina en fase sélida, mientras que el dominio de unién a biotina restante que es contrario, o aproximadamente
contrario, estara disponible para unirse con un resto de captura biotinilado (por ejemplo, anticuerpo o antigeno biotinilados).

Como se ha discutido arriba, las microparticulas biotiniladas pueden recubrirse con un conector de ligando sintético o
biolégico (grupo de uniéon a biotina) que contiene dos o mas dominios de unién sin agregacion de microparticulas
dispersando las microparticulas biotiniladas en Pluronic® F108 (copolimero tribloque) a de aproximadamente el 0,4%
a aproximadamente el 0,6% antes de la adicion del grupo de union a biotina o titulando lentamente (por ejemplo, gota
a gota) las microparticulas biotiniladas en una soluciéon en agitacion continua que contiene una concentracion muy
elevada o un exceso molar de grupos de union a biotina.

En la practica, las microparticulas dispersas en Pluronic® F108 se recubrieron con BSA biotinilada de baja proporcion de
carga a concentraciones de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 1,0% (p/v %), o alternativamente de
aproximadamente 0,4% a aproximadamente 0,6% (p/v %). Una vez biotiniladas, las microparticulas se trataron y dispersaron
en una solucién de Pluronic® F108 de aproximadamente el 0,4% a aproximadamente el 0,6% (p/v%), se pudieron afadir
niveles o cantidades bajos de SA a las microparticulas biotiniladas sin la formacion de agregados o aglomeraciones de
microparticulas. Este proceso dio lugar a una monodispersion de microparticulas tras el recubrimiento del grupo de unién a
biotina especifico (por ejemplo, SA). El proceso es mucho mas rentable que el método de titulacion de microparticulas descrito
arriba, y es un método robusto y reproducible para recubrir microparticulas biotiniladas con conectores de ligando sintéticos o
biolégicos (grupos de union a biotina) que contienen dos o0 mas dominios de unién a biotina.

Por tanto, en al menos una realizaciéon, el copolimero en bloque puede emplearse a concentraciones de
aproximadamente 0,1% p/v a aproximadamente 1,0% p/v, o de aproximadamente 0,4% a aproximadamente 0,6% (p/v
%) tanto para reducir la unién no especifica como para ayudar a promover una monodispersion de microparticulas.

Un objetivo de crear una superficie de unién insaturada y orientada es proporcionar unos fundamentos, o base, para afiadir
componentes para un ensayo de afinidad. Puesto que el complejo ligando::acoplador a soporte subyacente construido segun
la invencion esta insaturado y orientado, cualquier componente que se afiada sobre este complejo ligando::acoplador a
soporte reflejara su naturaleza insaturada y orientacion. Un ejemplo de una estructura de este tipo se muestra en la Fig. 8.

La Fig. 8 muestra la deposicion de restos de captura biotinilados sobre una superficie de uniéon en forma de microparticulas

especifica de biotina que se prepard (1) recubriendo la superficie con BSA biotinilada de baja proporcién de carga; (2)
bloqueando la superficie con el copolimero tribloque Pluronic® F108, (3) dispersando las microparticulas en Pluronic®
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F108 antes de la adicion del grupo de unién a biotina sintético o biolégico (por ejemplo, SA) que contiene dos o mas
dominios de unién a biotina; y (4) afiadiendo SA a la superficie. La microparticula recubierta con SA resultante puede
utilizarse para orientar y captar una cantidad de no saturacion de cualquier resto de captura biotinilado de interés.

La Fig. 8 muestra como se utiliza la microparticula recubierta con SA para orientar y captar una cantidad de no
saturacion de determinados restos de captura biotinilados de interés que incluyen (A) fragmentos Fab de anticuerpos
(la ausencia de la region Ig Fc puede disminuir o atenuar problemas de unién no especifica); (B) inmunoglobulinas
(anticuerpos policlonales y/o monoclonales); y (C, D y E) moléculas pequefias, medianas y/o grandes,
respectivamente, tanto si son sintéticas como bioldgicas. Cualquiera de los restos de captura biotinilados de interés
puede constar de un espaciador, por ejemplo, entre la molécula y el grupo biotina.

Los espaciadores pueden ser particularmente utiles en el caso de moléculas biotiniladas que sean relativamente
pequenas. Puesto que los dominios de unién a biotina de la molécula de SA estan contenidos 9 Angstroms por
debajo de la superficie, las moléculas pequefias biotiniladas (por ejemplo, aquellas que tienen un peso molecular
inferior a aproximadamente 1000 Da) pueden no ser detectables por trazadores de inmunoensayo mas grandes
(conectores detectables) debido a impedimentos estéricos. Puede obtenerse una mayor capacidad de union y una
mayor sensibilidad de deteccidn utilizando derivados de biotina que tengan brazos espaciadores anclados a ellos, o
conjugando la molécula pequefia a una molécula biotinilada mas grande (es decir, una molécula portadora).

En la medida en que son utiles, las directrices para distinguir moléculas pequeiias de moléculas medianas o grandes
pueden expresarse de la siguiente forma: en general se considera que las moléculas pequefias tienen un peso
molecular inferior a aproximadamente 5000 Da; en general se considera que las moléculas medianas tienen un peso
molecular de aproximadamente 5000 o mas a aproximadamente 150.000 Da; en general se considera que las
moléculas grandes son aquellas cuyo peso molecular es de aproximadamente 150.000 Da.

En las Figs. 9A y 9B se ilustran determinados aspectos de la invencion en la preparacion de microparticulas con
superficies de union segun la invencion.

Las Figs. 9A y 9B ilustran la orientacion y la deposicion de una cantidad inferior a la cantidad de saturacion de
anticuerpos biotinilados, o fragmentos Fab biotinilados, sobre microparticulas de unién a biotina (por ejemplo,
microparticulas recubiertas con SA) preparadas segun la invencion.

Las PMP recubiertas con SA segun la invencién puede mejorar la sensibilidad de inmunoensayo (aumentan la relacion
sefal-ruido), puesto que la fase sdlida de unién a biotina puede utilizarse para orientar y captar una cantidad inferior a la de
saturacion de resto de captura biotinilado tal como, por ejemplo, anticuerpos o fragmentos Fab biotinilados especificos del
analito. La sensibilidad del ensayo se ve mejorada porque una disminucion del nimero total de moléculas de SA por area
de superficie de soporte de cada microparticula recubierta con SA da lugar a una capacidad de unién reducida del
anticuerpo de captura biotinilado, pero a un rendimiento de unién mejorado del anticuerpo de captura biotinilado debido a
una libertad estérica mejorada. Es decir, la finalidad de proporcionar una cantidad inferior a la maxima de moléculas de SA
en la superficie es mejorar la libertad estérica de cada molécula de SA para que se una a restos de captura biotinilados
grandes (por ejemplo, anticuerpos biotinilados) y mejorar la eficiencia de unién de cada molécula de SA.

La Fig. 9A ilustra una superficie de microparticulas convencional o estandar recubierta con SA, donde SA esta directamente
dispuesta sobre la superficie de microparticulas mediante aminas primarias u otras reacciones de acoplamiento, y la superficie
se bloquea utilizando BSA. En este tipo de superficie convencional o estandar, la molécula de SA no esta especificamente
insaturada u orientada en la superficie; es decir, el anclaje es aleatorio. Afadir un fragmento Fab o anticuerpo biotinilado da
lugar a una superficie de unién que no esta predominantemente insaturada u orientada puesto que la SA de la superficie esta
orientada de forma aleatoria. La acumulacion de anticuerpo o Fab puede crear barreras estéricas (baja accesibilidad) y
disminuir la eficiencia de captura del antigeno, en particular si el antigeno es una molécula grande.

La Fig. 9B ilustra una superficie de unién de microparticulas recubierta con SA preparada segun la invencion. En esta
superficie de unién, las moléculas de SA estan insaturadas (una disminucion en el total de moléculas de SA por
unidad de area superficial de una microparticula) y orientadas en la superficie. La superficie de soporte de la
microparticula esta covalentemente recubierta con BSA biotinilada de baja proporcion de carga y bloqueada con
Pluronic® F108. Entonces, las microparticulas biotiniladas se dispersan en Pluronic® F108 antes de la adiciéon de SA.
El anclaje de SA es especifico y no aleatorio.

El fragmento Fab biotinilado o anticuerpo biotinilado anclado a la superficie de unidn de la microparticula con SA
preparada segun la invencion esta insaturado y orientado porque la molécula de SA también esta insaturada y
orientada en la superficie de unidn. La orientacion y la naturaleza menos que saturada del anticuerpo biotinilado o del
fragmento Fab biotinilado promueve la eficiencia de captura del antigeno (analito) (se aumenta la sefal), en particular
si el antigeno es una molécula grande. Ademas, la superficie de la microparticula es hidréfila debido al agente de
bloqueo Pluronic® F108 y se minimiza o se elimina la unién no especifica (se disminuye el ruido).

Otra caracteristica de la invencion se ilustra en la Fig. 10, la cual muestra el area de superficie disponible aumentada
asociada con una monodispersion de microparticulas.
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El cuadro A de la Fig. 10 ilustra que las microparticulas se agregan o aglutinan debido a interacciones superficiales
microparticula-microparticula. Esta agregacion disminuira tanto (1) el area superficial de microparticulas disponible, ya que
cualquier area dentro del agregado no esta estéricamente disponible (accesible), como (2) la capacidad y eficiencia de union
del grupo de unidn a biotina (por gjemplo, SA) en la superficie de unién, lo que da lugar a una sefial de ensayo disminuida.

El cuadro B de la Fig. 10 ilustra que las microparticulas segun la invencién tienen una area superficial de union
aumentada, lo cual da lugar a una capacidad de unién mejorada y una eficiencia de unién mejorada del grupo de
union a biotina (por ejemplo, SA) en la superficie de unién, lo que da lugar a una sefial de ensayo aumentada. Las
microparticulas dispersas tienen mas area superficial disponible total que las microparticulas agregadas o
aglomeraciones de microparticulas y proporcionaran una cinética de ensayo mejorada debido a las tasas de colision
aumentadas y a la distancia de difusion del ensayo disminuida.

Las microparticulas segun la invencion se disefian de forma que la superficie de union de BSA biotinilada de baja
proporcién de carga se bloquea con un copolimero en bloque tal como el copolimero tribloque Pluronic® F108, y las
microparticulas biotiniladas se dispersan en Pluronic® F108 antes de la adicién de las moléculas de SA como se ha
discutido arriba. Por supuesto, Pluronic® F108 es solo un ejemplo de esta realizacion. Se entiende que cualquier
copolimero en bloque de esta invencion puede utilizarse de esta forma.

Las microparticulas segun la invencion se prepararon utilizando biotina como ligando y o bien BSA o bien ovoalbumina
como acoplador a soporte. También se prepararon microparticulas recubiertas con SA, asi como microparticulas con
restos de captura especificos. Los resultados de estos estudios se discuten a continuacion y en los ejemplos.

Se estudio el efecto de la variacion de las proporciones de carga molares en las reacciones de biotinilacion, y se presenta
en el Ejemplo 1. Se realiz6 la biotinilacion de BSA a varias proporciones de carga molares de biotina respecto a BSA en el
intervalo de 3,4:1 a 30:1, se determind el grado de biotinilacién y se determiné la estabilidad a 4 °C y 37 °C durante tres
dias (ver Tabla 1). La disminucion de la estabilidad refleja, al menos en parte, el desprendimiento o disociacion de biotina o
reactivo de biotina de los conjugados biotina-BSA (ver Fig. 11). Los resultados indican que la biotina-BSA preparada a
proporciones de carga molares elevadas de biotina (por ejemplo 8:1, 15:1 y 30:1) muestran una estabilidad deficiente, pero
cuando la proporcién de carga molar de reactivo de biotina disminuye desde 30:1 hasta 4:1, la estabilidad mejora desde
4% hasta 100%. Por tanto, seleccionar una proporciéon de carga relativamente baja de ligando respecto a acoplador a
soporte, y asociar el complejo ligando::acoplador a soporte a una fase sélida, da lugar a una superficie de uniébn mas
estable que las superficies de unién preparadas de forma convencional que tienen biotina como ligando.

Preparar una superficie de unioén insaturada recubriendo una superficie de soporte con un complejo ligando::acoplador a
soporte preparado a cualquier proporcion de carga (en particular complejos ligando::acoplador a soporte preparados a
una elevada proporcién de carga de ligando respecto a acoplador a soporte) puede facilitarse mediante la adiciéon de un
dispersante adecuado al complejo ligando::acoplador a soporte tras su preparacion, pero antes de que se deposite
sobre la superficie de soporte. Se discuten en este documento dispersantes adecuados para este método. En este
documento se proporciona una ilustracion del uso de un agente de dispersion adecuado con biotina-BSA preparada a
una baja proporcion de carga de biotina con respecto a BSA para preparar una superficie insaturada, aunque el método
que consiste en emplear un agente de dispersion no esta limitado a recubrimientos biotinilados.

Se proporciona un método para preparar una superficie de unién insaturada utilizando un agente de dispersion
adecuado para evitar la agregacion de los soportes en fase soélida tales como, por ejemplo, microparticulas. Este
método se basa, al menos en parte, en la observacién de que es deseable una preparacién de microparticulas
relativamente dispersa (por ejemplo, aproximadamente monodispersa).

El método puede emplearse cuando puede producirse la agregacion de microparticulas, por ejemplo, cuando el
ligando es biotina y la biotina esta recubierta con SA. El método de dispersion es particularmente Gtil cuando el
conector de ligando es al menos bivalente, es decir, cuando un Unico grupo de unién a biotina, al menos bivalente, tal
como SA puede entrelazar una biotina de una molécula de biotina-BSA de una microparticula con una biotina de una
molécula de biotina-BSA de otra microparticula. En este documento se proporciona una ilustracion del método de
dispersion para una realizacion en la que el complejo ligando::acoplador a ligando es biotina-BSA, y el conector de
ligando (grupo de union a biotina) es SA, a continuacion y en el Ejemplo 2. Sin embargo, como se ha explicado
previamente, el método no esta limitado a superficies de unién biotina/SA.

Se pueden utilizar agentes de dispersion tales como, por ejemplo, copolimeros en bloque en un método para preparar
una superficie de unién insaturada. En la ilustracion proporcionada aqui, los copolimeros en bloque se utilizan como
agentes de dispersion para microparticulas recubiertas con complejos ligando::acoplador a soporte sintéticos o
bioldgicos antes de la adicion de grupos de union a biotina sintéticos o biolégicos (conectores de ligando) que contienen
dos 0 mas dominios de unién a biotina. En la ilustraciéon proporcionada en este documento, se emplea el copolimero en
bloque Pluronic® F108; sin embargo, el método no esta limitado al copolimero en bloque particular de la ilustracion.

En general, la Fig. 7 ilustra el recubrimiento de una superficie biotinilada, sintética o bioldgica, con grupos de union a biotina
sintéticos o bioldgicos (conectores de ligando) que contienen dos 0 mas dominios de unién a biotina. Mas especificamente,
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la Fig. 7 ilustra la deposicion de SA sobre una superficie de union de microparticulas de BSA biotinilada de baja proporcion
de carga blogueada con Pluronic® F108 y dispersada en Pluronic® F108 antes de la adicion de SA.

Los métodos y composiciones proporcionadas en este documento pueden utilizarse para preparar un recubrimiento
insaturado para una superficie de soporte en fase sodlida, donde el recubrimiento consta de un complejo
ligando::acoplador a soporte acoplado con una superficie de soporte, un conector de ligando (grupo de unién a
biotina) asociado con el ligando del complejo ligando::acoplador a soporte, y un resto de captura (por ejemplo, un
resto de captura biotinilado) asociado con el conector de ligando. El resto de captura puede seleccionarse de forma
que facilite la captura de cualquier molécula de interés, tal como un analito. Una ilustracion se proporciona abajo y en
la Fig. 8 para un sistema biotina/SA, pero la invencion no esta limitada a un sistema biotina/SA.

Las superficies de union insaturadas pueden disefiarse orientando y asociando una cantidad inferior a la de saturacion de
conectores de ligandos sintéticos o biolégicos (grupos de unién a biotina) que contienen dos o mas dominios de unién a
biotina sobre una superficie de soporte. Las superficies pueden ilustrarse mediante un ejemplo que orienta y proporciona una
cantidad inferior a la de saturacion de SA sobre la superficie de microparticulas, por ejemplo, PMP. La Fig. 8 ilustra una
superficie de unién insaturada y orientada preparada depositando restos de captura biotinilados sobre una superficie de union
de microparticulas de unién a biotina que se prepard (1) recubriendo la superficie con BSA biotinilada de baja proporcion de
carga; (2) bloqueando la superficie con el copolimero tribloque Pluronic® F108; (3) dispersando las microparticulas en
Pluronic® F108 (antes de afiadir los grupos de unién a biotina sintéticos o biolégicos que contienen dos o mas dominios de
unién a biotina); y (4) afiadiendo SA como grupo de unién a biotina. Como se muestra en la Fig. 8, las microparticulas
recubiertas con SA pueden utilizarse para orientar y/o captar una cantidad inferior a la de saturacion de restos de captura
biotinilados, por ejemplo: (A) fragmentos Fab de anticuerpos (la ausencia de la regién Ig Fc puede disminuir o atenuar
problemas de unién no especifica); (B) inmunoglobulinas (anticuerpos policlonales y/o monoclonales); y (C, D y E) moléculas
pequefias, medianas y/o grandes, respectivamente, tanto si son sintéticas como biolégicas.

La Fig. 8 ilustra restos de captura biotinilados sobre una superficie de union insaturada empleando un sistema
biotina/SA. La BSA biotinilada de baja proporcién de carga anclada a la superficie de una microparticula se bloquea con
el copolimero tribloque Pluronic® F108, las microparticulas se dispersan en Pluronic® F108 antes de la adicion de SA,
se afiade SA y entonces se expone un resto de captura biotinilado deseado a la superficie insaturada recubierta con SA.
Los ejemplos de restos de captura biotinilados que se muestran incluyen (de izquierda a derecha en la Fig. 8: fragmento
Fab biotinilado (P.M. de aproximadamente 30.000 Da), anticuerpo biotinilado (IgG, P.M. de aproximadamente
150.000 Da); molécula pequena biotinilada o molécula pequefia biotinilada con un brazo espaciador (por ejemplo, P.M.
inferior a aproximadamente 5000 Da); molécula mediana biotinilada o molécula mediana biotinilada como un portador
para una molécula pequefia (por ejemplo, P.M. de aproximadamente 5000 Da a aproximadamente 150.000 Da);
molécula grande biotinilada (por ejemplo, P.M. de mas de aproximadamente 150.000 Da). Como puede verse en la Fig.
8, la naturaleza insaturada y orientada de la biotina-BSA en la superficie del soporte en fase solida se refleja en la
superficie insaturada recubierta con SA, y también en un recubrimiento insaturado con restos de captura. Los grupos de
cabeza hidréfobos de Pluronic® F108 se muestran asociados con la superficie de soporte, y los grupos de cola
hidrofilos de Pluronic® F108 se muestran alejandose extendidos de la superficie de soporte.

Las superficies de union insaturadas segun la invencién normalmente tienen una capacidad de unién inferior que las
superficies de unidon comerciales. Se proporciona un ejemplo empleando un sistema biotina/SA (ver Tabla 2, Ejemplo
2). Un soporte recubierto con menos moléculas de SA por unidad de area superficial tendra inherentemente una
menor capacidad de unirse a biotina, puesto que la superficie tendra menos sitos de unién a biotina. La finalidad de
proporcionar una cantidad inferior a la cantidad maxima de moléculas de SA sobre la superficies es mejorar la
libertad estérica de cada molécula de SA para unirse a restos de captura biotinilados grandes (por ejemplo,
anticuerpos biotinilados) y mejorar la eficiencia de union de cada molécula de SA.

El Ejemplo 2 ilustra que tener una molécula orientada y en una cantidad inferior a la de saturacién sobre una superficie
de unién disminuye la capacidad de unién, pero aumenta la sefial de ensayo, lo que da lugar a una superficie de union
mejor y mas eficiente para un ensayo de afinidad. Las microparticulas segun la invencion presentan una capacidad de
union disminuida en comparacion con productos andlogos, estandar o convencionales, comerciales (ver, por ejemplo,
Tabla 2), pero un rendimiento de ensayo mejorado (ver, por ejemplo, Tabla 3 y Tabla 4). Las relaciones sefial-ruido
aumentadas debido a una sefial de fondo menor y a una respuesta de sefial aumentada refleja un rendimiento de
ensayo mejorado. En general, los resultados respaldan que la invencion permite la produccién de microparticulas
recubiertas con SA con una capacidad de unién inferior que las microparticulas recubiertas con SA comerciales, pero un
rendimiento de ensayo mejorado debido a la orientacion y accesibilidad estérica de la estreptavidina sobre la superficie
de las microparticulas y a un bloqueo innovador de la superficie de union.

El Ejemplo 3 ilustra que las microparticulas preparadas segun la etapa de dispersion de la invencion dan lugar a una
poblacion monodispersa de microparticulas sustancialmente libre de agregados o aglomeraciones.

El Ejemplo 4 ilustra que las microparticulas segun la invencién, en una realizacion especifica de una microparticula
recubierta con SA, a diferencia de las microparticulas convencionales, presentan unas caracteristicas de relacién
sefial-ruido mas favorables debido a la naturaleza insaturada y a la orientacién de la SA, un bloqueo superficial
mejorado y una eficiencia de unién mejorada.
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El Ejemplo 5 ilustra la reduccién de uniones no especificas empleando microparticulas segun la invencién. La union
no especifica en microparticulas segun la invencion se reduce incluso en ensayos en los que los analitos tienen una
preferencia por asociarse con un recubrimiento sobre la fase sélida, tal como la preferencia de las hormonas tiroideas
tal como T3 (triyodotironina) y T4 (tiroxina) por la BSA.

El Ejemplo 6 establece mediante estudios de validacién que el proceso de la invencién para recubrir un soporte es
reproducible y fiable, caracteristica que es deseable para los ensayos diagndsticos de afinidad.

El Ejemplo 7 muestra que las microparticulas segun la invencién presentan una estabilidad mejorada en multiples
lotes de validacion, para la realizacion particular de microparticulas recubiertas con SA. El Ejemplo 8 establece que el
desprendimiento de ligando de las microparticulas de la invencién no es un problema, y el Ejemplo 9 muestra
superficies de union segun la invencién preparadas con ovoalbumina en lugar de BSA.

Aunque gran parte de la discusion y muchos de los ejemplos describen la preparacion de superficies insaturadas
mediante recubrimiento de una superficie de soporte con un acoplador a soporte que tiene un ligando que forma
complejo con él, donde el acoplador a soporte consta de una proteina, pueden conseguirse superficies de union
insaturadas o insaturadas y orientadas utilizando la invencidn de varias formas. Por ejemplo, el acoplador a soporte
puede ser no proteico. por ejemplo, un polimero. El polimero puede estar funcionalizado para que reaccione y forme
complejo con el ligando, o los pares polimero/ligando pueden seleccionarse de forma que los grupos funcionales
presentes de forma natural en el polimero se unan con una funcionalidad del ligando en un conjunto de condiciones
especificas. El nimero de grupos reactivos, o funcionales, del polimero puede controlarse mediante inactivacion de
algunos de los grupos reactivos, permitiendo asi que se ancle menos ligando por molécula de polimero.

Los complejos polimero/ligando también pueden diluirse con polimero que no tenga ligando, y la mezcla diluida
puede utilizarse para recubrir una superficie de soporte para preparar una superficie de unién insaturada o insaturada
y orientada. Puede utilizarse un tipo de polimero o una mezcla de polimeros.

En consecuencia, en varias realizaciones la invencién consta de un soporte que contiene una superficie de unién
para un ensayo de afinidad, que contiene ligandos anclados a polimeros, donde los ligandos estan insaturados o
insaturados y orientados sobre la superficie. Entonces, el soporte que contiene el ligando puede tratarse segun
cualquier método adecuado descrito en este documento. En varias realizaciones, la superficie consta de una mezcla
de polimeros sin ningun ligando anclado y polimeros con ligando anclado. En varias realizaciones, el soporte es una
microparticula, la superficie de unién esta bloqueada con un copolimero en bloque, el ensayo es un inmunoensayo y
el ligando se une a un conector de ligando al menos bivalente que a su vez puede unirse a un grupo de captura, tal
como una inmunoglobulina modificada o no modificada o fragmento de la misma.

En determinadas realizaciones, un ligando puede acoplarse directamente sobre una superficie de soporte sin el uso
de un acoplador a soporte. En estas realizaciones, una superficie de soporte que tiene grupos funcionales capaces
de reaccionar con un ligando se expone al ligando en condiciones suficientes para que el ligando se ancle al soporte.
En varias realizaciones, el anclaje es un enlace covalente entre un ligando activado y la superficie de soporte, la cual
también puede estar activada. Puede conseguirse la insaturacion del ligando controlando el nimero de ligandos que
se anclan a la superficie de soporte. En varias realizaciones, la superficie de soporte consta de una multitud de
grupos funcionales capaces de reaccionar con el ligando en un conjunto de condiciones dadas. La superficie de
soporte puede tratarse de forma que se reduzca el nimero de grupos funcionales que son capaces de reaccionar con
el ligando, o bien manipulando las condiciones de reaccion o bien afiadiendo un agente que reduzca el nimero de
grupos funcionales sobre la superficie de soporte. Entonces, la superficie de soporte que contiene el ligando puede
tratarse segun cualquier método adecuado descrito en este documento.

En consecuencia, la presente invencion también proporciona una superficie de soporte recubierta con un ligando, donde
el ligando esta insaturado sobre la superficie de la superficie de soporte. En varias realizaciones, la superficie de union
se bloquea con un copolimero en bloque, el ensayo es un inmunoensayo y el ligando se une a un conector de ligando al
menos bivalente que a su vez se puede unir a cualquier grupo de captura, tal como una inmunoglobulina modificada o
no modificada o fragmentos de la misma. En varias realizaciones, la densidad de ligando sobre la superficie de soporte
esta dentro de los intervalos descritos en este documento para las realizaciones que describen un ligando anclado a
acopladores a soporte. Cualquier ligando adecuado puede utilizarse para anclarse directamente a la superficie de
soporte, como, por ejemplo, inmunoglobulinas o fragmentos de las mismas, oligonucleétidos y lectinas. Como en otras
realizaciones, el ligando puede contener un enlazante, y el enlazante puede anclarse a la superficie de soporte.

La presente invencidn proporciona una orientacion y asociacion de una cantidad inferior a la de saturacion de un ligando tal
como SA sobre una superficie de una microparticula (por ejemplo, una PMP). Las superficies de unién a biotina
comerciales (por ejemplo, Dynal® DYNABEADS™ MyOne Streptavidin T1 y DYNABEADS M-280 Streptavidin) estan
disefiadas para tener la maxima capacidad de unién a biotina. Las superficies de uniéon a biotina comerciales se producen
normalmente mediante deposicién directa de SA u otras moléculas de unién a biotina sobre una superficie de
microparticula. Por el contrario, la presente invencién proporciona un recubrimiento con BSA biotinilada de baja proporcién

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 537564 T3

de carga, bloqueo de las microparticulas de biotina-BSA con Pluronic® F108, dispersion de las microparticulas de biotina-
BSA bloqueadas en Pluronic® F108 y finalmente recubrimiento de las microparticulas de biotina-BSA con SA.

Las microparticulas segun la invencién presentan unas caracteristicas de relacion sefial-ruido mas favorables debido a la
insaturacion y orientacion, un bloqueo superficial mejorado y una eficiencia de union mejorada. Esto se demuestra para
microparticulas con BSA biotinilada de baja proporcién de carga recubiertas con SA, como se muestra en los ejemplos.

Los métodos y composiciones de la invencion pueden utilizarse junto con cualquier ensayo adecuado conocido en la
materia, por ejemplo cualquier ensayo de afinidad o inmunoensayo adecuado conocido en la materia donde una
superficie insaturada o insaturada y orientada puede utilizarse de forma ventajosa, incluidos, pero de forma no
excluyente, ensayos de afinidad proteina-proteina, ensayos de afinidad proteina-ligando, ensayos de afinidad de
acidos nucleicos, ensayos de fluorescencia indirecta de anticuerpos (IFA), ensayos de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA) e inmunoensayos enzimaticos (EIA), ensayos directos o indirectos,
ensayos competitivos, ensayos tipo sandwich, etc. Los formatos de ensayo adecuados incluyen, pero de forma no
excluyente, ensayos y formatos empleados en los ejemplos de este documento.

Los métodos y composiciones de la invenciéon pueden utilizarse junto con cualquier soporte, por ejemplo, un soporte
so6lido adecuado, conocido en la materia. Se discuten ejemplos de este tipo de soportes en fase sdlida, pero la invencion
no esta limitada a los soportes explicitamente discutidos. Por ejemplo, los soportes en fase sélida no estan limitados a
soportes en forma de particulas, a microparticulas, a microparticulas de poliestireno, a placas de microtitulacion, a tubos
recubiertos, etc. Otros soportes en fase soélida también pueden utilizarse con la invencion, incluidos, pero de forma no
excluyente, cualquier soporte conocido en la técnica que se utilice junto con ensayos de afinidad. Por ejemplo, pueden
utilizarse soportes que consten de nitrocelulosa cocida con mylar y/o nailon. Pueden utilizarse soportes en fase soélida
que consten de filtros 0 membranas, por ejemplo. Pueden utilizarse soportes en fase soélida que consten de microtubos,
nanoparticulas o nanotubos, por ejemplo, nanotubos de carbono. Los soportes en fase soélida pueden constar de
microparticulas de cualquier tamario y pueden utilizarse soportes en fase sélida que tengan una gran superficie plana.

Los métodos y composiciones de la invencion pueden utilizarse junto con cualquier ensayo en el que se desee una
relacion sefal-ruido mejorada. Por ejemplo, una superficie de unién segun la invencidon que esta insaturada y tratada
con un copolimero en bloque adecuado tal como, por ejemplo, un Pluronic®, puede prepararse sobre un soporte en fase
solida plana o sustancialmente plana para su uso en un ensayo de flujo lateral y/o un ensayo de difusién. Un ejemplo de
ensayo de flujo lateral es cuando la muestra se coloca sobre una superficie de unién (inmovilizada o no) y uno o mas
reactivos de analisis en fase liquida se hacen pasar por encima de la muestra (en un ensayo de difusion, por difusion
por encima de la superficie), y el analito se detecta y/o cuantifica mediante una sefial adecuada cuando entra en
contacto con un reactivo de la fase liquida. Otro ejemplo de un ensayo de flujo lateral es cuando uno o mas reactivos de
analisis se colocan sobre una superficie de unién (inmovilizada o no) y una muestra en una fase liquida se hace pasar
por encima del reactivo o reactivos de analisis (en un ensayo de difusién, por difusiéon por encima de la superficie), y el
analito de la muestra se detecta y/o cuantifica mediante una sefial adecuada cuando entra en contacto con el reactivo o
reactivos de la superficie de unién. Otro ejemplo de un ensayo de flujo lateral es una tira reactiva que consta de una
superficie de unién insaturada segun la invencion. Los ensayos de flujo lateral y/o de difusion no estan limitados a
liqguidos que cruzan una superficie de union de un soporte plano, estos ensayos incluyen liquidos que se mueven a
través de una membrana o filtro, donde la membrana o filtro consta de una superficie de unién insaturada. En
consecuencia, en varias realizaciones, se proporciona una superficie de unién para un ensayo de flujo lateral y/o un
ensayo de difusion, asi como métodos y composiciones para preparar una superficie de unién para un ensayo de flujo
lateral y/o un ensayo de difusion, seguin cualquiera de las realizaciones descritas en este documento.

En otro aspecto, se proporciona el uso de cualquiera de los métodos y composiciones de este documento en un
inmunoensayo. En varias realizaciones, se proporciona el uso en un inmunoensayo de un soporte que tiene una
superficie de unién insaturada que contiene una multitud de acopladores a soporte dispuestos sobre el soporte y
ligandos acoplados con los acopladores a soporte, donde los ligandos estan insaturados y orientados sobre la superficie
de modo que proporciona ligandos estéricamente accesibles. En una realizacion especifica, una microparticula que
tiene una superficie de unidn que consta de una proteina biotinilada (complejo ligando::acoplador a soporte), un grupo
de union a biotina al menos bivalente seleccionado entre avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento
de avidina, un fragmento de neutravidina mezclas de los mismos asociado con el grupo biotina de la proteina biotinilada,
y una inmunoglobulina biotinilada o un fragmento de la misma (resto de captura biotinilado) asociado con un grupo de
union a biotina al menos bivalente (conector de ligando) se utiliza en un inmunoensayo para un analito de interés, por
ejemplo, un antigeno, de la muestra. En otra realizacién, el grupo de unién a biotina al menos bivalente que esta
asociado con el grupo biotina de la proteina biotinilada se asocia con un antigeno biotinilado o fragmento del mismo
(resto de captura biotinilado) y la microparticula se utiliza en un inmunoensayo para un analito de interés, por ejemplo,
un anticuerpo, de la muestra. Las caracteristicas de las composiciones y métodos para preparar composiciones,
utilizadas en el inmunoensayo, incluyen cualquiera de las caracteristicas (incluidas, por ejemplo, realizaciones
especificas que declaman la densidad de los componentes de la superficie) descritas en este documento.

Los métodos, composiciones y kits de la invencion pueden aplicarse para su uso con cualquier sistema de inmunoensayo

adecuado. Son ejemplos no excluyentes de sistemas de inmunoensayo adecuados el sistema de inmunoensayo Access®, el
sistema de inmunoensayo Access® 2, el sistema clinico Synchron LXi® 725, el sistema de inmunoensayo UniCel® DxI 800
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Access®, el sistema de inmunoquimica IMMAGE® (todos de Beckman Coulter, Inc.) y el sistema Triage® (Biosite, Inc.). Un
sistema de inmunoensayo en serie adecuado es el sistema de microensayo AZ® Microassay (Beckman Coulter, Inc.).

Se especifica abajo una lista no limitante de sustancias que pueden actuar como uno, o alternativamente como el
otro, miembro de un par de unién que consta de conector de analito (grupo de captura) y analito, segun la aplicacion
para la que deba disefiarse un ensayo de afinidad. Este tipo de sustancias pueden utilizarse, por ejemplo, como
restos de captura (conectores de analito) o pueden utilizarse para generar restos de captura (por ejemplo,
empleandolos como haptenos/antigenos para generar anticuerpos especificos) que puedan utilizarse con la
invencion. Los ensayos de afinidad, incluidos los inmunoensayos, pueden disefiarse segun la invencion para detectar
la presencia y/o el nivel de estas sustancias cuando son analitos en una muestra. En una realizacion especifica, los
restos de captura de unién a analito de la invencion pueden utilizarse para detectar estas sustancias como analitos
de una muestra de la siguiente forma: los restos de captura pueden biotinilarse y asociarse con una superficie de
soporte en fase solida recubierta con SA segun la invencion (por ejemplo, con un recubrimiento de BSA biotinilada de
baja proporcion de carga, con SA encima del mismo) y utilizarse para captar estas sustancias. Alternativamente, las
sustancias listadas abajo pueden biotinilarse y asociarse con una superficie de soporte en fase sdlida recubierta con
SA segun la invencién y utilizarse para captar moléculas que reaccionen con ella (tales como, por ejemplo,
anticuerpos o fragmentos de los mismos especificos para las sustancias listadas, proteinas de unién o enzimas).

Una lista no limitante de sustancias que puede actuar como uno, o alternativamente el otro, miembro de un par de unién
que consta de conector de ligando (grupo de captura) y analito incluye: éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), CA19-9, IL-
1q, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-t, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, sIL-2R, sIL-4R, sIL-6R, antigeno del nucleo del SIV, IL-1RA,
TNF-a, IFN-gamma, GM-CSF; isoformas de PSA (antigeno especifico de prostata) tales como PSA, pPSA, BPSA, inPSA,
PSA sin formar complejo con as-antiquimotripsina, PSA formando complejo con as-antiquimotripsina, calicreinas de
prostata tales como hK2, hK4, y hK15, ek-rhK2, Ala-rhK2, TWT-rhK2, Xa-rhK2, HWT-rhK2, y otras calicreinas; HIV-1 p24;
ferritina, L ferritina, troponina |, BNP, leptina, digoxina, mioglobina, péptido natriurético tipo B o péptido natriurético cerebral
(BNP), péptido natriurético atrial (ANP; hormona de crecimiento humana, fosfatasa alcalina esquelética, hormona
estimulante del foliculo humana, hormona luteinizante humana, prolactina; gonadotropina coriénica humana (por ejemplo,
CGa, CGp); tiroglobulina; antitiroglobulina; IgE, 1gG, 19G1,19G2, 1IgG3, 1IgG4, antigeno protector de B. anthracis, antigeno
letal de B. anthracis, antigeno de esporas de B. anthracis, LPS de F. tularensis, enterotoxina B de S. aureas, antigeno
capsular F1 de Y. pestis, insulina, alfa fetoproteina (por ejemplo, AFP 300), antigeno carcinoembrionico (CEA), antigeno
CA 15.3, antigeno CA 19.9, antigeno CA 125, Ac HAV, Igm HAV, Ac HBc, Igm HBc, HIV1/2, Ac HBs, Ac HBs, Ac HCV,
anti-p53, histamina; neopterina; s-VCAM-1, serotonina, sFas, ligando de sFas, sGM-CSFR, s1CAM-1, timidina quinasa,
IgE, EPO, Ac factor intrinseco, haptoglobulina, anticardiolipina, anti-dsDNA, anti-Ro, Ro, anti-La, anti-SM, SM, anti-nRNP,
antihistona, anti-Scl-70, Scl-70, anticuerpos antinucleares, anticuerpos anticentroméricos, SS-A, SS-B, Sm, U1-RNP, Jo-1,
CK, CK-MB, CRP, albumina modificada por isquemia, HDL, LDL, oxLDL, VLDL, troponina T, troponina |, microalbumina,
amilasa, ALP, ALT, AST, GGT, IgA, IgG, prealbumina, antiestreptolisina, clamidia, CMV IgG, toxo IgG, toxo IgM,
apolipoproteina A, apolipoproteina B, C3, C4, properdina, factor B, albumina, ai-glicoproteina acida, as-antitripsina, as-
microglobulina, az-macroglobulina, anti-estreptolisina O, antitrombina-lll, apolipoproteina A1, apolipoproteina B, B.-
microglobulina, ceruloplasmina, complemento C3, complemento C4, proteina C reactiva, DNasa B, ferritina, cadena ligera
libre kappa, cadena ligera libre lambda, haptoglobina, inmunoglobulina A, inmunoglobulina A (CSF), inmunoglobulina E,
inmunoglobulina G, inmunoglobulina G (CSF), inmunoglobulina G (orina), subclases de inmunoglobulina G,
inmunoglobulina M, inmunoglobulina M (CSF), cadena ligera kappa, cadena ligera lambda, lipoproteina (a), microalbumina,
prealbumina, properdina factor B, factor reumatoide, ferritina, transferrina, transferrina (orina), rubeola 1gG, anticuerpo
tiroglobulina, toxoplasma IgM, toxoplasma IgG, IGF-l, proteina de unién a IGF(IGFBP)-3, hepsina, pim-1 quinasa, E-
cadherina, EZH2, y a-metilacil-CoA racemasa, TGF-beta, IL6SR, GAD, I1A-2, CD-64, neutréfilos CD-64, CD-20, CD-33, CD-
52, isoformas de citocromo P450, s-VCAM-1, sFas, sICAM, antigeno de superficie de la hepatitis B, tromboplastina, HIV
p24, HIV gp41/120, HCV C22, HCV C33, hemoglobina A1c, y GAD65, IA,.

Sustancias adecuadas que pueden actuar como uno, o alternativamente el otro, miembro de un par de unién que
consta de conector de ligando (grupo de captura) y analito, segun la aplicacion para la que se debe disefar el ensayo
de afinidad, y que pueden utilizarse con la presente invencién también incluyen grupos, tales como por ejemplo,
anticuerpos o fragmentos de los mismos, especificos para cualquiera de las Preparaciones de Referencia Bioldgica
Internacional de la OMS conservadas y, caracterizadas, y/o distribuidas por los Laboratorios Internacionales de la
OMS para Estandares Biologicos (disponible en http:/www.who.int/bloodproducts/re_materials, actualizada a 30 de
junio de 2005, las cuales listan sustancias que son bien conocidas en la materia).

Una lista parcial de estos estandares de referencia internacional, identificados por la sustancia seguida de un cédigo en
paréntesis de la OMS, incluye: tromboplastina recombinante humana (rTF/95), tromboplastina de conejo (RBT/90),
anticuerpo estimulante de la tiroides (90/672), activador tisular del plasminégeno humano recombinante (98/714),
uroquinasa de elevado peso molecular (87/594), antigeno prostatico especifico (96/668), antigeno prostatico especifico
90:10 (96/700); proteina C de plasma humano (86/622), proteina S de plasma humano (93/590), suero de artritis
reumatoide (W1066), proteina amiloide A sérica (92/680), estreptoquinasa (00/464), trombina humana (01/580),
tromboplastina combinada bovina (OBT/79), inmunoglobulina anti-D intravenosa de control positivo (02/228), anticuerpos
de células de los islotes (97/550), lipoproteina a (IFCC SRM 2B), parvovirus humano B19 DNA (99/800), plasmina humana
(97/536), inhibidor del activador del plasminégeno humano 1 (92/654), factor plaquetario 4 (83/505), activador de
precalicreina (82/530), control de CJD en tejido cerebral humano y preparaciéon 1 de CJD en tejido cerebral humano y
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preparacion 2 de CJD esporadica en tejido cerebral humano y variante de CJD en tejido cerebral humano (ninguno; todas
estan citadas en el Informe WHO TRS ECBS N.° 926, 53° informe, homogeneizados cerebrales), componentes
complementarios de suero humano C1q, C4, C5, factor B, y complemento funcional completo CH50 (W1032),
inmunoglobulina E de suero humano (75/502), inmunoglobulinas G, A y M de suero humano(67/86), albimina de proteinas
de suero humano, alfa-1-antitripsina, alfa-2-macroglobulina, ceruloplasmina, complemento C3, transferrina (W1031),
inmunoglobulina anti-D intravenosa de control negativo (02/226), ARN de hepatitis A (00/560), antigeno superficial de
hepatitis B subtipo adw2 genotipo A (03/262 y 00/588), ADN viral de hepatitis B (97/746), ARN viral de hepatitis C (96/798),
antigeno p24 de HIV-1 (90/636), ARN de HIV-1 (97/656), genotipos de ARN de HIV-1 (conjunto de 10 101/466),
concentrado de fibrinégeno humano (98/614), fibrindgeno plasmatico humano (98/612), hemoglobina A2 aumentada
(89/666), hemoglobina F aumentada (85/616), cianuro de hemoglobina (98/708), heparina de bajo peso molecular (85/600
y 90/686), heparina no fraccionada (97/578), factor VIIl de coagulacion sanguinea y factor von Willebrand (02/150),
concentrado de factor VIII de coagulacion sanguinea humano (99/678), plasma de factor Xlll de coagulaciéon sanguinea
humano (02/206), factores Il, VII, IX, X de coagulacion sanguinea humanos (99/826), concentrado de factores Il y X de
coagulacion sanguinea humanos (98/590), antigeno carcinoembridnico humano (73/601), proteina C reactiva humana
(85/506), ferritina humana recombinante (94/572), apolipoproteina B (SP3- 07), beta-2-microglobulina (B2M), beta-
tromboglobulina humana (83/501), concentrado de factor IX de coagulacion sanguinea humano (96/854), concentrado de
factor IXa de coagulacion sanguinea humano (97/562), factor V de Leiden de coagulacion sanguinea humano, muestras de
ADNg humano de FV de tipo salvaje, homocigoto de FVL, heterocigoto de FVL (03/254, 03/260, 03/248), concentrado de
factor VIl de coagulacién sanguinea humano (97/592), concentrado de factor Vlla de coagulacién sanguinea humano
(96/520), antitrombina plasmatica humana (93/768), suero de antitiroglobulina humano (65/93), suero de antitoxoplasmosis
humano (TOXM), suero de antitoxoplasmosis humano (IgG) (01/600), inmunoglobulina de antivaricela zdéster humana
(W1044), apolipoproteina A-1 (SP1-01), suero de antiinterferén beta humano (G038-501-572), suero antirrubeola humano
(66/202), suero antinuclear de ribonucleoproteina (W1063), suero (homogéneo) de factor antinuclear (66/233), suero (1gG)
de antiparvovirus B19 (91/602), sueros tipos 1,2,3 de antipoliovirus (66/202), inmunoglobulina antirrabia humana (RAI),
inmunoglobulina antirrubeola humana (RUBI-1- 94), suero antimusculo liso (W1062), suero anti-ADN de dos hebras
(Wo/80), suero anti-E completo de grupo sanguineo humano(W1005), suero de echinococcus humano (ECHS),
inmunoglobulina antihepatitis A humana (97/646), inmunoglobulina antihepatitis B humana (W1042), suero antihepatitis E
humano (95/584), antigeno-1a plaquetario antihumano (93/710), antigeno-5b plaquetario antihumano (99/666), suero
antiinterferén alfa humano (B037-501-572), alfafetoproteina humana (AFP), ancrod (74/581), suero anti-A de grupo
sanguineo humano (W1001), suero anti-B de grupo sanguineo humano (W1002), suero anti-C completo de grupo
sanguineo humano (W1004), reactivo anti-D (anti-Rh0) completo de grupo sanguineo humano (99/836), suero anti-D (anti-
Rh0) incompleto de grupo sanguineo humano (W1006) e inmunoglobulina anti-D humana (01/572).

Otros ejemplos de sustancias adecuadas que pueden actuar como uno, o alternativamente el otro, miembro del par
de unidn que consta de conector de analito (grupo de captura) y analito, segun la aplicaciéon para la que deba
disefiarse un ensayo de afinidad, incluyen compuestos que pueden utilizarse como haptenos para generar
anticuerpos capaces de reconocer los compuestos, e incluyen, pero de forma no excluyente, cualquier sal, éster o
éter de los siguientes: hormonas, incluidas, pero de forma no excluyente, progesterona, estrogeno y testosterona,
progestinas, corticoesteroides y dehidroepiandrosterona, y cualquier antigeno no proteico/no polipeptidico que estén
listados en los estandares de referencia internacional de la OMS. Una lista parcial de estos estandares de referencia
internacional, identificados por la sustancia seguida de un cédigo en paréntesis de la OMS, incluye vitamina B12
(WHO 81.563), folato (WHO 95/528), homocisteina, transcobalaminas, T4/T3, y otras sustancias indicadas en el
catalogo de la OMS de Preparaciones de Referencia Biolégica Internacional de la OMS (disponible en la pagina web
de la OMS, por ejemplo en la pagina http://www.who.inti/bloodproducts/ref_materials/, actualizada el 30 de junio de
2005). Los métodos y composiciones descritos en este documento pueden constar de uno o mas de los estandares
de referencia de la OMS mencionados arriba o una mezcla que contenga un estandar de referencia.

En al menos una realizacién, la presente invencién proporciona una superficie de unién con dos o mas unidades de
captura distintas.

Otros ejemplos de sustancias que pueden actuar como uno, o alternativamente el otro, miembro de un par de unién que
consta de conector de analito (grupo de captura) y analito, segun la aplicacion para la que se deba disefiar un ensayo de
afinidad, incluyen drogas adictivas. Las drogas adictivas incluyen, por ejemplo, la siguiente lista de drogas y sus
metabolitos (por ejemplo, metabolitos presentes en sangre, en orina y otros materiales bioldgicos), asi como cualquier sal,
éster, éter de los mismos: heroina, morfina, hidromorfona, codeina, oxicodona, hidrocodona, fentanilo, demerol, metadona,
darvon, stadol, talwin, paregoérico, buprenex; estimulantes tales como, por ejemplo, anfetamina, metanfetamina;
metilanfetamina, etilanfetamina, metilfenidato, efedrina, pseudoefedrina, efedra, ma huang, metilendioxianfetamina (MDS),
fentermina, fenilpropanolamina; amifenazol, bemigrida, benzfetamina, bromantan, clorfentermina, cropropamida,
crotetamida, dietilpropion, dimetilanfetamina, doxapram, etamivan, fencanfamina, meclofenoxato, metilfenidato, niketamida,
pemolina, pentetrazol, fendimetrazina, fenmetrazina, fentermina, fenilpropanolamina, picrotoxina, pipradol, prolintano,
estricnina, sinefrina, fenciclidina y analogos tales como polvo de angel, PCP, ketamina; relajantes tales como, por ejemplo,
barbituratos, glutetimida, metaqualona, y meprobamato, metohexital, tiamilo, tiopental, amobarbital, pentobarbital,
secobarbital, butalbital, butabarbital, talbutal, y aprobarbital, fenobarbital, mefobarbital; benzodiazepinas tales como, por
ejemplo, estazolam, flurazepam, temazepam, triazolam, midazolam, alprazolam, clordiazepoxido, clorazepato, diazepam,
halazepam, lorazepam, oxazepam, prazepam, quazepam, clonazepam, flunitrazepam; drogas GHB tales como acido
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gamma hidroxilbutirico y gamma butirolactona; glutetimida, metaqualona, meprobamato, carisoprodol, zolpidem, zaleplon;
drogas cannabinoides tales como tetrahidracannabinol y analogos; cocaina, 3-4 metilendioximetanfetamina (MDMA);
alucinégenos tales como, por ejemplo, mescalina y LSD.

Otros ejemplos de sustancias que pueden actuar como uno, o alternativamente el otro, miembro de un par de unién que
consta de conector de ligando (grupo de captura) y analito, segun la aplicacion para la que se debe disefiar el ensayo de
afinidad, incluyen esteroides y otros farmacos asociados con la mejora del rendimiento, incluidos aquellos que
normalmente se encuentran en mercados ilicitos, o empleados como ayuda ergogénica, tales como, por ejemplo, los
siguientes compuestos y cualquier sal, éster o éter de los mismos: testosterona (incluidos sus ésteres con grupos tales
como, por ejemplo, enantato, cipionato y propionato), dihidrotestosterona (DHT), tetrahidrogestrinona, nandrolona,
nortestosterona, metenolona, estanozolol, metandrostenolona, metandienona, androstenediona (por ejemplo, 5a-
androstan-3,17-diona), androstenodiol tales como 1-androstenodiol (3(,173-dihidroxi-5a-androst-1-eno), 4-androstenodiol
(3b,17b-dihidroxi-androst-4-eno), 5-androstenodiol (3b,17b-dihidroxi-androst-5-eno), androstenodionas, tales como 1-
androstenediona ([5a-androst-1-en-3,17-diona), 4-androstenediona (androst-4-en-3,17-diona), 5-androstenediona (androst-
5-en-3,17- diona), norandrostenodiona, 19-norandrostenodiol, 19-norandrostenodiona, norandrostenodiol,
dehidroepiandrosterona (DHEA), boldenona, fluoximesterona, metandriol, metiltestosterona, oxandrolona, oximetolona,
trembolona, clostebol, dehidroclorometiltestosterona, dromostanolona, epitrenbolona, gestrinona, mesterolona,
metanodienona, metenolona, noretandrolona, oxandrolona, oximetolona, tetrahidrogestrinona (THG), trembolona,
clembuterol, y esteroides incluidos en el Acto de Control de Esteroides Anabdlicos de 2004 (incorporados en este
documento por referencia), incluidos 3b,17b-dihidroxi-5a-androstano; 3a,17b-dihidroxi-5a-androstano; androstanodiona,
bolasterona (7a,17a-dimetil-17b-hidroxiandrost-4-en-3-ona), boldenona (17b-hidroxiandrost-1,4,-dien-3-ona), calusterona
(7b,17a-dimetil-17b-hidroxiandrost-4-en-3-ona), clostebol (4-cloro-17b-hidroxiandrost-4-en-3-ona),
dehidroclormetiltestosterona  (4-cloro-17b-hidroxi-17a-metil-androst-1,4-dien-3-ona), 4-dihidrotestosterona (17b-hidroxi-
androstan-3-ona), drostanolona (17b-hidroxi-2a-metil-5a-androstan-3-ona), etilestrenol (17a-etil-17b-hidroxiestr-4-eno),
fluoximesterona  (9-fluoro-17a-metil-11b,17b-dihidroxiandrost-4-en-3-ona),  formebolona  (2-formil-17a-metil-11a,17b-
dihidroxiandrost-1,4-dien-3-ona), furazabol (17a-metil-17b-hidroxiandrostano[2,3-c]-furazan), 18a-homo-17b-hidroxiestr-4-
en-3-ona (13b-etil-17b-hidroxigon-4-en-3-ona), 4-hidroxitestosterona (4,17b-dihidroxi-androst-4-en-3-ona), 4-hidroxi-19-
nortestosterona (4,17b-dihidroxi-estr-4-en-3-ona), estanolona (17a-metil-17b-hidroxi-5a-androstan-3-ona), mesterolona (1a-
metil-17b-hidroxi-[5a]-androstan-3-ona), metandienona (17a-metil-17b-hidroxiandrost-1,4- dien-3-ona), metandriol (17a-
metil-3b,17b-dihidroxiandrost-5-ona), metenolona (1-metil-17b-hidroxi-5a-androst-1-en-3-ona), etiltestosterona (17a-metil-
17b-hidroxiandrost-4-en-3-ona), mibolerona (7a,17a-dimetil-17b-hidroxiestr-4-en-3-ona), nandrolona (17b-hidroxiestr-4-en-
3-ona), norandrostenodiol, 19-nor-4-androstenodiol (3b, 17b-dihidroxiestr-4-eno), 19-nor-4-androstenodiol (3a, 17b-
dihidroxiestr-4-eno), 19-nor-5-androstenodiol (3b, 17b-dihidroxiestr-5-eno), 19-nor-5-androstenodiol (3a, 17b-dihidroxiestr-5-
eno), norandrostenodiona, 19-nor-4-androstenediona (estr-4-en-3,17-diona), 19-nor-5-androstenediona (estr-5-en-3,17-
diona), norboletona (18a-homo-17b-hidroxipregna-4-en-3-ona), norclostebol  (4-cloro-17b-hidroxiestr-4-en-3-ona),
noretandrolona (17a-etil-17b-hidroxiestr-4-en-3-ona), oxandrolona (17a-metil-17b-hidroxi-2-oxa-[5a]-androstan-3-ona),
oximesterona (17a-metil-4,17b-dihidroxiandrost-4-en-3-ona), oximetolona (17a-metil-2-hidroximetilen-17b-hidroxi-[5a]-
androstan-3-ona), estanozolol (17a-metil-17b-hidroxi-[5a]-androst-2- en[3,2-c]-pirazol), estenbolona (17b-hidroxi-2-metil-
[6a]-androst-1-en-3-ona), testolactona (lactona del acido 13-hidroxi-3-oxo-13,17-secoandrosta-1,4-dien-17-oico), 1-
testosterona  (17b-hidroxi-5a-androst-1-en-3-ona), testosterona (17b-hidroxiandrost-4-en-3-ona), tetrahidrogestrinona
(13b,17a-dietil-17b-hidroxigon-4,9,11-trien-3-ona), trembolona (17b-hidroxiestr-4,9,11-trien-3-ona).

Otros ejemplos de sustancias que pueden actuar como uno, o alternativamente el otro, miembro de un par de union
que consta de conector de ligando (grupo de captura) y analito, segun la aplicacion para la que se debe disefiar el
ensayo de afinidad, incluyen antibidticos y otros farmacos administrados a animales (incluidos seres humanos) y
cuya deteccion es util en la practica clinica y cuya deteccién en una preparacion bioldégica puede conseguirse
utilizando, por ejemplo, un inmunoensayo. Ejemplos de estos farmacos incluyen antibidticos tales como los listados
en Preparaciones de Referencia Bioldgica Internacional de la OMS (disponible en
http://www.who.int/bloodproducts/ref _materials/Ant-Sept05.pdf, actualizado el 21 de septiembre de 2005.

Los ejemplos incluyen gentamicina (92/670), estreptomicina (76/539), tobramicina (82/510) y vancomicina (50/020).

En al menos una realizacion, la presente invencion proporciona una superficie de unién con al menos dos o mas
restos de captura diferentes.

Cualquiera de las caracteristicas de las diversas realizaciones descritas en este documento pueden utilizarse junto con
caracteristicas descritas en relacion a cualquier otra realizacion revelada. Por ejemplo, las caracteristicas reveladas en
relacion a las composiciones de la invencion pueden emplearse en cualquiera de los métodos descritos en este
documento, etc. Las caracteristicas descritas en relacion a las realizaciones diversas o especificas no deben
interpretarse como no adecuadas en relacion a otras realizaciones declaradas en este documento, a no ser que esta
exclusividad se afirme explicitamente o quede implicita a partir del contexto.

Determinadas realizaciones de la invencion se ilustran en las figuras y ejemplos que se adjuntan, los cuales se proporcionan
para ilustrar determinadas realizaciones de la invencion, y no pretenden imponer limitaciones a la invencion.
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Ejemplos

Ejemplo 1

Biotinilacion de baja proporcion de carga de albumina de suero bovino

Se biotinild6 BSA con sulfo-NHS-LC-biotina (sulfosuccinimidil-6- [biotinamido]hexanoato; Pierce Biotechnology Inc./ Thermo
Scientific) a varias proporciones de carga molar de biotina respecto a BSA (ver Tabla 1). En resumen, se disolvié sulfo-NHS-
LC-biotina (556,59 g/mol) en DMF (dimetilformamida) a una concentracion de 30 miligramos por mililitro (mg/ml), y se disolvio
BSA liofilizada (albumina de suero bovino, sin proteasa; Celliance Corporation, a Serologicals Company; 66.000 g/mol) en
tampdn borato 0,05 M de pH 8,2 a una concentracion de 15 hasta 20 mg/ml. La solucién de sulfo-NHS-LC-biotina se afadié a
la solucion de BSA de forma que la proporcion de carga molar de sulfo-NHS-LC-biotina respecto a BSA fuera de 3,4 hasta 30
(moles de sulfo-NHS-LC-biotina:moles de BSA). La reaccién se incubd durante 2 horas a 4 °C, y entonces se dializd
inmediatamente (es decir, diafiltracion o dialisis) con un tampén borato 0,05 M de pH 8,2 para eliminar el exceso de sulfo-NHS-
LC-biotina (es decir, el reactivo de biotina y el reactivo de biotina hidrolizado, biotina libre). Este procedimiento general se
utilizé en todo el proceso de preparacion de BSA biotinilada de baja proporcién de carga.

El grado de biotinilacion puede estimarse utilizando cualquier método conocido en la materia para la cuantificacion de
biotina. Un método adecuado es el ensayo colorimétrico HABA, el cual emplea acido 4'-hidroxiazobencen-2-
carboxilico (HABA), que es selectivo para biotina. Los moles de biotina unidos por mol de BSA se estimaron
mediante analisis HABA. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

El analisis de estabilidad de 17 lotes de biotinilacion independientes de BSA biotinilada se completé recubriendo PMP
tosilactivadas a 25 mg/ml (Dynale DYNABEADS MyOne Tosylactivated, 1,0 micra de diametro, Invitrogen Corporation) con
biotina-BSA durante 18-24 horas a 37-42 °C en tampon borato 0,1 M de pH 9,0 - 9,5 (0,030-0,050 miligramos de biotina-
BSA por mg de PMP), lavando las microparticulas con TBS (Tris 0,02 M, cloruro sédico 0,15 M) de pH 7,4, bloqueando la
superficie de microparticulas recubiertas con biotina-BSA con copolimero tribloque Pluronic® F108 (Pluronic® F-108 NF
Prill; BASF) 0,4% - 0,6% (p/v) en TBS de pH 7,4 durante 4-4,5 horas a 37-42 °C, lavando las microparticulas con TBS de
pH 7,4, dispersando las microparticulas de biotin-BSA en Pluronic® F108 0,4% - 0,6% (p/v) en TBS de pH 7,4, recubriendo
las microparticulas de biotina-BSA con SA (congelado, nunca liofilizado, SA21 SA-plus, Prozyme, Inc.) en TBS de pH 7,4
durante 30-50 minutos a temperatura ambiente (0,025-0,050 miligramos de SA por mg de PMP de biotina-BSA), lavando
las microparticulas tres veces con TBS de pH 7,4 con azida sddica (0,1% p/v), lavando las microparticulas con tampén de
microparticulas especifico del ensayo Access® Free T4, diluyendo las microparticulas de 25 mg/ml a 0,35 mg/ml con
tampodn de microparticulas especifico del ensayo Access® Free T4, incubando las microparticulas recubiertas con biotina-
BSA, recubiertas con SA a 4 °C o 37 °C durante 3 dias, y estudiando la capacidad de las microparticulas recubiertas con
biotina-BSA, recubiertas con SA de unirse al anticuerpo especifico de T4 libre biotinilado en el ensayo Access® Free T4
Assay (Beckman Coulter, Inc.). La estabilidad se determin6 calculando la media de las recuperaciones de calibrador
individuales de T4 libre en RLU (unidades de luz relativas, sefial o respuesta). El ensayo Access® Free T4 utiliza seis
calibradores diferentes (SO, S1, S2, S3, S4 y S5) con niveles de antigeno de 0 ng/ml a 6 ng/ml (ver Tabla 4). La
recuperacion se calculé dividiendo la respuesta en RLU del calibrador a 37 °C por la respuesta en RLU del calibrador a
4 °C y multiplicando el resultado por 100%. La estabilidad se calculé haciendo la media de la recuperacion en los seis
calibradores. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

La estabilidad es un indicador del cambio en la capacidad de unién de SA tras incubar la fase solida a 4 °C o 37 °C durante 3
dias. Una disminucion de la estabilidad es debida al desprendimiento o disociacién de biotina o reactivo de biotina unido de
forma pasiva de los conjugados de biotina-BSA (ver Fig. 11; linea discontinua: 37 °C; linea continua: 4 °C) y la posterior
captura de la biotina o reactivo de biotina libre por la SA con el tiempo. Los resultados indicaron que la biotina-BSA preparada
a proporciones de carga molar elevadas (es decir, 8:1, 15:1, 30:1) presentan una estabilidad muy deficiente. Cuando la
proporcién de carga molar de reactivo de biotina respecto a BSA se redujo de 30:1 a 4:1, la estabilidad mejoré de 4% a 100%.

TABLA1
ANALISIS DE ESTABILIDAD DE LA FASE SOLIDA DE BIOTINA-BSA RECUBIERTA CON SA PARA 17
LOTES DE BIOTINILACION INDEPENDIENTES
LOTE DE LOTE DE| PROPORCION DE CARGA MOLAR [(HABA (MOLES BIOTINA |ESTABILIDAD|

BIOTINILACION PMP* (MOLES BIOTINA POR MOL BSA) POR MOL BSA) (%)
C-0402-SP-129 5135:5 30:1 5:1 4,1
C-0406-SP-137A RP4162 4:1 1,6 93,9
C-0406-SP-138 RP4163 8:1 3,8 69,1
C-0406-SP-139A RP4164 15:1 8,9 24,8
C-0406-SP-137B RP4167 4:1 1,4 100,8
C-0406-SP-139B RP4168 15:1 9,2 16,0
C-0406-SP-142 RP4217 4:1 1,8 96,4
C-0406-SP-144 RP4219 4:1 1,6 102,2
C-0406-SP-146 RP4221 4:1 1,9 100,0
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C-0410-SP-155A RP4443 4:1 1,5 100,1
C-0410-SP-155B RP4444 4:1 1,3 98,4
C-0410-SP-156 RP4445 4:1 1,7 108,3
C-0501-SP-157 RP4658 4,6:1 2,3 101,7
519499 RP4659 3,4:1 1,2 114,4
519500 P4660 4:1 1,8 109,2
515033 P4661 4:1 1,8 102,1
515-34 P4696 4:1 2,0 107,1
PMP* = microparticula paramagnética

La BSA se biotinil6 a una proporcion de carga molar de 30 moles de sulfo-NHS-LC-biotina por mol de BSA. La BSA
biotinilada a 30:1 se anclé6 a PMP tosilactivadas Dynal® MyOne recubriendo las PMP tosilactivadas a 25 mg/ml con
biotina-BSA durante 18-24 horas a 37-42 °C en tampén borato 0,1 M de pH 9,0 - 9,5 (0,030-0,050 miligramos de biotina-
BSA por mg de PMP), lavando las microparticulas tres veces con TBS de pH 7,4, bloqueando la superficie de las
microparticulas recubiertas con biotina-BSA con Pluronic® F108 al 0,4% hasta 0,6% (p/v) en TBS de pH 7,4 durante 4-
4.5 horas a 37-42 °C, lavando las microparticulas tres veces con TBS de pH 7,4, dispersando las microparticulas tres
veces con Pluronic® F108 0,4% - 0,6% (p/v) en TBS de pH 7,4, recubriendo las microparticulas de biotina-BSA con SA
en TBS de pH 7,4 durante 30-50 minutos a temperatura ambiente (0,025-0,050 miligramos de SA por mg de PMP) y
lavando tres veces las microparticulas con TBS de pH 7,4. Las PMP al 25 mg/ml recubiertas con biotina-BSA,
recubiertas con SA se colocaron a 4 °C o 37 °C durante tres dias y se colocaron sobre un iman durante 10 minutos para
separar las PMP (recuperar las microparticulas de los tapones a 4 °C o 37 °C). Se reunieron los fluidos sobrenadantes
sin microparticulas de 4 °C y 37 °C y se analizaron los fluidos sobrenadantes utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion de exclusion por tamafio (SEC-HPLC; sistema Beckman Coulter System Gold HPLC, software 32 KARAT™
5.0, columna Phenomenex 300 x 7,80 mm BioSep-SEC-S 3000, fase mévil PBS pH 7,2, velocidad de flujo 1,0 ml/min,
volumen de muestra 0,050 ml, tiempo de operacién 17 minutos, deteccién con fotodiodos en serie de 200 a 400 nm).

El analisis SEC-HPLC a 210 nm del fluido sobrenadante de 37 °C revel6 un nivel significativamente mayor de analitos
de bajo peso molecular tanto a un tiempo de retenciéon (TR) de 10,8 minutos como a un TR de 12,4 minutos en
comparacion con el fluido sobrenadante de 4 °C. Se penso que estos picos eran biotina y/o reactivo de biotina que se
habia absorbido de forma pasiva a las moléculas de BSA durante el proceso de biotinilacién a una proporcion de carga
de 30:1 (reactivo de biotina:BSA) y que no se habian eliminado mediante la dialisis o la eliminacion de sales. Los
resultados también indican que no hay BSA ni SA detectable (por debajo del limite de deteccion del método) en el fluido
sobrenadante (TR de 7,8 hasta 8,2) y que el conjugado de biotina-BSA y/o la SA no se desprende de la fase sdlida.

Los resultados de SEC-HPLC respaldan los resultados de estabilidad (ver Tabla 1), pues la muestra de 30 de
reactivo de biotina:1 de biotina tuvo la reduccion mas significativa de estabilidad a 37 °C (95,9% de reduccion de
estabilidad, o 4,1% de estabilidad) en comparacion con la de 4 °C, y también presento la presencia de una cantidad
significativa de analito o analitos de bajo peso molecular en el fluido sobrenadante de 37 °C en comparacién con el
fluido sobrenadante de 4 °C. Una disminucion de la estabilidad es debida al desprendimiento o disociacién de biotina
o reactivo de biotina unido de forma pasiva de los conjugados de biotina-BSA, y la posterior captura de biotina o
reactivo de biotina libre por la SA con el tiempo.

El proceso de recubrimiento con biotina-BSA se optimizé biotinilando BSA utilizando 4 moles de sulfo-NHS-LC-biotina
por mol de BSA, ofreciendo 30, 40, 50 o 60 microgramos de biotina-BSA por mg de microparticulas (Dynal®
DYNABEADS MyOne Tosylactivated, 1,0 micra de diametro, Invitrogen Corporation), incubando la biotina-BSA con
las microparticulas durante 2, 4 o 18 horas a 37 °C o 40 °C en borato 0,1 M de pH 9,5, lavando las microparticulas
con TBS de pH 7,4, bloqueando las microparticulas con TBS de pH 7,4 que contiene Pluronic® F108 0,4% (p/v)
durante 4 horas a 37 °C, lavando las microparticulas tres veces con TBS de pH 7,4, dispersando las microparticulas
de biotina-BSA en TBS que contiene Pluronic® F108 0,4% (p/v), acoplando SA afadiendo 35 microgramos de SA por
mg de microparticulas e incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente y lavando las microparticulas
recubiertas de biotina-BSA, recubiertas de SA tres veces con TBS de pH 7,4.

Los resultados de las pruebas de rendimiento de ensayo (ensayos Access® Free T4 y Access® AccuTnl; Beckman
Coulter, Inc.), y de las pruebas de capacidad de union de IgG biotinilada, indicaron que el proceso de recubrimiento
con biotina-BSA es robusto cuando se afade de 30 a 50 ug de biotina-BSA por mg de microparticulas, a una
concentracion de microparticulas de 25 mg/ml, en tampoén borato 0,1 M de pH 9,5, y se incuban durante 18 a 24
horas a una temperatura de 37 °C a 42 °C. En resumen, el método de IgG blotlnllado marcado con I'® se utiliza para
evaluar la capacidad de uniéon marcando IgG biotinilada y no biotinilada con 1'% utilizando un grocedlmlento de
yodacién convencional (tanto el anticuerpo como el anticuerpo biotinilado se incuban con Nal’ y trihidrato de
cloroamina T a temperatura ambiente, se detiene cada una de las reacciones con metablsulflto de sodio, el
anticuerpo no biotinilado marcado con "2 y el anticuerpo biotinilado marcado con 1'% se purifican utilizando
columnas SEPHADEX G-50 preacondicionadas con BSA/PBS 0,5% /azida sodica 0,1%), el RPM total (recuento por
minuto)/mg de IgG- -1'® se calcula utlllzando un contador gamma, a las microparticulas recubiertas con SA se les
ofrece un exceso molar de biotina-IgG- "2 (absorC|on activa a través de los dominios de union a biotina) o IgG- |'%
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(absorcion pasiva o unién no especifica), las microparticulas se lavan 5 veces con un tampoén de lavado, las
microparticulas lavadas se colocan en un contador gamma para determinar el RPM total, y se determina la cantidad
de biotina-IgG capturada de una forma especifica restando el RPM de las microparticulas de SA recubiertas con IgG-
1'%® (control de unién no especifica) del RPM de las microparticulas de SA con biotina-IgG-1"%.

Ejemplo 2

La insaturacion reduce la capacidad de unién pero aumenta la sefial de ensayo

Una superficie de unién insaturada y orientada utilizando un sistema biotina/SA se preparé con biotina-BSA preparada a
una baja proporcion de carga molar de biotina respecto a BSA (4:1) utilizando PMP. En resumen, se preparé un lote de
microparticulas que tienen una superficie de union insaturada y orientada recubriendo PMP tosilactivadas Dynal® AKT-
100 con BSA biotinilada de baja proporcion de carga, bloqueando las microparticulas de biotina-BSA con Pluronic®
F108, dispersando las microparticulas de biotina-BSA bloqueadas en Pluronic® F108 y finalmente recubriendo las
microparticulas de biotina-BSA con SA. Ver Tabla 2, “muestra BCI”. A modo de comparacién, se estudié una
microparticula de unién a biotina comercial (Dynal® DYNABEADS MyOne Streptavidin T1, Invitrogen Corporation). Ver
Tabla 2, “control Dynal®”. La superficie insaturada y la superficie de unién a biotina comercial se prepararon utilizando
las mismas microparticulas de partida (PMP DynaK MyOne tosilactivada de 1,0 micras de Invitrogen Corporation).

Las superficies insaturadas y de unién a biotina comercial (es decir, recubierta con SA) se estudiaron para determinar la
capacidad de unién a biotina utilizando un ensayo de capacidad de union a biotina-C'* (Invitrogen Corporation). Los
resultados se muestran en la Tabla 2. En nivel del calibrador se presenta en nanogramos por ml. La capacidad de unién
a biotina de las microparticulas comerciales fue de 1400 pmol de biotina/mg, mientras que la capacidad de unién a
biotina de las microparticulas que tienen una superficie de union insaturada preparadas segun la invencién fue solo de
214 pmol de biotina/mg. Por tanto, las microparticulas de unién a biotina comerciales presentaron una capacidad de
unioén a biotina mas de seis veces superior que las microparticulas de igual diametro preparadas segun la invencion.

También se estudid la capacidad de unién a IgG biotinilada de las microparticulas. Las microparticulas comerciales
presentaron una capacidad de union a IgG biotinilada de 20,0 microgramos de IgG biotinilada por mg de
microparticulas, mientras que las microparticulas segun la invencién presentaron una capacidad de union de
6,7 microgramos de IgG biotinilada por mg de microparticulas. Por tanto, las microparticulas de union a biotina
comerciales presentaron una capacidad de union a IgG biotinilada de unas tres veces superior que las
microparticulas segun la invencion. No obstante, la capacidad de unién de biotina de las microparticulas comerciales
fue mas de seis veces mayor que las microparticulas segun la invencion.

TABLA 2
COMPARACION DE LAS CAPACIDADES DE UNION DE MICROPARTICULAS
INSATURADAS Y DE UNION A BIOTINA COMERCIALES

PREPARACION CAPACIDAD DE UNION CAPACIDAD DE UNION A
MICROPARTICULA* A BIOTINA IGG BIOTINILADA
(PMOL BIOTINA/MG) MG IGG/MG MICROPARTICULAS)
U.nic')n a'biotina- 1400 20,0
comercial (Invitrogen Corp.)
Insaturada 214 6,7

* Tanto las microparticulas comerciales como las insaturadas se prepararon utilizando el mismo lote
de PMP tosilactivadas Dynal® AKT-100

El rendimiento funcional de microparticulas de unién a biotina comerciales se comparé con el rendimiento de microparticulas
insaturadas preparadas segun la invencién en un ensayo para una proteina, troponina I. En resumen, las microparticulas de
union a biotina comerciales de una micra de diametro (Dynal® DYNABEADS MyOne Streptavidin T1, Invitrogen Corporation)
recubiertas con SA recombinante, y las microparticulas insaturadas de una micra de diametro recubiertas con SA segun la
invencion, se utilizaron en un ensayo de troponina | utilizando el ensayo Access® AccuTnl Assay (Beckman Coulter, Inc.), un
ensayo tipo sandwich, tratando las microparticulas recubiertas con SA con antitroponina | biotinilada y midiendo la respuesta
de ensayo en el calibrador de troponina | (Beckman Coulter, Inc.). Los resultados se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3
CQMPARACION DEL PROCESO DE RECUBRIMIENTO DE LA INVENCION RESPECTO AL
METODO COMERCIAL DYNAL® UTILIZANDO MICROPARTICULAS TOSILACTIVADAS EN
EL ENSAYO ACCESS® ACCUTNI

PARAMETRO . -
RESPUESTA CALIBRADOR (o] ETOPO DYNAL® (RLU) | METODO BCI (RLU)
S0=0 13.023 8116
S1=03 49.030 54.986
S2=12 149.472 194.922
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S3=5 587.250 779.833
S4=25 2.870.740 3.829.280
S5 =100 9.611.635 12.422.050
% CV RESPUESTA CALIBRADOR
S0=0
% CV DOSIS CALIBRADOR (NG/ML)
S1=0,3 1,0 1,8
S2=1.2 1,8 0,7
S3=5 3,6 04
S4=25 3,2 1,0
S5=100 4,6 1,7
PROPORCIONES
S1/S0 3,8 6,8
S5/S0 738 1531

La Tabla 3 ilustra que, en un rango de niveles de calibrador (S1 hasta S5), las microparticulas insaturadas segun la
invencion presentan unas lecturas de RLU mayores que las microparticulas comerciales, y unas lecturas de RLU de
fondo mas bajas (S0) que las microparticulas comerciales. Este resultado es sorprendente e inesperado porque las
microparticulas insaturadas segun la invencion presentan una capacidad de uniéon a biotina inferior que las
microparticulas de unién a biotina comerciales (ver Tabla 2). La respuesta de calibrador fue mayor para las
microparticulas insaturadas en casi todo el rango. La precision de ensayo, medida como % de CV de la respuesta del
calibrador del SO (CV = coeficiente de variacion), fue mas de dos veces superior para las microparticulas insaturadas.
Sin embargo, las microparticulas insaturadas tuvieron una respuesta en RLU de SO significativamente menor en
comparacion con las microparticulas comerciales (8116 vs. 13.023), y una diferencia pequefia en los RLU entre
repeticiones puede dar lugar a un % de CV mayor cuando la sefial de RLU disminuye. La imprecision del ensayo,
expresada como % de CV de la dosis del calibrador, fue, en promedio, significativamente menor para las microparticulas
insaturadas. En cuanto al rango dinamico, las proporciones de S1/S0 y S5/S0 fueron unas dos veces superiores para
las microparticulas insaturadas. Por tanto, aunque las microparticulas segun la invencion se unen a menos biotina (y,
por consiguiente, menos IgG biotinilada), tienen un rendimiento inesperadamente mejor en un ensayo de afinidad
funcional y tienen un ruido o unién no especifica reducidos, en comparacion con las microparticulas comerciales.

El rendimiento de las microparticulas recubiertas con SA de 2,8 micras de diametro comerciales (Dynal® DYNABEADS
M-280 Streptavidin, capacidad de unién a biotina de 650 hasta 900 picomoles de biotina por mg, Invitrogen Corporation)
se comparo con el rendimiento de las microparticulas recubiertas con SA de 1,0 micras de diametro preparadas segun
la invencion (capacidad de unién a biotina de aproximadamente 214 picomoles de biotina por mg; ver Tabla 2) en el
ensayo Access® Free T4 (Beckman Coulter, Inc.). Se analizd T4 libre utilizando el ensayo Access® Free T4, un ensayo
competitivo, tratando las microparticulas recubiertas con SA (PMP de 2,8 micras de diametro recubiertas con SA para el
“Método Dynal®”; PMP de 1,0 micras de diametro recubiertas con SA preparadas segun la invencion para el “Método
'BC™) con anti-T4 biotinilado segun la invenciéon y midiendo la respuesta de ensayo en un calibrador de T4 (Beckman
Coulter, Inc.). Los ensayos se realizaron en un sistema de inmunoensayo Access® 2 (Beckman Coulter, Inc.), y los
resultados en RLU obtenidos en este sistema se muestran en la Tabla 4.

TABLA 4
COMPARACION DEL PROCESO DE RECUBRIMIENTO DE LA INVENCION EN PMP DE 1,0 MICRAS CON UN
METODO COMERCIAL UTILIZANDO PMP DE 2,8 MICRAS TOSILACTIVADAS EN UN ENSAYO DE T4 LIBRE
PARAMETRO . -
RESPUEGTA CALIBRADOR (NGML) METODO DYNAL® (RLU) METODO BCI (RLU)
S0=0 1.409.355 1.486.955
S1=05 616.624 672.265
S2=10,9 302.663 331.858
S3=1,97 113.027 119.425
S4=2,96 68.655 70.185
S5 = 6,08 34.120 34.385
% CV CALIBRADORES
S1=05 1,7 1,4
S2=10,96 1,1 2,1
S3=1,97 18 2,0
S4=2,9 2,7 0,0
S5 = 6,08 1,0 3,8
PROPORCIONES
S1/S0 43,8 45,2
S2/S0 21,5 22,3
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S3/ S0 8,0 8,0
S4/ S0 4,9 4,7
S5/ S0 2,4 2,3

Como se muestra en la Tabla 4, las microparticulas recubiertas con SA de 1,0 micras preparadas segun la invencion
dieron aproximadamente la misma sefial para el analito (T4 libre) que las microparticulas recubiertas con SA de
2,8 micras de diametro comerciales. Este resultado es inesperado y sorprendente porque las microparticulas
insaturadas segun la invencion presentan una capacidad de union a botina menor que las microparticulas antibiotina
comerciales (Dynal® DYNABEADS M-280 Streptavidin, capacidad de unién a biotina de 650 a 900 picomoles de
biotina por mg, Invitrogen Corporation). Preparar microparticulas segun la invencién, como se ilustra en las tablas de
arriba (ver Tablas 2, 3 y 4) da lugar a una superficie de union insaturada, con lo que se reduce el numero de ligandos
(biotinas). Las microparticulas segun la invencion se unen menos (214 picomoles por mg para las microparticulas
segun la invencion, en comparacion con 650 a 900 picomoles por mg para las microparticulas DYNABEADS M-280
comerciales, y mas de 1.000 picomoles por mg para las microparticulas DYNABEADS MyOne SA T1), pero actuan
mejor (ver Tabla 3 y Tabla 4). Las microparticulas de 1,0 micras segun la invencién se unen ligeramente menos que
una microparticulas de 2,8 micras, pero las microparticulas de la invencidon generan mas sefal.

En general, los resultados establecen que las microparticulas insaturadas segun la invencion, aunque tienen una
capacidad de union inferior que las microparticulas comerciales, producen sefiales de ensayo que son tan buenas
como, o mejores que, las microparticulas comerciales. Esto es cierto incluso para superficies de unién de la
invencion con capacidades de union significativamente inferiores que las microparticulas comerciales.

Ejemplo 3

Preparar una superficie insaturada empleando una etapa de dispersion

La biotina-BSA preparada utilizando una proporcion de carga molar baja de reactivo de biotinilacion respecto a BSA (4:1) se
utilizé en un método de dispersion para preparar una superficie de union insaturada. En resumen, la biotina-BSA (preparada
como se ha descrito arriba) se anclé covalentemente a microparticulas Dynal® como se ha descrito arriba para producir una
superficie que estaba insaturada con respecto al nimero de biotinas por unidad de area superficial de soporte. Entonces, las
microparticulas recubiertas se emplearon en una etapa de dispersion antes de afiadir SA.

En los estudios iniciales se utilizé un hemocitometro (analisis de microscopio) para evaluar el estado de agregacion de las
microparticulas recubiertas con biotina-BSA, preparadas como se describe arriba, (1) antes de la adicién de SA, (2) después
de la adicion gota a gota de una solucién de microparticulas recubiertas con biotina-BSA de 10 mg/ml a una solucion de SA en
agitacion continua (0, 125, 250, 375, 500, 750 o 1000 microgramos de SA por ml) y (3) después de la adicion de diferentes
cantidades de una solucion de SA de 18 mg/ml (25, 50, 75, 100, 150 o 200 microgramos de SA por mg de microparticulas) a
una solucién de microparticulas recubiertas con biotina-BSA de 10 mg/ml. Los resultados con hemocitémetro se dieron como
monémeros (microparticulas unitarias), dimeros (agregados de dos microparticulas), trimeros (agregados de ftres
microparticulas), agregados pequefios (agregados de 4 a 10 microparticulas) y agregados grandes (agregados de mas de
10 microparticulas). Los agregados se definen como la asociacion de dos o mas microparticulas de biotina-BSA a través de un
entrecruzamiento con SA (es decir, la SA es multivalente con cuatro unidades y cada unidad tiene un dominio de unién a
biotina). Los resultados con hemocitémetro indicaron que las microparticulas con biotina-BSA estaban monodispersas (solo
mondmeros o dimeros) antes de la adicion de SA, agregadas en su mayoria (agregados grandes) cuando las microparticulas
de biotina-BSA se titularon (gota a gota) en soluciones de SA de hasta 750 microgramos de SA por mililitro, monodispersas
(trimeros, dimeros y mondmeros) cuando las microparticulas de biotina-BSA se titularon (gota a gota) en soluciones de SA de
1000 microgramos de SA por mililitro y muy agregadas (agregados grandes) cuando se afiadidé SA a microparticulas de
biotina-BSA en todas las concentraciones estudiadas. En este documento, el término sustancialmente monodisperso significa
una poblacion de microparticulas que existen sustancialmente solo como mondémeros y dimeros.

Las microparticulas recubiertas con biotina-BSA, recubiertas con SA preparadas mediante adicion gota a gota de
microparticulas recubiertas con biotina-BSA a una solucién de SA en agitacion, o mediante la adicién de una solucion de
SA a una solucion de microparticulas de botina-BSA en agitacién, pudieron llevarse a un estado temporal de
monodispersiéon (mayoritariamente trimeros, con dimeros y monémeros) sometiendo las microparticulas recubiertas con
SA a una energia de sonicacion (2 x 300 vatios durante 60 segundos) con agitacion, pero las microparticulas no
continuaron monodispersas con el tiempo y volvieron a estar muy agregadas. La energia de sonicacion no dio lugar a
microparticulas recubiertas con biotina-BSA y recubiertas con SA permanentemente monodispersas, y no pudo
reducirse la propension de las microparticulas de biotina-BSA a agregarse debido al entrecruzamiento a través de SA.

Se realizaron estudios con hemocitémetro para determinar la cantidad de Pluronic® F108 (17 niveles de dilucion
desde 0 pyM hasta 1000 uM de Pluronic® F108 en agua) necesaria para obtener una monodispersion de
microparticulas hidréfobas (PMP de poliestireno de 1,03 micras, n.° cat. M1-070/40, EMD Biosciences, Inc.). Los
resultados de estos estudios indicaron que las microparticulas M1-070/40 estaban sustancialmente monodispersas
(es decir, solo mondémeros y dimeros) a concentraciones de Pluronic® F108 desde 27,04 ug de Pluronic® F108/mg
de microparticulas (nivel de dilucion 6) hasta 2027,7 ug de Pluronic® F108/mg de microparticulas (nivel de dilucion
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15). Las microparticulas se agregaban a concentraciones de Pluronic® F108 inferiores a 27,04 ug de Pluronic®
F108/mg de microparticulas, y a concentraciones superiores a 2027,7 ug de Pluronic® F108/mg de microparticulas
(con toda probabilidad debido al apilamiento en varias capas de copolimeros tribloque). Los calculos de area
superficial predijeron que una monocapa teérica de Pluronic® F108 necesitaria al menos 4,1 uyg de Pluronic®
F108/mg de microparticulas, suponiendo una area superficial interfacial de 20 nm? por molécula de Pluronic® F108, y
una area superficial de microparticulas de 38,38 cmZ/mg (basado en una esfera perfectamente redonda de superficie
lisa de 1,03 ym). Deberia tenerse en cuenta que las microparticulas de M1-070/40 no eran uniformes en cuanto a
tamanfio o superficie lisa (distribucién de tamafio heterogénea), y contenian una gran poblacion de finos de menos de
1,03 micras de diametro (basado en analisis de tamafio de microparticulas utilizando un analizador de tamafio de
particulas de difraccion laser Beckman Coulter LS13 320). Tanto los finos de microparticulas como una superficie de
microparticulas rugosa indicaria que las microparticulas M1-070/40 tienen una area superficial mayor por mg que la
calculada arriba. Los resultados con el hemocitometro respaldaron este suposicion puesto que se necesité mas de
27 ug de Pluronic® F108/mg de microparticulas para una monodispersion de microparticulas. Los resultados de este
estudio indicaron que Pluronic® F108 puede dar lugar a una monodispersién de microparticulas a concentraciones
desde 27,04 hasta 2027,7 ug de Pluronio® F108/mg de microparticulas (niveles de dilucién de 6 hasta 15).

Los lotes especificos de microparticulas (Dynal® DYNABEADS MyOne tosilactivadas, 1,0 micra de diametro, Invitrogen
Corporation) recubiertas con biotina-BSA tenian una area superficial de 74 a 84 cm?mg (segun el certificado de andlisis;
Invitrogen Corporation). En base a estos valores, y a los estudios con hemocitometro de Pluronic® F108 arriba indicados,
se calculd que una solucién de Pluronic® F108 al 0,4% (p/v) (0 4 mg/ml), que contiene 25 mg de microparticulas de biotina-
BSA por ml, daria aproximadamente 160 ug de Pluronic® F108/mg de microparticulas. Puesto que las microparticulas M1-
070/40 de 1,03 micras (EMD Biosciences, Inc.) utilizadas en el estudio con hemocitémetro de Pluronic® F108 tenian una
area superficial superior a 38,38 cm2/mg, y estaban monodispersas a concentraciones de 27,04 a 2027,7 ug de Pluronic®
F108/mg de microparticulas, se utilizé una solucion de Pluronic® F108 al 0,4% (p/v), o 160 pg de Pluronic® F108/mg de
microparticulas para los estudios de dispersion iniciales para asegurar que estaba presente una cantidad suficiente de
Pluronic® F108 para promover la monodispersion de microparticulas de biotina-BSA.

Las microparticulas recubiertas con biotina-BSA y recubiertas con SA preparadas afiadiendo SA (25 hasta 50 ug de
SA/mg de microparticulas) a microparticulas de biotina-BSA al 25 mg/ml dispersas en un tampén PBS (fosfato sédico
20 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 7,2) que contenia Pluronic® F108 (Pluronic® F-108 NF Prill, BASF) al 0,4% (p/v),
o tampon TBS (Tris 20 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 7,2) que contenia Pluronic® F108 al 0,4% (p/v), estaban
monodispersas tras la adicion de SA.

Las microparticulas siguieron monodispersas independientemente del orden de adicion de SA (es decir, microparticulas de
biotina-BSA afiadidas gota a gota a SA, o SA afiadida a microparticulas de biotina-BSA), siempre que las microparticulas de
biotina-BSA estuvieran dispersas en una solucion que contenia Pluronic® F108 al 0,4% (p/v) antes de su combinacion con
SA. A diferencia del uso de sonicacion como se ha indicado arriba, las microparticulas recubiertas con biotina-BSA y
recubiertas con SA siguieron monodispersas si las microparticulas de biotina-BSA se dispersaban en un tampén que contenia
Pluronic® F108 antes de su combinacion con SA. Por tanto, Pluronic® F108 al 0,4% (p/v) actué con éxito como agente de
dispersion para promover la monodispersion de microparticulas de biotina-BSA tanto antes como después de la combinacion
de microparticulas de biotina-BSA mejorando la estabilidad coloidal de las microparticulas (hidrofobicidad de la superficie de
soporte de la microparticula reducida, carga negativa de la superficie de soporte de la microparticula aumentada debido a los
grupos hidroxilo que cuelgan de Pluronic® F108 y repulsién de microparticulas aumentada debido a la repulsion de las cargas
negativas de superficie a superficie) y permitiendo que las moléculas de SA se unan con todas las biotinas de la superficie de
las microparticulas disponibles (no unidas y accesibles) antes de que pueda ocurrir el entrecruzamiento de microparticulas. El
entrecruzamiento solo puede ocurrir si las biotinas de las microparticulas estan disponibles, y si al menos dos de los cuatro
dominios de unién de la SA pueden unirse a dos biotinas no unidas y accesibles de dos microparticulas distintas.

Se determind empiricamente que Pluronic® F108 actuaba de agente de dispersion para microparticulas recubiertas con BSA
biotinilada de baja proporcién de carga a concentraciones desde 0,4% hasta 0,6% (p/v). En resumen, la combinacion de
proporcion de carga de SA (10, 15, 25 y 35 ug de SA/mg de microparticulas de biotina-BSA), tiempos de incubacién (30 y
60 minutos) y porcentaje de Pluronic® F108 (0,4 hasta 0,6% p/v) se evaluaron para optimizar la etapa de dispersion. Los
resultados de los estudios de rendimiento de ensayo (ensayos Access® Free T4 y Access® AccuTnl; Beckman Coulter, Inc.) y
los estudios de capacidad de unién a IgG biotinilada indicaron que el proceso de dispersion es robusto cuando se afiade de 25
hasta 35 ug de SA por mg de microparticulas de biotina-BSA, a una concentracién de microparticulas de 25mg de
microparticulas de biotina-BSA/ml, en un tampdén TBS (Tris 20 mM, cloruro sédico 150 mM, pH 7,2) que contiene Pluronic®
F108 a una concentracién del 0,4% al 0,6% (p/v) y se incuba durante 30 hasta 60 minutos.

Una vez que las microparticulas biotiniladas se trataron y se dispersaron en una solucién de Pluronic® F108 a una
concentracion del 0,4 al 0,6% (p/v) se pudieron afiadir bajos niveles o cantidades de SA a las microparticulas
biotiniladas sin la formacion de agregados o aglomeraciones de microparticulas. Este proceso dio lugar a una
monodispersion de microparticulas después del recubrimiento de microparticulas con SA. Una ilustracién del proceso
se muestra en la Fig. 6, la cual muestra el tratamiento con SA de microparticulas recubiertas en ausencia de
Pluronic® F108 e ilustra la monodispersién que resulta del tratamiento con Pluronic® F108.
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Ejemplo 4

Relacién sefial-ruido aumentada debido a la insaturacion y orientacion de la SA, el bloqueo superficial aumentado y la
eficiencia de unién mejorada

Se llevo a cabo una comparacion en dos plataformas de ensayo entre la relacion sefial-ruido de las microparticulas
convencionales y la de las microparticulas insaturadas de la invencion, las cuales se caracterizan por la insaturacion
y orientacion de la SA, el bloqueo aumentado de la superficie y la eficiencia de unién mejorada.

Se cre6 una superficie de unién dirigida contra un péptido natriurético tipo B o péptido natriurético cerebral (BNP) sobre
microparticulas convencionales (microparticulas M1-070/40, EMD Biosciences) utilizando un recubrimiento primario de
anticuerpo GxBiotin (antibiotina de cabra) de la superficie de una microparticula, seguido de un recubrimiento secundario
con un fragmento Fab biotinilado OMNICLONAL® (Biosite, Inc.) dirigido contra BNP. En pocas palabras, el recubrimiento
primario de IgG GxBiotin se aplicé a microparticulas al 10 mg/ml utilizando una reaccién con carbodiimida activando los
grupos carboxilo superficiales de la microparticula (70 hasta 100 pmoles de COOH/g) con aproximadamente 6 hasta
10 moles de EDC (hidrocloruro de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida; Pierce Biotechnology Inc./ Thermo Scientific)
y de 6 a 10 moles de sulfo-NHS (n-hidroxisulfosuccinimida; Pierce Biotechnology Inc./ Thermo Scientific) por mol de
carboxilos superficiales en MES de pH 5,5, incubando las microparticulas con agentes de activacion durante un tiempo de
30 a 35 minutos, eliminando el exceso de agentes de activacion lavando las microparticulas tres veces con MES de pH 5,5,
afnadiendo 40 microgramos de IgG GxBiotin por mg de microparticulas activadas, incubando las microparticulas activadas
con IgG GxBiotin durante un tiempo de 120 a 135 minutos, eliminando el exceso de IgG GxBiotin y neutralizando los
grupos carboxilo activados residuales con un tampoén basado en glicina, arrancando la IgG GxBiotin absorbida de forma
pasiva utilizando tapones de pH bajo (pH 2,5) y elevado (pH 8.0) que contienen el surfactante TRITON® X-100
(polietilenglicol p-(1,1,3,3- tetrametilbutil)-fenil éter), y bloqueando la superficie de la microparticula con BSA.

El recubrimiento secundario se aplicd lavando las microparticulas con un recubrimiento primario de IgG GxBiotin en
un diluyente de BNP especifico del ensayo, afadiendo 10 microgramos Fab BNP biotinilado por mg de
microparticulas de GxBiotin, incubando Fab BNP biotinilado con las microparticulas durante un tiempo de 90 a
135 minutos a temperatura ambiente, lavando las microparticulas para eliminar el exceso de Fab BNP biotinilado y
diluyendo las microparticulas recubiertas con BNP hasta 1,0 mg/ml con un diluyente de BNP especifico del ensayo.

Las microparticulas insaturadas segun la invenciéon se prepararon anclando covalentemente BSA biotinilada de baja
proporcion de carga a PMP tosilactivadas Dynale AKT-100, donde la BSA fue biotinilada a una proporcion de carga molar
baja de 4 moles de biotina por 1 mol de BSA, seguido de bloqueo de las microparticulas de biotina-BSA con Pluronic®
F108, dispersion de las microparticulas de biotina-BSA bloqueadas en Pluronic® F108 y finalmente recubrimiento de las
microparticulas de biotina-BSA con SA. La proporcion de carga del anticuerpo monoclonal fue la misma para las
microparticulas recubiertas convencionales y las microparticulas insaturadas. El Fab OMINCLONAL biotinilado se dirigio
contra BNP. Se evaluaron las microparticulas recubiertas convencionales y las microparticulas insaturadas a la misma
concentracion de microparticulas (1,0 mg/ml), y se estudiaron en formatos de ensayo Access® idénticos (Beckman Coulter,
Inc.) con idénticos reactivos, muestras de control y muestras de pacientes. Los resultados se muestran en la Tabla 5.

Se midié la relacion sefal-ruido para las microparticulas convencionales y las insaturadas en cada una de las dos
plataformas de ensayo (Beckman Coulter, Inc.): el sistema de inmunoensayo UniCel® DxI 800 Access® Immunoassay
System (sistema de rendimiento relativamente elevado) y el sistema de inmunoensayo Access® 2 Immunoassay System
(sistema de rendimiento relativamente bajo). Se midi6 la respuesta de calibrador en un intervalo de niveles de calibrador y
para 13 muestras de pacientes separadas. Los resultados se muestran para las microparticulas convencionales (“Control”
en la Tabla 5) y para las microparticulas insaturadas (“Dev 3” en la Tabla 5) en RLU. El sesgo de ensayo de la plataforma,
expresado como “% sesgo” se determind de la misma forma tanto para las microparticulas de control como las
insaturadas. El término “sesgo” se refiere a las diferencias de dosis de ensayo que pueden ocurrir entre sistemas de
ensayo cualquiera, incluidos el sistema Access® 2 Immunoassay System y el sistema UniCel® Dxl 800 Access®
Immunoassay System, debido a diferencias en el hardware, disefio y rendimiento (esto es, el sistema Access® 2
Immunoassay System puede realizar 100 ensayos por hora, y el sistema UniCel® DxI 800 Access® Immunoassay System
puede realizar 400 ensayos por hora), aunque ambas plataformas utilicen reactivos y suministros idénticos. Cualquier
sesgo puede atribuirse a diferencias en la forma en que cada plataforma soénica, mezcla, lava e incuba el reactivo de
microparticula. Se calculd la dosis media para las microparticulas convencionales y para las microparticulas insaturadas.

Como se ilustra en la Tabla 5, las medidas del sesgo para las microparticulas segun la invencion fueron mejores en general
que para las microparticulas convencionales. La Tabla 5 también demuestra que para las microparticulas insaturadas: (1)
el fondo fue inferior (comparar SO con S1-S5), (2) la sefial respecto al fondo fue mas favorable en todos los niveles de
calibrador y en todas las muestras de pacientes y (3) la sensibilidad fue mayor para todos los niveles de calibrador y todas
las muestras de pacientes. Por tanto, las mlcropamculas insaturadas consiguieron un aumento de la seial de ensayo (por
eJempIo utilizando la plataforma Dxl, 13 x 10° RLU a S5 para las microparticulas convencionales, en comparacién con 23 x
10° RLU a S5 para las microparticulas insaturadas de la |nvenC|on) y una disminucion significativa del ruido o fondo de
ensayo (por efemplo, utlllzando la plataforma DxI, 10 x 10° RLU a SO para las microparticulas convencionales, en
comparacion con 7 X 10° RLU a SO para las microparticulas insaturadas de la invencion).
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TABLA 5
ENSAYO DE SENAL AUMENTADA DEBIDO AL ANTICUERPO BIOTINILADO INSATURADO Y ORIENTACION
SOBRE UNA SUPERFICIE DE UNION DE MICROPARTICULA
*MUESTRA CONTROL DEV 3
PARAMETRO (% D SESGO % SESGO
REPUESTA CALIBRADOR MEDIA UN:&EL@ Aczc(:Eg)s ®| * bxiaz) UN:&EL@ ACCESS®2| (Dxl/A2)
(PICOGRAMO/ML)
S0=0 10.778 | 10.166 106 7554 6535 116
$1=29 63.634 | 46.350 137 143.801 | 106.980 134
§2=113 268.760 | 186.100 144 665.839 | 493.437 135
S3=525 1.310.426 | 953.801 137 3.195.942 | 2.538.410 126
S4 = 2465 6.850.244 | 5.802.479 118 14.054.826 | 13.111.100 [ 107
S5 = 4841 13.366.055 [12.411.410 108 23.141.201 | 23.554.060 98
Dosis media
Qc 1 90,76 89,23 102 88,46 91,37 97
Qc 2 419,01 | 40532 103 417,08 419,32 99
Qc3 217464 | 212520 102 213645 | 214501 100
Paciente 1 94,05 84,09 112 112,49 118,93 95
Paciente 2 72,46 62,89 115 90,44 94,43 96
Paciente 3 57,51 49,23 117 73,91 74,93 99
Paciente 4 171,74 | 158,64 108 197,03 215,25 92
Paciente 5 417,49 | 369,84 113 589,08 578,74 102
Paciente 6 82,20 75,21 109 78,65 82,89 95
Paciente 7 131,27 | 119,80 110 168,63 171,98 98
Paciente 8 55,68 50,79 110 62,06 62,87 99
Paciente 9 66,79 61,65 108 91,96 91,62 100
Paciente 10 55,34 51,21 108 72,34 72,48 100
Paciente 11 51,59 45,63 113 53,19 53,15 100
Paciente 12 57,26 52,38 109 69,96 70,17 100
Paciente 13 105,51 93,47 113 143,18 142,86 100
Dosis media 110 98
" INST (N=5 PARA CADA UNA):

Se realizé otra comparacion de las microparticulas segun la invencion y una microparticula de unién comercial (ver
Tabla 2 para una descripcion de las microparticulas). En esta comparacion, se obtuvo una microparticula comercial
Dynal® (Invitrogen Corporation), preparada recubriendo con un recubrimiento primario PMP tosilactivadas Dynal®
AKT-100 con SA recombinante. El rendimiento de la microparticula comercial recubierta con SA se comparé con una
microparticula segun la invencién producida recubriendo PMP tosilactivadas Dynal® AKT-100 con BSA biotinilada de
baja proporciéon de carga, bloqueando las microparticulas de biotina-BSA con Pluronic® F108, dispersando las
microparticulas de biotina-BSA en Pluronic® F108, y finalmente recubriendo las microparticulas de biotina-BSA con
SA. Tanto las microparticulas comerciales como las microparticulas insaturadas se utilizaron en un ensayo de
troponina | (ensayo Access® AccuTnl; Beckman Coulter, Inc.) empleando un anticuerpo biotinilado contra Tnl como
grupo de captura. Las microparticulas comerciales y las microparticulas insaturadas de la invencion se evaluaron a la
misma concentracion de microparticulas y se estudiaron en el formato de ensayo idéntico con idénticos reactivos,
muestras de control y muestras de pacientes. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

TABLA 6
RELAC!ON SENAL-RUIDO DE ENSAYO’AUMENTADA DEBIDO A LA INSATURACION Y
ORIENTACION DE SA, Y A LA INSATURACION Y ORIENTACION DEL POS’TERIOR ANTICUERPO
BIOTINILADO SOBRE UNA SUPERFICIE DE MICROPARTICULA
PARAMETRO
RESPUESTA CALIBRADOR METODODYNAL® METODO BCI
(PICOGRAMOS/ML)
S0=0 13.023 8116
S1=29 49.030 54.986
S2 =113 149.472 194.922
S3 =525 587.250 779.833
S4 = 2465 2.870.740 3.829.280
S5 =4841 9.611.635 12.422.050
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S0 =0 1.9 43
% CV DOSIS CALIBRADOR
S1=29 1,0 1.8
S2=113 18 0,7
S3 =525 3,6 0,4
S4 = 2465 3,2 1.0
S5 = 4841 4,6 17
S1/S0 3,8 6,8
S5/S0 738 1531

Las microparticulas insaturadas de la invencion dieron lugar a un aumento significativo de la sefial de ensayo en
comparacion con las microparticulas comerciales (por ejemplo, S5 aumento de 9,6 x 10° RLU hasta 12,4 x 108 RLU), y una
disminucién significativa del ruido o fondo de ensayo (por ejemplo, SO disminuy6 de 13 x 10° RLU hasta 8 x 10° RLU). Por
tanto, las microparticulas insaturadas de la invencion presentaron una relacion sefial-ruido de ensayo aumentada debido a
la naturaleza insaturada y orientacion de la SA sobre la superficie de unién de las microparticulas y a su efecto de
insaturacion y orientacion acumulativo en el anticuerpo biotinilado afiadido posteriormente Nota: las comparaciones de
arriba del método Dynal® y el método BCI utilizaron el método optimizado Dynal® (producto comercializado, Dynal®
DYNABEADS MyOne Streptavidin T1; Invitrogen Corporation), pero no el método BCI optimizado. Los ensayos posteriores
de Tnl (ensayo Access® AccuTnl) de las microparticulas insaturadas utilizando el método BCI optimizado dio lugar a un
aumento aun mas significativo de la sefial de ensayo (esto es, S1 = 80.000 RLU, S5 = 18.300.000 RLU), un ruido o fondo
de ensayo similar (esfo es, SO = 8.500 RLU) y unas relaciones de curva aumentadas (esto es, S1/S0 = 9,4, S5/S0 = 2.130).

Ejemplo 5
Reduccién de la unién no especifica

Se llevaron a cabo estudios que revelaron reducciones en la uniéon no especifica utilizando microparticulas preparadas
segun la invencion, puesto que la unién no especifica es un fenémeno no deseado en muchos formatos de ensayo. La
union no especifica describe acontecimientos de union artefactual en un inmunoensayo que implica sus componentes
y/o superficies de soporte que proporcionan subproductos indeseables que pueden alterar los parametros de
rendimiento incluida, como ejemplo no excluyente, la relacion sefial-ruido. La unién no especifica puede implicar unién a
la propia superficie de soporte en fase sélida y/o al complejo ligando::acoplador a soporte depositado sobre la superficie
de soporte. Se examind la realizacién especifica de una microparticula empleando BSA como acoplador a soporte.

BSA es una albumina (albumina de suero bovino) y las albuminas pueden unirse a hormonas tiroideas. BSA se ha
identificado como proteina de union para las hormonas tiroideas T3 y T4. Si una superficie de soporte en fase soélida
se recubre con BSA, la superficie de unién captara o unira este tipo de hormonas tiroideas, a menos que esté
satisfactoriamente bloqueada.

Puesto que las microparticulas de SA insaturadas se producen recubriendo microparticulas con BSA biotinilada,
blogueando la superficie con Pluronic® F108 y recubriendo la superficie de biotina-BSA con SA, las microparticulas
insaturadas de SA tienen el potencial de unirse a hormonas tiroideas tales como T3 y T4, a menos que su superficie
esté suficientemente bloqueada. En particular, si las microparticulas insaturadas de SA se incuban con conjugado de
fosfatasa alcalina de T3, las microparticulas pueden unirse al conjugado T3 y generar sefiales de unién no especifica
(NSB) en un ensayo, a menos que la superficie se bloquee y se reduzca o se elimine la unién no especifica. Ademas
de un fondo aumentado, una sefal de calibrador elevada puede ser el resultado de la uniéon no especifica del
conjugado de T3. Se determind empiricamente que Pluronic® F108 bloqueaba las microparticulas recubiertas con
BSA biotinilada de baja proporcién de carga a concentraciones de 0,4% a 0,6% (p/v).

Los estudios iniciales evaluaron BSA 0,1% (p/v) en Tris 0,1 M de pH 8,0, y Pluronic® F108 0,4% (p/v) en Tris 0,1 M
de pH 8,0 como agentes bloqueadores para microparticulas paramagnéticas tosilactivadas recubiertas con BSA
biotinilada. Las microparticulas de biotina-BSA se incubaron con los tapones de bloqueo BSA 0,1% (p/v) o Pluronic®
F108 0,4% (p/v) durante 18 horas a 37 °C y se recubrieron con SA titulando lentamente las microparticulas de
biotina-BSA en un exceso molar de SA. Las microparticulas de biotina-BSA se lavaron tres veces antes del bloqueo y
también después del bloqueo, utilizando los siguientes tapones: PBS de pH 7,4, PBS con TRITON X-100 0,1% (p/v)
de pH 7,4, PBS con Pluronic® F108 0,4% (p/v) de pH 7,4, TBS de pH 7,4, TBS con TRITON x-100 0,1% (p/v) de pH
7,4 0 TBS con Pluronic® F108 0,4% (p/v). Los resultados de los estudios de rendimiento de ensayo (ensayo Access®
AccuTnl; Beckman Coulter, Inc.) indicaron que el tampdén de bloqueo Pluronic® F108 0,4% (p/v), y los lavados con
TBS de pH 7,4, dieron lugar a la menor sefial de fondo (las RLU de SO mas bajas), a la mayor sefal de calibrador
(las RLU de S1 y S5 mas elevadas), al mayor intervalo dinamico de ensayo y a la mayor proporcion sefial-ruido.

Los estudios de optimizacion de bloqueo posteriores evaluaron el rendimiento de microparticulas de biotina-BSA preparadas
con BSA biotinilada con sulfo-NHS-LC-biotina, sulfo-HHS-LC-LC-biotina o biotina PFP, lavadas tres veces con TBS de pH 7,4,
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bloqueadas con tapones de bloqueo BSA 0,1% (p/v) o Pluronic® F108 0,4% (p/v) durante 4 horas a 37 °C o 18 horas a 37 °C,
lavadas tres veces con TBS de pH 7,4, y recubiertas con SA o neutravidina titulando lentamente las microparticulas de biotina-
BSA en un exceso molar de SA o neutravidina. Los resultados de los estudios de rendimiento de ensayo (ensayo Access®
AccuTnl; Beckman Coulter, Inc.) indicaron que las microparticulas de sulfo-NHS-LC-biotina BSA y las microparticulas de
biotina PFP BSA, bloqueadas con Pluronic® F108 0,4% (p/v) durante 4 horas a 37 °C, y recubiertas con SA o neutravidina,
dieron lugar a la sefial de fondo mas baja (S0), la sefial de calibrador mas elevada (S1 y S5), el intervalo dinamico de ensayo
mas amplio y la relacion sefal-ruido mas elevada. Los estudios finales de optimizacion de bloqueo con Pluronic® F108
utilizaron microparticulas de biotina-BSA preparadas depositando BSA conjugada con sulfo-NHS-LC-biotina de baja
proporcién de carga (40 microgramos de biotina-BSA por mg de microparticulas) sobre microparticulas tosilactivadas Dynal®
MyOne (Dynal® DYNABEADS MyOne Tosylactivated, 1,0 micras de diametro, Invitrogen Corporation) a 40 °C durante 18
horas en borato 0,1M de pH 9,5. Las microparticulas de biotina-BSA se lavaron tres veces con TBS de pH 7,4, se bloquearon
con Pluronic® F108 0,2%, 0,4%, 0,6% o 0,8% (p/v) en TBS de pH 7,4 durante 2, 4 0 24 horas a 40 °C, se lavaron tres veces
con TBS de pH 7,4, y se recubrieron con SA dispersando las microparticulas de biotina-BSA en TBS de pH 7,4 con Pluronic®
F108 0,4% (p/v) y luego se afiadieron 35 microgramos de SA por mg de microparticulas. Los resultados de los estudios de
rendimiento de ensayo (ensayos Access® Free T4 y Access® AccuTnl; Beckman Coulter, Inc.), y los estudios de capacidad
de union a IgG biotinilada, indicaron que las microparticulas bloqueadas durante 4 horas con Pluronic® F108 0,4% hasta 0,6%
(p/v) dieron lugar a la sefial de fondo mas baja, la sefial de calibrador mas elevada, el intervalo dinamico de ensayo mas
amplio, la relacién sefial-ruido mas elevada y una capacidad de unién a IgG biotinilada mas reproducible.

Para evaluar la unién no especifica de microparticulas insaturadas recubiertas con SA, se incubd un lote de
microparticulas insaturadas recubiertas con SA a 4 °C o 37 °C durante 3 dias, y se estudiaron en un inmunoensayo de
T4 libre utilizando el calibrador Access® Free T4 y los paquetes de reactivos Access® Free T4 (Beckman Coulter, Inc.).
Las muestras analizadas sin anticuerpo biotinilado especifico de T4 libre (“sin AC”) evaluarian la unién no especifica del
conjugado de T3 a la superficie de la microparticula. Los resultados se muestran en la Tabla 7 para las microparticulas
de la invencion que tienen BSA biotinilada recubierta con SA, en comparacion con la sefial generada en un ensayo de
microparticulas comerciales (Access® Free T4) empleando ovoalbumina y un anticuerpo biotinilado y las microparticulas
de estreptavidina Dynal® DYNABEADS M-280 Streptavidin de Invitrogen Corporation (microparticulas de 2,8 micras).

TABLA 7
UNION NO ESPECIFICA REDUCIDA O MINIMIZADA DE UN CONJUGADO DE FOSFATASA
ALCALINA T3 A UNA SUPERFICIE DE BIOTINA-BSA-SA BLOQUEADA CON Pluronic® F108
< MICROPARTICULAS DE LA INVENCION
PARAMETRO PAQUETE 4°C 37°C
RESPUESTA COMERCIAL
CALIBRADOR AC SIN AC AC SIN AC
1.480.850 1.516.620 7704 1.566.340 8477
S0 1.575.600 1.524.310 7761 1.611.180 8353
1.551.460 1.488.090 7601 1.567.280 8132
1.546.320 1.495.310 7741 1.634.690 8184
Media 1.538.558 1.506.083 7702 1.594.873 8287
% diferencia media con Ac = 105,9%, sin Ac =107,6% Instrumento Access®; paquete de reactivos
[Access® Free T4

Los resultados indican que la union no especifica de conjugados no ocurrid, puesto que la sefial de ensayo de SO fue <
8500 RLU tanto en las muestras insaturadas a 4 °C como a 37 °C cuando el anticuerpo biotinilado especifico de T4 se
elimind de los paquetes de reactivos (sin Ac). La sefial de ensayo solo debia generarse si ocurre unién no especifica o si el
anticuerpo biotinilado especifico de T4 libre esta presente en el ensayo, puesto que la superficie de SA capturara el
anticuerpo biotinilado especifico de T4 libre y este anticuerpo especifico de T4 libre si se unia al conjugado de T3 (esto es,
S0 > 1,5 x 106 RLU). Las microparticulas comerciales emplearon microparticulas de SA con ovoalbumina (no BSA), para
reducir la unién no especifica. Aunque las microparticulas insaturadas emplearon BSA biotinilada de baja proporciéon de
carga, tuvieron un rendimiento mejor. En general, los resultados indican que incluso a temperatura elevada durante un
periodo prolongado (37 °C durante 3 dias), no se observé unién no especifica, lo que sugiere que Pluronic® F108 no se
sustituye en las microparticulas insaturadas en estas condiciones. Por consiguiente, una superficie recubierta con biotina-
BSA y recubierta con SA bloqueada con Pluronic® F108 da lugar a una reduccién o minimizacién de la unién no especifica
de un conjugado de fosfatasa alcalina de T3, incluso con el tiempo a una temperatura elevada.

Ejemplo 6

Reproducibilidad del proceso de recubrimiento

Se llevo a cabo la validacion del proceso para el recubrimiento con SA para microparticulas insaturadas y orientadas
segun la invencion. Los resultados se muestran en la Tabla 8 y en la Fig. 12 y la Fig. 13. Las microparticulas para el

proceso de validacidon se prepararon segun la invencion. En resumen, PMP tosilactivadas Dynal® AKT-100
(Invitrogen Corporation) se recubrieron con BSA biotinilada de baja proporcion de carga, las microparticulas de

39



10

15

20

25

30

35

ES 2 537564 T3

biotina-BSA se bloquearon con Pluronic® F108, las microparticulas de biotina-BSA bloqueadas se dispersaron en
Pluronic® F108, y las microparticulas de biotina-BSA se recubrieron con SA.

Se realizaron ensayos con varias combinaciones de recubrimientos de SA independientemente preparados (“proceso”),
lotes de microparticulas (“lote de PMP tosilactivadas™), lotes de BSA biotinilada de baja proporciéon de carga (“lote de
BSA biotinilada de baja proporcion de carga”), lotes de Pluronic® F108 (“lote de copolimero en bloque Pluronic® F108”)
y lotes de SA (“lote de SA”). En la Tabla 8, el término “proceso” se refiere al recubrimiento de microparticulas con BSA
biotinilada de baja proporcion de carga, bloqueo de las microparticulas con Pluronic® F108, dispersion de las
microparticulas en Pluronic® F108 y deposicién de SA sobre las microparticulas de biotina-BSA; “operador” indica que
los recubrimientos con SA, o “proceso”, los realizaron uno de cuatro operadores humanos diferentes.

TABLA 8
REPRODUCIBILIDAD DEL PROCESO PARA PREPARAR MICROPARTICULAS SEGUN LA INVENCION
LOTEDEPMP' | LOTE DE BSA BIOTINILADA .
vaTE O | oPERADOR Es(slg')"‘ TOSILACTVADA| DE BAJA PROPORCION DE | F/900"°® | sA.LOTE
LOTE CARGA LOTE BSA
1” 1 10.000 1 1 1 1
2 1 50 1 1 1 1
3’ 1 50 1 1 1 1
4 1 250 1 1 1 1
5 2 10.000 1 1 1 1
6" 1 2500 1 1 2 1
7 1 2500 | 1&2 (conjunto) 1&2 (conjunto) 2 1&2 (conjunto)
8/Piloto 1° 3 40.000 2 2 1 3
9/Piloto 2° 3 40.000 3 3 1&2 (conjunto) 3

10° 1 50 1 1 1 1
11" 4 250 1 2 1 3
12° 4 250 1 3 182 (conjunto) 3

Superindice 1: PMP significa “microparticula paramagnética”

Superindice 2 significa una sintesis semiautomatica de microparticulas

Superindice 3 significa sintesis manual de microparticulas

Superindice 4 significa una segunda sintesis semiautomatica de microparticulas

Superindice 5 significa una tercera sintesis semiautomatica de microparticulas

Las microparticulas se prepararon segun las etapas de la Fig. 1A y 1B de forma manual o semiautomatica.

Los resultados de otros estudios de validacién empleando un ensayo de T4 libre (ver Fig. 12) para 11 lotes de validacion
utilizando cinco controles comerciales separados (“Bio-Rad Liquid 1,” “Bio-Rad Liquid 2,” “Bio-Rad 1,” “Bio-Rad 2” y “Bio-
Rad 3”; Bio-Rad Laboratories, Inc.) y dos sueros agrupados de pacientes (“conjunto de pacientes 1” y “conjunto de
pacientes 2”) y tres muestras individuales (“muestra 17, “muestra 2” y “muestra 3”) revelaron una buena concordancia,
con un CV inferior o igual a 5%. Por lo contrario, las microparticulas preparadas de forma convencional (por ejemplo
microparticulas de SA DYNABEADS M-280) tienen un CV de al menos aproximadamente el 10%.

Otros estudios de validacion (ver Fig. 13) para 10 lotes de validacién empleando un marcador de BPH-A, utilizando
tres grupos de controles donde el antigeno se afiadidé al suero (control A, B y C), y tres controles de suero de
paciente (Paciente QC 1, 2 y 3) dieron lugar a resultados similares.

Los resultados de la validacion del proceso de recubrimiento con SA revelan que todos los lotes cumplian todas las
especificaciones de validacion. Asimismo, los resultados indican que el proceso de preparacion de microparticulas
segun la invencién esta asociado a un grado de varianza bajo, es reproducible y es fiable.

Ejemplo 7

Estabilidad mejorada de las microparticulas insaturadas

Las pruebas de estabilidad aceleradas, medidas por la recuperacién de T4 en un calibrador o muestra, se llevaron a
cabo con varios lotes de validaciéon de microparticulas insaturadas recubiertas con SA que contenian un anticuerpo
biotinilado anti-T4 utilizando un calibrador Access® Free T4 en un ensayo Access® Free T4 (Beckman Coulter, Inc.)
a4 °Cya 37 °C durante un periodo de 4 dias y a 4 °C y a 37 °C durante un periodo de 127 dias. Los resultados se
muestran en la Tabla 9y en la Fig. 14A 'y 14B.

40



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 537564 T3

TABLA 9
ESTUDIOS DE ESTABILIDAD ACELERADOS DE MULTIPLES LOTES DE VALIDACION 4 DIiAS A 37 °C
5 RECUPERACION RECUPERACION
ote  |ESCAL| .oroceso ME;%%TSQ&%’BR MEDIA DOSIS MEDIA DOSIS
VALIDACION | A (mg) T4 LIBRE (%) CONTROL T4 LIBRE |PACIENTE T4 LIBRE
> (%) (%)

1 10.000 |Semiautomatico 2 102,1 100,5 102,9

2 50 Manual 99,1 100,5 100,7

3 50 Manual 104,1 100,5 102,6

4 250 Manual 101,9 100,6 97,3

5 10.000 |Semiautomatico 2 102,0 100,5 99,3

6 2500 |Semiautomatico 1 106,2 97,2 99,3

7 2500 |Semiautomatico 1 113,5 101,1 97,9

8/Piloto 1 40.000 |Semiautomatico 3 100,9 97,9 100,8
9/Piloto 2 40.000 |Semiautomatico 3 101,7 100,6 102,0

11 250 |Semiautomatico 1 103,2 99,2 101,3

12 250 |Semiautomatico 1 102,6 99,0 100,5
* Proceso se refiere a microparticulas preparadas manualmente o microparticulas preparadas mediante tres
procesos semiautomaticos. Las microparticulas se prepararon segun las etapas de la Fig. 1Ay 1B de forma manual
0 semiautomatica.

La Tabla 9 muestra las recuperaciones medias de calibrador, dosis de control y dosis de paciente para lotes de validacion de
microparticulas insaturadas recubiertas con SA incubadas durante 4 dias a 37 °C en comparacién con 4 dias a 4 °C. Como
puede verse en la Tabla 9, la recuperacion media para todos los lotes fue del 100% o fue cercana a dicho valor.

En las Figs. 14A y 14B, la recuperacion se expresa como porcentaje de RLU medidas en ensayos para T4L tras 127
dias a 37 °C en comparacion con las RLU medidas en ensayos para T4L tras 127 dias a 4 °C (“recuperacion”). Los
niveles de calibrador fueron de SO = 0,0 ng/ml, S1 = 0,54 ng/ml, S2 = 1,01 ng/ml, S3 = 1,98 ng/ml, S4 = 3,00 ng/ml y
S5 = 6,11 ng/ml. Aparte del calibrador, se analizaron otras muestras que incluian Bio-Rad control 1 = 0,64 ng/ml, Bio-
Rad control 2 = 2,18 ng/ml y Bio-Rad control 3 = 4,19 ng/ml (“Bio-Rad lypho”) y cinco muestras separadas de
pacientes (“paciente #”) con dosis paciente 1 = 1,02 ng/ml, paciente 2 = 1,12 ng/ml, paciente 3 = 1,83 ng/ml, paciente
4 = 2,74 ng/ml y paciente 5 = 3,80 ng/ml. En general, la recuperacion estuvo fue del 100% o fue cercana a dicho
valor, lo que indica que el tratamiento durante un periodo de tiempo prolongado a temperatura elevada no afecta de
forma adversa el rendimiento de las microparticulas insaturadas. Para poder comparar, se incluyen en las Figs. 14Ay
14B (“especificaciones de ensayo de T4L actuales”) las especificaciones de un ensayo de T4 libre empleando
microparticulas recubiertas con SA comerciales (ensayo Access® Free T4; Beckman Coulter, Inc.). Las
microparticulas insaturadas entran dentro de las especificaciones del ensayo de T4 libre comercial.

En general, las pruebas de estabilidad aceleradas confirmaron que los lotes de microparticulas recubiertas con SA producidos
de forma independiente son muy estables. No se observaron diferencias significativas entre lotes de validacion incubados
durante 3 dias a 4 °C o 3 dias a 37 °C. La sefial de calibrador fue muy similar (recuperacion de calibrador de 99,1% a
113,5%), y todas las recuperaciones medias de dosis de control y de paciente estuvieron entre el 97,2% y el 102,9%.

No se observaron diferencias significativas en el rendimiento cuando se incubd un unico lote durante 127 dias a 4 °C
0 37 °C. La sefal de calibrador fue muy similar (recuperacion de calibrador de 95,1% a 109,6%), las relaciones de
curva fueron muy similares (% de recuperacion de 91,3% a 105,1%), y todas las recuperaciones medias de dosis de
control y de paciente estuvieron entre 93,7% y 107,6%.

Ejemplo 8

Analisis de desprendimiento de las microparticulas insaturadas

Se llevé a cabo un estudio del desprendimiento de las microparticulas insaturadas preparadas segun la invencion. Hay
aproximadamente 8,7-14,0 ug de biotina-BSA / mg de PMP y 5,6-7,8 ug de SA/mg de PMP en las microparticulas preparadas
segun la invenciéon que emplean biotina-BSA y estan recubiertas con SA (ver Ejemplo 11). Si se desprendiera un 1% de la
proteina de 10 mg totales de PMP, habria aproximadamente 0,7-1,0 ug de proteina en solucién. Se realiz6 un andlisis del
desprendimiento para este tipo de microparticulas recubiertas con SA. Los resultados de la cromatografia de exclusion de
tamafio en un HPLC (SEC-HPLC) indican que no hay SA o BSA detectable a 210 nm, o menos de un 1% de desprendimiento.
Si SA y/o biotina-BSA estan libres en la solucion, se encuentran por debajo del limite de deteccion del método SEC-HPLC (ver
Figs. 15A 'y 15B). En la Fig. 15B, los picos estandar de SEC de gammaglobulina y ovoalbimina (alturas de pico ~ 1.400 mUA)
representan 83,5 ug de proteina total a 210 nm. Una altura de pico de 5 mUA (mili-unidades de absorcion) representarian
0,3 pg de proteina. El andlisis de HPLC de exclusiéon de tamafio a 210 nm indicé que no existen moléculas detectables de
biotina-BSA o SA en solucion tras poner las microparticulas bajo estrés durante 3 dias a 37 °C (por ejemplo, sin
desprendimiento de proteina de la superficie de la microparticula). Por consiguiente, el desprendimiento no presenta ningin
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problema para las microparticulas preparadas segun la invencién. Los datos de estabilidad presentados arriba respaldan los
resultados del analisis SEC-HPLC de desprendimiento de SA, puesto que la sefial de ensayo, y presumiblemente la union a
IgG biotinilada, no se vio afectada por el estrés sufrido por las microparticulas hasta 127 dias a 37 °C (Figs. 14A-B).

Ejemplo 9

Biotinilacion de baja proporcion de carga de ovoalbumina

Las microparticulas segun la invencién se prepararon con ovoalbumina acoplada a biotina en lugar de BSA acoplada
a biotina. La ovoalbumina se biotinild con sulfo-NHS-LC-biotina (sulfosuccinimidil-6-[biotinamido]hexanoato, Pierce
Biotechnology Inc./ Thermo Scientific) a varias proporciones de carga molar de biotina respecto a ovoalbumina (ver
Tabla 10), como se describe para BSA en el Ejemplo 1. En resumen, se prepararon cuatro lotes de biotinilacion
separados para biotinilar ovoalbumina (20 mg en 1,253 ml) en tampén borato, pH 8,2 y DMF con sulfo-NHS-LC-
biotina a varias proporciones de carga, como se muestra en la Tabla 10.

TABLA 10
BIOTINILACION DE OVOAL BUMINA A BAJAS PROPORCIONES DE CARGA

LoTE | PROPORCION OVOALBUMINA BIOTINA
CARGA (MGML) | (MG) (ML) | (NMoL) [(NMOL) | (MG) (ul)
1 2 15,96 20 1,253 444 | 889 | 0495 | 165
2 ! 15,96 20 1,253 444 | 1778 | 0,989 | 33,0
3 6 15,96 20 1,253 444 | 2667 | 1484 | 495
4 8 15,96 20 1,253 444 | 3556 | 1,979 | 66,0

El rendimiento en porcentaje de la biotinilacion fue de 75,6% para una proporcién de carga de 2; 83,3% para una
proporcion de carga de 4; 85,1% para una proporcion de carga de 6; y 79,1% para una proporcion de carga de 8. Se
realizé6 un andlisis con HABA (acido 4'- hidroxiazobencen-2-carboxilico) para cada proporcion de carga. Los
resultados se muestran en la Tabla 11.

TABLA 11
RESULTADOS DE LA BIOTINILACION DE OVOALBUMINA DE BAJA PROPORCION DE CARGA
LOTE PROPORCION|(*MEDIA DE |% cV oD MM MM PROPORCION %
CARGA ODsgo ’| CORREGIDA| BIOTINA | PROTEINA | BIOT-PROT | ESTABILIDAD
1 2 0,8992 (0,012 1,3 0,2768 163 141,0 1,2 97,3
2 4 0,63520,003] 0,4 0,5407 318 141,9 2,2 95,3
3 6 0,5568 [0,036] 6,5 0,6191 364 118,2 3,1 86.5
3 6 0,8500 [0,007| 0,8 0,3260 384 118,2 3,2 ’
4 8 0,44570,006] 1,4 0,7302 430 109,9 3,9 818
4 8 0,7417[0,006| 0,9 0,4343 511 109,9 47 '

Se realizaron analisis de estabilidad de 4 lotes independientes de biotinilacién de ovoalbumina biotinilada recubriendo PMP
tosilactivadas al 25 mg/ml (Dynal® DYNABEADS MyOne Tosylactivated, 1,0 micras de diametro, Invitrogen Corporation)
con ovoalbumina-biotina durante 18-24 horas a 37 °C en tampdn borato 0,1 M de pH 9,5 (0,050 mg de ovoalbumina-biotina
por mg de PMP), lavando las microparticulas tres veces con TBS de pH 7,4, bloqueando la superficie de microparticulas
recubierta con ovoalbumina-biotina con Pluronic® F108 0,4% (p/v) en TBS de pH 7,4 durante 4 horas a 37 °C, lavando las
microparticulas tres veces con TBS de pH 7,4, dispersando las microparticulas de ovoalbimina-biotina en Pluronic® F108
0,4% (p/v) en TBS de pH 7,4, recubriendo las microparticulas de ovoalbumina-biotina con SA en TBS de pH 7,4 durante 30
minutos a temperatura ambiente (0,035 mg de SA por mg de PMP de ovoalbumina-biotina), lavando las microparticulas
tres veces con TBS de pH 7,4 con azida sodica (0,1% p/v), lavando las microparticulas tres veces con un tampén de
microparticulas especifico para el ensayo Access® Free T4, diluyendo las microparticulas desde 25 mg/ml hasta
0,35 mg/ml con un tampdn de microparticulas especifico para el ensayo Access® Free T4, incubando las microparticulas
recubiertas con ovoalbumina-biotina-SA a 4 °C o 37 °C durante 3 dias, y analizando la capacidad de las microparticulas de
ovoalbumina-biotina-SA de unirse al anticuerpo biotinilado anti-T4 libre en el ensayo Access® Free T4 (Beckman Coulter,
Inc.). La estabilidad se determiné calculando la media de las recuperaciones RLU de calibrador individuales de T4 libre. El
ensayo Access® Free T4 utiliza seis calibradores diferentes (S0, S1, S2, S3, S4 y S5) con niveles de antigeno de 0 ng/ml a
6 ng/ml (ver Tabla 4). La recuperacion se calcul6 dividiendo la respuesta en RLU del calibrador a 37 °C por la respuesta en
RLU del calibrador a 4 °C y multiplicando el resultado por 100%. La estabilidad se calculd haciendo la media de la
recuperacion en los seis calibradores. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

La estabilidad es un indicador del cambio en la capacidad de uniéon de SA tras incubar la fase sdlida a 4 °C o0 37 °C
durante 3 dias. Una disminucién de la estabilidad es debida al desprendimiento o disociacién de biotina o reactivo de
biotina unido de forma pasiva de los conjugados de ovoalbumina-biotina, y la posterior captura con el tiempo de la
biotina o reactivo de biotina libre por parte de la SA.
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La Tabla 11 establece que proteinas distintas a la BSA, tal como ovoalbumina, pueden prepararse de forma eficaz
utilizando la biotinilacion de baja proporcidon de carga como se describe en este documento. Los resultados de las
pruebas de estabilidad de ovoalbdimina-biotina son muy similares a los resultados de estabilidad de biotina-BSA
presentados previamente (ver Tabla 1). Los resultados indican que la ovoalbumina-biotina preparada a proporciones de
carga elevadas (esto es, 8:1) presenta una estabilidad reducida. Cuando se bajé la proporcién de carga molar del
agente de biotina respecto a ovoalbumina de 8:1 a 2:1, la estabilidad mejoré de 82% a 97% (ver Tabla 11).

Ejemplo 10

Densidad de biotina, SA e inmunoglobulinas en la superficie de microparticulas para ensayos de afinidad

Las PMP segun la invencion se prepararon utilizando BSA como acoplador a soporte y biotina como ligando. SA se
utilizé para unir una IgG biotinilada como grupo de captura.

En resumen, se prepararon PMP Dynal® (Invitrogen Corporation) segun el procedimiento del Ejemplo 1 (es decir, se
recubrieron las PMP con biotina-BSA de baja proporcion de carga preparada segun el protocolo del Ejemplo 1. Las
microparticulas se prepararon segun la invencion y se recubrieron con biotina-BSA de baja proporcion de carga y
entonces con SA segun la invencion. A partir de ahi, las PMP recubiertas con SA se trataron con IgG biotiniladas. Se
utilizaron las siguientes IgG: IgG MO06 biotinilada, la cual es el anticuerpo monoclonal Mc x Access® AccuTnl utilizado
como anticuerpo detector (es decir, conjugado con fosfatasa alcalina) en el ensayo Access® AccuTnl (Beckman
Coulter, Inc.), e IgG 399.4 biotinilada, la cual es el anticuerpo monoclonal Mc x FPSA utilizado como anticuerpo de
captura (es decir, esta depositado sobre una PMP de antibiotina de cabra) en el ensayo Access® Free PSA Assay
(Beckman Coulter, Inc.). Varios lotes de PMP con SA preparados segun la invencién se recubrieron con IgG M06 IgG
0 1gG 399.4 para evaluar la capa0|dad de union de IgG biotiniladas de los lotes de PMP con SA utilizando el método
de IgG biotiniladas marcadas con 1'% como se ha descrito previamente. En la Tabla 12 se presenta una descripcion
de las microparticulas y los resultados en cuanto a densidad superficial de los componentes de la superficie.

TABLA 12
CALCULOS DE AREA SUPERFICIAL: MICROPARTICULAS SEGUN LA INVENCION
DIAMETRO AREA DENSIDAD DENSIDAD | DENSIDAD IGG | DENSIDAD IGG
LOTE | omps (M) SUPEI%FICIAL RECUBRIMIENTO (uG SA (UG (4G BIOTINA-MO06|(uG BIOTINA-IGG
(m?G) BIOTINA-BSA/MG PMP) | SAIMG PMP)| IGG/MG PMP) | 399,4/MG PMP)
A 1,10 7,7 8,7 7,8 3,8-4,5 6,1
B 1,05 8,4 nd* nd nd nd
C 1,07 7.4 14,0 nd 4,5 3,4

F diametro PMP es un valor estimado; las poblaciones de PMP son hasta cierto punto polidispersas en términos de diametro.
* nd = no determinado

Los datos de la Tabla 12 pueden convertirse en valores molares, cuya conversion revela que hay aproximadamente 2,46 x 10°
4 (umol blotlna)/(mg PMP) en el ejemplo que se muestra (ver A). Para una microparticula de aproxmadamente una micra de
diametro, con area superficial de 7,7 x 10 m? /(mg de PMP), hay aproximadamente 3,19 x 10 (umol biotina)/(m? PMP).

Ademas de los lotes descritos arriba, las PMP biotiniladas se prepararon segun la invencién y se vio que tenian una
densidad de 15,1 (ug biotina-BSA)/(mg PMP), para una PMP de 1,10 micra que tiene una area superficial de 7,7 m?/g.

Ademas de los lotes descritos arriba, se prepararon tres lotes mas de la misma forma. Estos otros lotes se describen
en la Tabla 13.

TABLA 13
CALCULOS DE AREAS SUPERFICIALES PARA LOTES DE VALIDACION DE MICROPARTICULAS SEGUN LA
INVENCION
§ MiA AREA RELACION MOLAR DE BIOTINA RESPECTO A
LOTE g:\':y:;so SUPEI§FICIAL DE;I:;BI»:;DPSM@)WG BSA MEDIANTE ANALISIS HABA (MOLES
(M“/G) BIOTINA/MOLES BSA)
D 1,10 7,7 6,1 1,85
E 1,05 8,4 6,6 1,96
F 1,07 7,4 5,6 1,75
F Diametro PMP es un valor estimado; las poblaciones de PMP son hasta cierto punto polidispersas en cuanto a
diametro.

Si se consideran los datos de la Tabla 13 en términos molares, dado que hay aproximadamente 6, 1 (Mg SA)/(mg
PMP), y utilizando un peso molecular de 56 kDa para SA, hay aproximadamente 1,41 x 2 (umol SA)/(m? PMP). Por lo
tanto, en comparacion con los datos de la Tabla 12, parece que hay aproximadamente la mitad de SA sobre la
microparticula que de biotina.
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Ejemplo 11

Se llevaron a cabo calculos de densidad superficial para BSA, SA e IgG para lotes preparados en los Ejemplos
descritos arriba. Los lotes de biotinilacién de baja proporcion de carga de la Tabla | que indicaron buena estabilidad
(13 lotes) se utilizaron para generar densidad superficial para microparticulas. Los calculos de densidad superficial
reales para microparticulas y soportes que no son microparticulas (basados en datos de microparticulas) se
muestran en las Figs. 16A y 16B y a continuacion en la Tabla 14. Los calculos de densidad superficial para
microparticulas, suponiendo una superficie lisa, y para soportes que no son microparticulas (basados en datos de
microparticulas “lisas”) se muestran en las Figs. 16A, 16C, 16D y en la Tabla 15 de abajo.

Los calculos de densidad superficial se basaron en parametros de pruebas fisicas. En resumen, la cantidad de BSA y SA
depositada en la superficie durante las etapas de recubrimiento se midié mediante andlisis del fluido sobrenadante después de
las etapas de recubrimiento, utilizando el método BCA de determinacién de concentracion de proteina (ensayo BCA Protein
Assay [acido bicinconinico]; Pierce Biotechnology Inc./ Thermo Scientific) y/o absorbancia a 280 nm (para BSA y SA). Se
utilizé el analisis HABA para cuantificar la cantidad de biotina en BSA. Se utilizé la unién a 129 para evaluar la capacidad de
unién de biotina-IgG. En resumen, se ofrecié a microparticulas en TBS una cantidad conocida de BSA, se incubd y las
microparticulas se separaron del fluido sobrenadante. Las proteinas que quedaron en el fluido sobrenadante se midieron y se
restaron de la cantidad de proteina afiadida. Las microparticulas se lavaron y se analizo la proteina de los lavados. Se utilizé
solucion salina tamponada de Tris de pH 7,4 para el acoplamiento asi como para unir el anticuerpo a las microparticulas. Los
calculos se hicieron en base a (a) area superficial medida real proporcionada por el fabricante de microparticulas y (b) area
superficial calculada en base al diametro de microparticula y una hipétesis de lisura.

Para las medidas de densidad superficial que se muestran en la Tabla 14, el area superficial de microparticulas (en
base a un calculo utilizando el peso solido seco) oscilaron desde un minimo de 7,4 m?g hasta un maximo de
8,4 m2/g, con un intermedio de 7,7 m2/g.

TABLA 14
DENSIDAD SUPERFICIAL: HIPOTESIS DE NO LISURA
BSA: 8,7 14,0 u~GIMG BSA: 8,7 ug/MG
RESUVEN SA:5,6-7,8 IGIMG SA: 6,1 ©G/MG
HABA: 1,3-2,3 MOL BIOTINA: MOL BSA | HABA: 1,85 MOL BIOTINA: MOL BSA
S.A REALES: 0,0074 -0,0084 M*MG S.A. REALES: 0,0077 m?MG
umol biotina / mg PMP 1,6E-04 4,9E-04 2,4E-04
pmol biotina / m”" = 1,9E-02 6,6E-02 3,2E-02
umol BSA / mg PMP 1,3E-04 2,1E-04 1,3E-04
pmol BSA/m”~™ 1,6E-02 2,9E-02 1,7E-02
umol SA / mg PMP 1,0E-04 1,4E-04 1,1E-04
pmol SA/m™™= 1,2E-02 1,9E-02 1,4E-02
pmol biotina-IgG / mg PMP 2,1E-05 4 1E-05 2,1E-05
umol biotina-lgG / m*™ 2,5E-03 5,5E-03 2,8E-03
Pesos moleculares: Biotina: 244 Da; BSA: 66.000 Da; SA: 56.000 Da; IgG: 150.000 Da

Como puede verse en la Tabla 14, que se basa en medidas de una microparticula comercial (Dynal® DYNABEADS
MyOne Tosylactivated, 1,0 micra de diametro; Invitrogen Corporation), una vez que los ligandos (por ejemplo, biotina)
estan insaturados, las capas posteriores de la superficie de unién también estaran insaturadas. En una realizacion
especifica, una microparticula de una micra que tiene una area superficial de aé)roximadamente 0,0077 m2/mg y que
esta recubierta con la cantidad indicada de BSA biotinada y SA se uni6 a 2,1 x 10™ pmol de biotina-IgG por mg de PMP.

Para las medidas de densidad superficial que se muestran en la Tabla 15, el area superficial de microparticulas (en
base a una hipotesis de lisura, un diametro de microparticula de 0,90 a 1,10 ym, y una densidad de microparticulas
de1,4a1,8 g/cm3) oscilaron desde un minimo de 0,0030 m2/mg hasta un maximo de 0,0048 m2/mg.

TABLA 15
DENSIDAD SUPERFICIAL: HIPOTESIS DE LISURA
BSA: 8,7 -14,0 uGIMG BSA: 8,7 uG/MG
SA: 5,6 -7,8 uG/MG SA: 6,1 uG/MG
RESUMEN HABA: 1,3 - 2,3 MOL BIOTINA: MOL BSA HABA: 1,85 MOL BIOTINA:MOL BSA
S.A. lisa: 0,0030 - 0,0048 M*/MG S.A. LISA: 0,0030 - 0,0048 M/MG
DENSIDAD MICROPARTICULA: 1,4 - 1,8 GICM® | DENSIDAD MICROPARTICULA: 1,6 GICM®
pmol biotina / mg PMP 1,6E-04 4 9E-04 2,4E-04
pmol biotina/m*™> 3,3E-02 1,6E-01 5,1E-02 | 8,0E-02

umol BSA / mg PMP 1,3E-04 2,1E-04 1,3E-04
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pmol BSA/m™™® 2,8E-02 7,0E-02 2,8E-02 | 4,4E-02
umol SA/mg PMP 1,0E-04 14E-04 1,1E-04
pmol SA/m?= 2,1E-02 4,6E-02 23E-02 | 3,6E-02
pmol biotina-IgG/img . 2,1E-05 4 1E-05 --
umol bicinedgGim™= 4 5E-03 13E-02 - | -
Pesos moleculares: Biotina: 244 Da; BSA: 66.000 Da; SA: 56.000 Da; IgG: 150.000 Da

En la Tabla 15 se supone una superficie lisa. De nuevo, como puede verse en la Tabla 15, una vez que los ligandos (por
ejemplo, biotina) estan insaturados, las capas posteriores de la superficie de unién estaran también insaturadas. Sin embargo,
debido a que se supone que son lisas, los calculos de densidad superficial dan lugar a mas ymoles de ligandos (biotina) por
metro cuadrado, mas pmoles de acopladores a soporte (BSA) por metro cuadrado, mas pmoles de conectores de ligando
(SA) por metro cuadrado y mas pmoles de restos de captura (biotina-IlgG) por metro cuadrado, en comparacion con los
calculos de densidad superficial sin la hipétesis de lisura (ver Tabla 14). El aumento de densidad superficial es debido al hecho
de que los pmoles/mg de biotina, BSA, SA o biotina-IgG es constante, pero el area superficial total de la superficie de
microparticulas con la hipétesis de lisura es menor que el area superficial total de la microparticula sin la correccion de lisura.
Por ejemplo, si dos microparticulas tienen formas y diametros idénticos, pero una microparticula es porosa y la otra
microparticula es perfectamente lisa, la microparticula porosa tendra mas area superficial disponible por unidad de masa
(m?/mg) que la microparticula lisa. Si ambas microparticulas pueden unirse al ligando, y se ofrece a ambas la misma cantidad
de ligando, entonces la microparticula porosa unira menos ligando por metro cuadrado que la microparticula lisa.
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REIVINDICACIONES
Una superficie de union insaturada en forma de microparticulas para un ensayo de afinidad que comprende:
a) un soporte de microparticulas;

b) acoplado covalentemente a una superficie del soporte, comprendiendo al menos un acoplador a
soporte una proteina,

en donde la proteina se selecciona del grupo que consiste en albumina de suero bovino (BSA),
ovoalbumina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbumina o mezclas de los mismos;

c) un ligando acoplado a la proteina,

en donde el ligando esta presente a una densidad de 2x10? a 2x10™" micromoles de ligando por
metro cuadrado de soporte,

ademas, en donde el ligando es biotina y en donde la biotina esta presente en una proporciéon molar
de biotina respecto a proteina inferior o igual a 5:1; y

d) un copolimero en bloque en contacto con la superficie del soporte de ensayo, en donde la molécula
de copolimero en bloque comprende un grupo de cabeza hidréfobo flanqueado por al menos dos
grupos de cola hidrofilos, y en donde el grupo de cabeza hidréfobo esta en contacto con el soporte
en forma de microparticulas.

La superficie de union en forma de microparticulas de la reivindicacion 1 en donde el ligando esta presente a
una densidad de

(a) 1,9x1 02a 1,6x1 0" micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte,
(b) 1,9x1 02a 6,6x1 02 micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte, o
(c) 1,6x107 a 6,6x10” micromoles de ligando por metro cuadrado de soporte.

La superficie de unién en forma de microparticulas de la reivindicacion 1 en donde, en el copolimero en
bloque, la longitud de las dos o mas colas hidréfilas puede ser cada una independientemente de 2 a 2,5
veces la longitud del grupo de cabeza hidréfobo.

La superficie de uniéon en forma de microparticulas de la reivindicacion 1 en donde el soporte de ensayo en
forma de microparticulas comprende un polimero o copolimero organico que es hidréfobo.

La superficie de unién en forma de microparticulas de la reivindicaciéon 1 en donde el soporte en forma de
microparticulas comprende un material paramagnético o superparamagnético.

La superficie de union en forma de microparticulas de la reivindicacion 1 en donde la proteina es BSA y el
ligando es biotina, en donde ademas

la biotina esta presente a una densidad de 1,9x10'2 a 6,6x10'2 micromoles de biotina por metro cuadrado de
soporte, y

la BSA esta presente a una densidad de 1,6x1 0% a 2,9x10? micromoles de BSA por metro cuadrado de soporte.

La superficie de union en forma de microparticulas de la reivindicacion 3 que comprende ademas un
conector de ligando que es al menos bivalente que esta acoplado con la biotina.

La superficie de unién en forma de microparticulas de la reivindicacion 7 en donde el conector de ligando se
selecciona del grupo que consiste en avidina, estreptavidina (SA), neutravidina, un fragmento de SA, un
fragmento de avidina, un fragmento de neutravidina o mezclas de los mismos, preferiblemente en donde el
conector de ligando es estreptavidina.

La superficie de unién en forma de microparticulas de la reivindicacion 7 que comprende ademas un resto de
captura asociado con el conector de ligando.

La superficie de uniéon en forma de microparticulas de la reivindicacion 9 en donde el resto de captura esta
biotinilado.
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La superficie de unién en forma de microparticulas de la reivindicacién 3 en donde las moléculas del
copolimero en bloque comprenden cada una un polimero en donde el grupo de cabeza hidréfobo es un
bloque de o6xido de polipropileno y los grupos de cola hidréfilos son cada uno bloques de o6xido de
polietileno.

Una dispersion en una solucion acuosa de una pluralidad de las microparticulas de la reivindicacion 3 y un
copolimero en bloque que tiene un grupo de cabeza hidréfobo flanqueado por al menos dos grupos de cola
hidréfilos.

La dispersion de microparticulas de la reivindicaciéon 12 en donde el soporte de ensayo en forma de
microparticulas comprende un polimero o copolimero organico que es hidréfobo.

La dispersion de microparticulas de la reivindicacién 12 en donde el soporte en forma de microparticulas
comprende un material paramagnético o superparamagnético.

La dispersién de microparticulas de la reivindicacion 12 en donde la proteina se selecciona del grupo que
consiste en BSA, ovoalbumina, un fragmento de BSA, un fragmento de ovoalbimina, o mezclas de los mismos.

La dispersion de microparticulas de la reivindicacion 12 que comprende ademas un conector de ligando que es
al menos bivalente que esta acoplado con la biotina.

La dispersion de microparticulas de la reivindicacién 16 en donde el conector de ligando se selecciona del
grupo que consiste en avidina, SA, neutravidina, un fragmento de SA, un fragmento de avidina, un fragmento
de neutravidina, o mezclas de los mismos, preferiblemente en donde el conector de ligando es estreptavidina.

La dispersién de microparticulas de la reivindicacion 12 que comprende ademas un resto de captura
asociado con el conector de ligando.

La dispersién de microparticulas de la reivindicacion 18 en donde el resto de captura esta biotinilado.
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4 moles Sulfo-NHS-LC-Biotina

1 mol BSA
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Reaccién aleatoria con aminas disponibles
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