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DESCRIPCION
Composicién para uso como reactivo de ensayo
Antecedentes

La presente invencion se refiere en general a composiciones Gtiles como componentes de generacion de sefiales en
ensayos.

Se ha empleado el recubrimiento de dextrano en reactivos de ensayo en particulas para proporcionar grupos
funcionales para la conjugacion con unidades estructurales tales como unidades estructurales biolégicas (por
ejemplo, anticuerpos). Sin embargo, dependiendo de la fuente, existe una variabilidad significativa en la composicién
quimica del dextrano. El documento WO 2008/147949 A1l divulga particulas que se pueden usar en un bioensayo.
La superficie de las particulas se cubre con un material quimioluminiscente y un tinte aceptor de energia y una
sonda biomolecular. En una realizacién especifica, el material quimioluminiscente es un copolimero.

El documento US 5 232 981 divulga polimeros de dispersion que se componen de particulas de latex que se pueden
usar para la preparacion de conjugados de latex biolégicamente activos, adecuados para métodos de determinacion
serolégica o inmunoldgica.

Existe una necesidad de un recubrimiento que tenga una composicion quimica fiable para usar sobre la superficie de
particulas para unir a las particulas unidades estructurales diversas.

Resumen

Una realizacion de la presente invencién es una composicion que comprende un soporte sdélido que comprende un
miembro de un sistema de produccion de sefial (sps) y un recubrimiento de un copolimero sintético. El copolimero
sintético comprende un primer monémero copolimerizado que comprende una unidad estructural pendiente que es -
C(0O)-A- (CH2)n-G en la que, A en NR! en la que R* es H o alquilo de 1 a 6 4&tomos de carbonoyneslal0Oyenla
que G es CHO o CH(OR®): en la que R® es alquilo de 1 a 6 atomos de carbono; y un segundo monémero
copolimerizado que comprende una unidad estructural de la formula

/\(_an)w

—N

en la que: wes 2-4

El primer monémero copolimerizado que comprende una unidad estructural pendiente comprende por tanto un
aldehido o un derivado de aldehido.

Otra realizacién de la presente invencidn es un método para determinar en una muestra, una o ambas, la presencia
y la cantidad de un analito. El método comprende proporcionar la muestra y la composicion mencionada
anteriormente en combinacién en un medio, que comprende también un miembro de un par de unién especifico
(sbp) que se asocia con el soporte sélido, donde el miembro del par de union especifica se une al analito o a un
segundo miembro sbp para formar un complejo que se relaciona con la presencia del analito. La combinacion se
somete a condiciones para la unién del analito a la composicién para formar un complejo. EI miembro del sistema de
produccién de sefial se activa y la cantidad del complejo se detecta. La cantidad del complejo se relaciona con una o
ambas, la presencia y la cantidad de analito en la muestra.

Otra realizacion de la presente invencién es un método para determinar en una muestra una o ambas la presencia y
la cantidad de un analito. Se proporciona una combinacién en un medio. La combinacién comprende la muestra y
una composicion que comprende una particula que comprende un miembro sps, un miembro sbp que se une al
analito o a un segundo miembro sbp para formar un complejo que se relaciona con la presencia del analito y un
recubrimiento de un copolimero. El copolimero tiene la férmula:
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enlaque: Des

/\((‘1 L),

—N

en la que: wes 2-4

en la que:

A es RN! en la que R* es H o alquilo de 1 a 6 atomos de carbono;

neslal0

G es CHO; CH(OR®); en la que R® es alquilo de 1 a 6 atomos de carbono;

R®, R® y R” son independientemente H o alquilo de 1 a 6 &tomos de carbono; y
X e y son independientemente 1 a 100

La combinacion se somete a condiciones para la uniéon del miembro sbp al analito o al segundo miembro sbp para
formar un complejo. El miembro sps se activa y la cantidad del complejo se detecta. La cantidad del complejo se
relaciona con, una o ambas, la presencia y la cantidad de analito en la muestra.

Otra realizacion de la presente invencién es un copolimero de la féormula:

en la que:

A es RN! en la que R! es H o alquilo de 1 a 6 atomos de carbono;
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neslall
G’ es CHO; CH(OR®). en la que R® es alquilo de 1 a 6 atomos de carbono;

D’ es

/\((?I L)y
N

0

en la que: w es 2-4; R% R®y R” son independientemente H o alquilo de 1 a 6 atomos de carbono; y
x e y son independientemente 1 a aproximadamente 100

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama esquematico de una sintesis de MAMDMA.

La Figura 2 es una representacion tabular de estructuras de realizaciones de copolimeros de acuerdo con las
presentes composiciones después de la hidrélisis de un grupo protector de acetal. La Figura 2 incluye también las
relaciones de transmision de mondémeros hidréfilos que se emplearon en la sintesis de los copolimeros que se
representan.

Descripcion detallada de realizaciones especificas
Composiciones

En algunas realizaciones, un copolimero de las presentes composiciones es un copolimero aleatorio en el que una
de las unidades monoméricas del copolimero comprende funcionalidades reactivas para la conjugacion con
moléculas de interés tales como, por ejemplo, particulas y miembros sbp, y otra de las unidades monoméricas del
copolimero funciona haciendo que el copolimero resultante sea hidréfilo. En algunas realizaciones, el copolimero
comprende dos unidades monoméricas diferentes, o tres unidades monoméricas diferentes, o cuatro unidades
monomeéricas diferentes, o cinco unidades monoméricas diferentes, por ejemplo. En algunas realizaciones, una
primera unidad de mondémero comprende una funcionalidad reactiva o un derivado de una funcionalidad reactiva.
Una segunda unidad monomérica comprende una unidad estructural hidréfila. En algunas realizaciones se pueden
emplear monémeros adicionales (terceros, cuartos y quintos monémeros, por ejemplo) que comprenden una
funcionalidad reactiva o un derivado de una funcionalidad reactiva que es diferente de la funcionalidad reactiva o
derivado de la funcionalidad reactiva de otro de los monémeros o que comprende una unidad estructural hidréfila
que es diferente de la unidad estructural hidréfila de otro monémero.

En un copolimero aleatorio, la distribucién de los monémeros copolimerizados puede ser tal que en cualquier punto
de la cadena polimérica, un primer mondmero copolimerizado y un segundo mondémero copolimerizado se puedan
alternar o se puedan repetir a diferencia de los copolimeros en bloque.

En algunas realizaciones, el nimero de cada monémero copolimerizado diferente en el copolimero se controla
durante la preparacién del polimero funcionalizado controlando la concentraciéon molar de las unidades monoméricas
gue se emplean en la preparacion del polimero. El niUmero de cada uno de los monémeros copolimerizados (x e y en
las férmulas a continuacion) se controla por tanto en el copolimero final funcionalizado. El copolimero se puede
adaptar, por ejemplo, a uno o mas, de un soporte particular, a composiciones que comprenden tales soportes y al
uso de dicha composicion.

El término "mondmero” o "unidad monomérica" significa una molécula capaz de experimentar polimerizacion para
formar un polimero; la molécula comprende una funcionalidad polimerizable. El nimero de unidades monoméricas
depende de uno o mas del nimero de atomos en la cadena de la unidad monomeérica y la composicion de la unidad
monomeérica, por ejemplo.

Como se mencion6 anteriormente, las composiciones para uso en la preparacion de reactivos de ensayo o para usar
como reactivos de ensayo comprenden un soporte solido que comprende un miembro sps y un recubrimiento de un
copolimero sintético. El copolimero sintético comprende al menos dos mondmeros copolimerizados para formar el
polimero. Uno de los monémeros copolimerizados comprende un esqueleto de polimero y unidades estructurales
pendientes que comprenden al menos una funcionalidad reactiva o al menos un derivado de una funcionalidad
reactiva. El otro de los monémeros copolimerizados comprende una unidad estructural hidréfila que comprende al
menos 1 atomo de carbono y al menos 2 heteroatomos. En algunas realizaciones, el copolimero comprende un
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esqueleto polietilénico que comprende la unidad estructural pendiente que comprende una funcionalidad reactiva o
una funcionalidad reactiva que se deriva y la unidad estructural pendiente que comprende al menos 1 atomo de
carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 4
atomos de carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 8 atomos de carbono y al menos 7 heteroatomos. Los
monomeros copolimerizados comprenden un esqueleto polimérico que comprende una cadena de atomos de
carbono, desde la cual penden de la cadena una o mas unidades estructurales que contienen funcionalidad reactiva
o derivados de unidades estructurales que contienen funcionalidad reactiva y una o mas de las unidades
estructurales hidréfilas penden de la cadena del esqueleto del copolimero.

En algunas realizaciones, el otro de los mondmeros copolimerizados que comprende una unidad estructural hidréfila
comprende de 1 a aproximadamente 15 atomos de carbono y de 1 a aproximadamente 10 heteroatomos. Los
monomeros copolimerizados comprenden un esqueleto polimérico que comprende una cadena de atomos de
carbono, desde la cual penden de la cadena una o mas unidades estructurales que contienen funcionalidad reactiva
o derivados de unidades estructurales que contienen funcionalidad reactiva y una o mas de las unidades
estructurales hidréfilas penden de la cadena del esqueleto del copolimero.

El nimero de atomos de carbono en la cadena del esqueleto del copolimero depende del nimero y la naturaleza de
cada una de las unidades monomeéricas copolimerizadas, tales como, por ejemplo, el nimero de atomos de carbono
en la funcionalidad polimerizable de las unidades monomeéricas, y el peso del copolimero, por ejemplo. El nUmero de
atomos de carbono en la funcionalidad polimerizable de la unidad monomérica puede ser de 2 a aproximadamente
20, 0 2 a aproximadamente 15, o0 2 a aproximadamente 10, o 2 a aproximadamente 5, o 2 a aproximadamente 4, 0 2
a 3, 0 3 a aproximadamente 20, o 3 a aproximadamente 15, o 3 a aproximadamente 10, o 3 a aproximadamente 5, o
3 a 4, por ejemplo. El numero de atomos de carbono en el monémero que comprende una unidad estructural o
derivado que contiene funcionalidad reactiva pendiente de una unidad estructural que contiene funcionalidad
reactiva (que se refiere aqui arbitrariamente como el primer mondémero copolimerizado) es al menos
aproximadamente 3, o al menos aproximadamente 4, o a al menos aproximadamente 5, o al menos
aproximadamente 6, o al menos aproximadamente 7, o al menos aproximadamente 8, o al menos aproximadamente
9, o0 al menos aproximadamente 10 y puede estar en el intervalo de aproximadamente 3 a aproximadamente 15, o
aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o aproximadamente 3 a
aproximadamente 8, o aproximadamente 3 a aproximadamente 7, o aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o
aproximadamente 3 a aproximadamente 5, o0 3 a 4. El nimero del primer monémero copolimerizado en el
copolimero depende de una o mas de las necesidades de union a un miembro sbp y la necesidad de unirse a la
superficie de un soporte. El nimero de los primeros monémeros copolimerizados en el copolimero es 1 a
aproximadamente 1.000, o 1 a aproximadamente 750, o 1 a aproximadamente 500, o 1 a aproximadamente 250, 0 1
a aproximadamente 100, o 1 a aproximadamente 50, o 2 a aproximadamente 1,000, o 2 a aproximadamente 750, o
2 a aproximadamente 500, 0 2 a aproximadamente 250, o 2 a aproximadamente 100, o 2 a aproximadamente 50, o
5 a aproximadamente 1,000, o 5 a aproximadamente 750, o 5 a aproximadamente 500, o 5 a aproximadamente 250,
0 5 a aproximadamente 100, o 5 a aproximadamente 50, o 10 a aproximadamente 1,000, o 10 a aproximadamente
750, o 10 a aproximadamente 500, o 10 a aproximadamente 250, o 10 a aproximadamente 100, o 10 a
aproximadamente 50, o de 100 a aproximadamente 1.000, o de 100 a aproximadamente 750, o de 100 a
aproximadamente 500, o de 100 a aproximadamente 250, por ejemplo.

El término "funcionalidad polimerizable" se refiere a una porcién de una unidad monomérica que reacciona con una
porcion de otra molécula del monémero o una porciéon de una molécula de un monémero diferente tal como, por
ejemplo, una unidad estructural que comprende uno o mas enlaces dobles o triples tales como, por ejemplo, grupos
alilo, grupos vinilo, grupos acrilato, grupos metacrilato, grupos acrilamida y grupos metacrilamida.

El término "funcionalidad reactiva" es una funcionalidad que puede reaccionar con una funcionalidad reactiva
correspondiente en otra molécula para formar un enlace covalente. Tales funcionalidades reactivas incluyen, a modo
de ilustracién y sin limitaciéon, aldehido, carboxi, amino, imino, sulfhidrilo e hidroxi, por ejemplo. En algunas
realizaciones, la funcionalidad reactiva es un aldehido y el primer monémero copolimerizado comprende una unidad
estructural aldehido.

El término "derivado de una funcionalidad reactiva" significa una unidad estructural que se forma mediante la
reaccion de una funcionalidad reactiva con otra unidad estructural que comprende una funcionalidad reactiva con la
funcionalidad reactiva que forma de ese modo un enlace covalente que une dos moléculas para formar el derivado.
El derivado de una funcionalidad reactiva puede comprender un acetal, un carboxiéster, una amida, un éter o un
tioéter, por ejemplo. En algunas realizaciones, el derivado de una funcionalidad reactiva puede ser un producto de
reaccion de una funcionalidad reactiva con una funcionalidad reactiva de un miembro de un par de union especifica
(miembro sbp) por lo que el miembro sbp se une covalentemente al copolimero. Las funcionalidades en el miembro
sbp se pueden presentar naturalmente en el miembro sbp o se pueden introducir sintéticamente en el miembro sbp.
Tales funcionalidades incluyen, por ejemplo, grupos amina, grupos hidroxilo, grupos sulfhidrilo y grupos carboxilo. En
algunas realizaciones, el derivado de una funcionalidad reactiva puede ser un producto de reaccién de una
funcionalidad reactiva con una funcionalidad reactiva de una particula, por lo que el copolimero se une
covalentemente a la particula proporcionando de este modo un recubrimiento del copolimero sobre la superficie de
la particula. Las funcionalidades en la particula se pueden presentar de forma natural en la particula o se pueden
introducir sintéticamente en la superficie de la particula. Tales funcionalidades incluyen grupos amina, grupos
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hidroxilo, grupos azida y grupos carboxilo, por ejemplo. En algunas realizaciones, el derivado de una funcionalidad
reactiva es un derivado de aldehido.

El término "derivado de aldehido" significa una unidad estructural que se forma mediante la reaccién de un grupo
aldehido con otra unidad estructural, que comprende una funcionalidad reactiva, con un grupo aldehido. El derivado
de aldehido puede ser un acetal que resulta de la reaccion de dos funcionalidades alcohol con un oxigeno de
carbonilo de un aldehido. El derivado de aldehido puede ser un producto de reaccién de un grupo aldehido con un
miembro de un par de union especifico (miembro sbp) mediante la reaccién del aldehido con una funcionalidad del
miembro sbp. Las funcionalidades en el miembro sbp se pueden presentar naturalmente en el miembro shp o se
pueden introducir sintéticamente en el miembro sbp. Tales funcionalidades incluyen, por ejemplo, grupos amina. La
reaccion entre un grupo aldehido y un miembro sbp puede ser por medio de, por ejemplo, la formacion de base de
Schiff entre una alquilamina o una arilamina del miembro sbp y el grupo aldehido. La reaccion puede ser por medio
de aminacion reductiva que implica el grupo aldehido y un grupo amino del miembro sbp. En otras realizaciones, los
derivados de aldehido incluyen, por ejemplo, compuestos de adicion de acetales y bisulfito. En algunas
realizaciones, la funcionalidad de aldehido puede reaccionar con un grupo amina correspondiente en la superficie de
una particula, por lo que la particula se une covalentemente al copolimero proporcionando de este modo un
recubrimiento del copolimero sobre la superficie de la particula. Las funcionalidades en la particula se pueden
presentar de forma natural en la particula o se pueden introducir sintéticamente en la superficie de la particula.

El otro de los mondmeros copolimerizados (monémero hidréfilo o que se refiere aqui, de otra manera,
arbitrariamente como el segundo mondémero copolimerizado) del copolimero comprende una funcionalidad
polimerizable que comprende al menos 1 atomo de carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 1 atomo de
carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 1 atomo de carbono y al menos 4 atomos de carbono, o al menos 2
atomos de carbono y al menos 2 heterodtomos, o al menos 2 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al
menos 2 atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 3 atomos de carbono y al menos 3
heteroatomos, o al menos 3 atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al
menos 3 heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, por ejemplo. Como se
menciond anteriormente, los mondmeros copolimerizados forman un esqueleto polimérico que comprende una
cadena de atomos de carbono, de la cual dependen de la cadena una 0 mas unidades estructurales pendientes. El
namero de atomos de carbono en la funcionalidad polimerizable de la segunda unidad monomeérica puede ser de 2 a
aproximadamente 20, o 2 a aproximadamente 15, o 2 a aproximadamente 10, o 2 a aproximadamente 5, 0 2 a
aproximadamente 4, o 2 a 3, o 3 a aproximadamente 20, o 3 a aproximadamente 15, o 3 a aproximadamente 10, 0 3
a aproximadamente 5, o 3 a 4, por ejemplo.

En algunas realizaciones, el segundo mon6émero copolimerizado del copolimero comprende una funcionalidad
polimerizable y una unidad estructural pendiente que comprende de 1 a aproximadamente 15 atomos de carbono y
de 1 a aproximadamente 10 heteroatomos, o 1 a aproximadamente 10 atomos de carbono y de 1 a
aproximadamente 10 heteroatomos , o de 1 a aproximadamente 10 atomos de carbono y de 1 a aproximadamente 8
heteroatomos, o de 1 a aproximadamente 10 atomos de carbono y de 1 a aproximadamente 6 heteroatomos, o de 1
a aproximadamente 10 atomos de carbono y de 1 a aproximadamente 5 heteroatomos, o de 1 a aproximadamente 8
atomos de carbono y de 1 a aproximadamente 8 heteroatomos, o de 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono y
de 1 a aproximadamente 7 heterodtomos, o de 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono y de 1 a
aproximadamente 7 heteroatomos, o de 1 a aproximadamente 8 atomos de carbono y de 1 a aproximadamente 6
heteroatomos, o de 4 a aproximadamente 8 atomos de carbono y de 3 a aproximadamente 7 heteroatomos, por
ejemplo.

El nimero de atomos de carbono de la unidad estructural hidréfila pendiente es al menos 1, o al menos
aproximadamente 2, o al menos aproximadamente 3, o al menos aproximadamente 4, o al menos aproximadamente
5, 0 al menos aproximadamente 10, o al menos aproximadamente 20, o al menos aproximadamente 40, o al menos
aproximadamente 60, o al menos aproximadamente 80, o al menos aproximadamente 100, o al menos
aproximadamente 150, o al menos aproximadamente 200, o al menos aproximadamente 300, o al menos
aproximadamente 400, y no mas de aproximadamente 2,500, o no mas de aproximadamente 2,000, o no mas de
aproximadamente 1,500, o0 no mas de aproximadamente 1,100, por ejemplo. En algunas realizaciones, el numero de
atomos de carbono del resto colgante esta en el intervalo de 1 a aproximadamente 2.500, o de 1 a
aproximadamente 2.000, o de 1 a aproximadamente 1.500, o de 1 a aproximadamente 1.200, o de 1 a
aproximadamente 1.100, o de 1 a aproximadamente 1000, o 1 a aproximadamente 750, o 1 a aproximadamente
500, o 1 a aproximadamente 400, o 1 a aproximadamente 300, o 1 a aproximadamente 200, o 1 a aproximadamente
100, o 1 a aproximadamente 80, o 1 a aproximadamente 60, o 1 a aproximadamente 40, o 1 a aproximadamente 20,
0 1 a aproximadamente 10, o 2 a aproximadamente 2.500, o 2 a aproximadamente 2.000, o 2 a aproximadamente
1.500, o 2 a aproximadamente 1.200, o 2 a aproximadamente 1.100, o 2 a aproximadamente 1,000, o 2 a
aproximadamente 750, 0 2 a aproximadamente 500, o 2 a aproximadamente 400, o 2 a aproximadamente 300,02 a
aproximadamente 200, o 2 a aproximadamente 100, o 2 a aproximadamente 80, 0 2 a aproximadamente 60, 0 2 a
aproximadamente 40, o 2 a aproximadamente 20, o 2 a aproximadamente 10, o 3 a aproximadamente 2.500, 0 3 a
aproximadamente 2.000, o 3 a aproximadamente 1.500, o 3 a aproximadamente 1.200, o 3 a aproximadamente
1.100, o 3 a aproximadamente 1,000, o 3 a aproximadamente 750, o 3 a aproximadamente 500, o 3 a
aproximadamente 400, o 3 a aproximadamente 300, o 3 a aproximadamente 200, o 3 a aproximadamente 100, 0 3 a
aproximadamente 8 0, o 3 a aproximadamente 60, o 3 a aproximadamente 40, o 3 a aproximadamente 20, 0 3 a
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aproximadamente 10, o 4 a aproximadamente 2.500, o 4 a aproximadamente 2.000, o 4 a aproximadamente 1.500,
0 4 a aproximadamente 1.200, o 4 a aproximadamente 1.100, o 4 a aproximadamente 1.000, o 4 a
aproximadamente 750, o 4 a aproximadamente 500, o 4 a aproximadamente 400, o 4 a aproximadamente 300, 0 4 a
aproximadamente 200, o 4 a aproximadamente 100, o 4 a aproximadamente 80, o 4 a aproximadamente 60, 0 4 a
aproximadamente 40, o 4 a aproximadamente 20, o 4 a aproximadamente 10, o 5 a aproximadamente 2.500, 0 5 a
aproximadamente 2.000, o 5 a aproximadamente 1.500, o 5 a aproximadamente 1.200, o 5 a aproximadamente
1.100, o 5 a aproximadamente 1.000, o 5 a aproximadamente 750, o 5 a aproximadamente 500, o 5 a
aproximadamente 400, o 5 a aproximadamente 300, 0 5 a aproximadamente 200, o 5 a aproximadamente 100,05 a
aproximadamente 80, o 5 a aproximadamente 60, 0 5 a aproximadamente 40, 0 5 a aproximadamente 20, 0 5 a
aproximadamente 10, por ejemplo.

El nimero de moléculas del segundo monémero copolimerizado en el copolimero es 1 a aproximadamente 1.000, o
1 a aproximadamente 750, o 1 a aproximadamente 500, o 1 a aproximadamente 250, o 1 a aproximadamente 100, o
1 a aproximadamente 50, o 2 a aproximadamente 1,000, o 2 a aproximadamente 750, o 2 a aproximadamente 500,
0 2 a aproximadamente 250, o 2 a aproximadamente 100, o 2 a aproximadamente 50, o 5 a aproximadamente
1,000, o 5 a aproximadamente 750, o 5 a aproximadamente 500, o 5 a aproximadamente 250, o 5 a
aproximadamente 100, o 5 a aproximadamente 50, o 10 a aproximadamente 1,000, o 10 a aproximadamente 750, o
10 a aproximadamente 500, o 10 a aproximadamente 250, o 10 a aproximadamente 100, o de 10 a
aproximadamente 50, o de 100 a aproximadamente 1.000, o de 100 a aproximadamente 750, o de 100 a
aproximadamente 500, o de 100 a aproximadamente 250, por ejemplo.

El nimero de heteroatomos de la unidad estructural hidréfila pendiente del segundo monémero copolimerizado que
comprende al menos 1 atomo de carbono y al menos 2 heterodtomos es aquel suficiente para hacer que el
copolimero sea hidrofilo. El término "hidréfilo" se refiere a una propiedad de una molécula que es polar y, por tanto,
prefiere moléculas neutras o moléculas polares y prefiere disolventes polares. Las moléculas hidréfilas tienen una
afinidad por otras unidades estructurales hidréfilas en comparacién con las unidades estructurales hidréfobas. El
numero de heteroatomos depende de factores tales como el nimero de atomos de carbono en la unidad estructural
pendiente, la naturaleza del soporte y la naturaleza de un derivado de aldehido, si se presenta, por ejemplo.

El nimero de heteroatomos de la unidad estructural hidréfila pendiente es al menos aproximadamente 2, o al menos
aproximadamente 3, o al menos aproximadamente 4, o al menos aproximadamente 5, o al menos aproximadamente
6, o al menos aproximadamente 7, o al menos aproximadamente, o al menos aproximadamente 8, o al menos
aproximadamente 9, o al menos aproximadamente 10, o al menos aproximadamente 20, o al menos
aproximadamente 30, o al menos aproximadamente 40, o al menos aproximadamente 50, o al menos
aproximadamente 60, o en al menos aproximadamente 70, o al menos aproximadamente 80, o al menos
aproximadamente 90, o al menos aproximadamente 100, o al menos aproximadamente 150, y no mas de
aproximadamente 1,500, o no mas de aproximadamente 1,200, 0 no mas de aproximadamente 1,100, o no mas de
1,000, por ejemplo. En algunas realizaciones, el numero de heterodtomos estd en el intervalo de 2 a
aproximadamente 1.500, o de 2 a aproximadamente 1.250, o de 2 a aproximadamente 1.000, o de 2 a
aproximadamente 750, o de 2 a aproximadamente 500, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 250, 0 2 a
aproximadamente 100, o 2 a aproximadamente 80, o 2 a aproximadamente 60, 0 2 a aproximadamente 40, 0 2 a
aproximadamente 20, o 2 a aproximadamente 10, o 3 a aproximadamente 1,500, o 3 a aproximadamente 1,250, o 3
a aproximadamente 1.000, o 3 a aproximadamente 750, o 3 a aproximadamente 500, o aproximadamente 3 a
aproximadamente 250, o 3 a aproximadamente 100, o 3 a aproximadamente 80, o 3 a aproximadamente 60, 0 3 a
aproximadamente 40, o 3 a aproximadamente 20 , o 3 a aproximadamente 10, o 5 a aproximadamente 1.500, 05 a
aproximadamente 1.250, o 5 a aproximadamente 1.000, o 5 a aproximadamente 750, o0 5 a aproximadamente 500, o
aproximadamente 5 a aproximadamente 250, o 5 a aproximadamente 100, o 5 a aproximadamente 80, 0 5 a
aproximadamente 60, o 5 a aproximadamente 40, o 5 a aproximadamente 20, o 5 a aproximadamente 10, 0 7 a
aproximadamente 1,500, o 7 a aproximadamente 1,250, o 7 a aproximadamente 1,000, o 7 a aproximadamente 750,
0 7 a aproximadamente 500, o aproximadamente 7 a aproximadamente 250, o 7 a aproximadamente 100, o 7 a
aproximadamente 80, o 7 a aproximadamente 60, o 7 a aproximadamente 40, o 7 a aproximadamente 20, 0 7 a
como 10, por ejemplo.

La hidrofilicidad del copolimero se puede controlar mediante el nimero de heteroatomos (y grupos funcionales que
comprenden tales heteroatomos) en el copolimero. El nGmero de heteroatomos en el copolimero depende del
numero de heteroatomos en cada uno del segundo monémero copolimerizado y también del nimero de monémeros
copolimerizados que comprenden los heterodtomos en comparacién con el nimero de monémeros copolimerizados
que comprenden una unidad estructural pendiente que comprende una funcionalidad reactiva o un derivado de una
funcionalidad reactiva. En algunas realizaciones, hay 1 heteroatomo por aproximadamente 3 atomos de carbono, o 1
heteroatomo por aproximadamente 6 atomos de carbono, o 1 heteroatomo por aproximadamente 10 atomos de
carbono, o 1 heteroatomo por aproximadamente 12 atomos de carbono, o 1 heteroatomo por aproximadamente 15
atomos de carbono, o 2 heteroatomos por 1 atomo de carbono, o 2 heteroatomos por aproximadamente 2 atomos de
carbono, o 2 heteroatomos por aproximadamente 3 atomos de carbono, 0 2 heteroatomos por aproximadamente 4
atomos de carbono, o 2 heterodtomos por aproximadamente 6 atomos de carbono, o 2 heteroatomos por
aproximadamente 10 carbonos atomos, o 2 heterodtomos por aproximadamente 12 atomos de carbono, o 2
heteroatomos por aproximadamente 15 atomos de carbono, o 3 heteroatomos por aproximadamente 4 atomos de
carbono, o 3 heteroatomos por aproximadamente 6 atomos de carbono, o 3 heteroatomos por aproximadamente 10
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atomos de carbono, o 3 heteroatomos por aproximadamente 12 atomos de carbono, o 3 heteroatomos por
aproximadamente 15 atomos de carbono, o 4 heterodtomos por aproximadamente 4 atomos de carbono, o 4
heteroatomos por aproximadamente 6 atomos de carbono, o 4 heterodtomos por aproximadamente 10 atomos de
carbono, o 4 heteroatomos por aproximadamente 12 atomos de carbono , o 4 heteroatomos por alrededor de 15
atomos de carbono, o 5 heteroatomos por aproximadamente 4 atomos de carbono, o 5 heteroatomos por
aproximadamente 6 atomos de carbono, o 5 heteroatomos por aproximadamente 10 atomos de carbono, o 5
heteroatomos por aproximadamente 12 atomos de carbono, o 5 heteroatomos por aproximadamente 15 atomos de
carbono o 6 heteroatomos por aproximadamente 5 atomos de carbono, o 6 heteroatomos por aproximadamente 6
atomos de carbono, o 6 heteroatomos por aproximadamente 10 atomos de carbono, o 6 heteroatomos por
aproximadamente 12 atomos de carbono, o 6 heteroatomos por aproximadamente 15 atomos de carbono, o 7
heteroatomos por aproximadamente 7 carbonos atomos, o 7 heteroatomos por aproximadamente 8 atomos de
carbono, o 7 heteroatomos por aproximadamente 10 atomos de carbono, o 7 heterodtomos por aproximadamente 12
atomos de carbono, o 7 heterodtomos por aproximadamente 15 atomos de carbono, por ejemplo.

En algunas realizaciones, la unidad estructural pendiente del segundo monémero polimerizado (mondémero hidrofilo)
puede comprender al menos 1 atomo de carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 1 atomo de carbono y al
menos 3 heteroatomos, o al menos 1 atomo de carbono y al menos 4 atomos de carbono, o al menos 2 atomos de
carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 2 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 2
atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 3 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos , o al
menos 3 atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al menos 2
heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al
menos 4 heteroatomos, o al menos 4 atomos de carbono y al menos 5 heteroatomos, o al menos 5 atomos de
carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 5 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 5
atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 5 atomos de carbono y al menos 5 heteroatomos, o al
menos 5 atomos de carbbono y al menos 6 heteroatomos, o al menos 6 atomos de carbono y al menos 2
heteroatomos, o al menos 6 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 6 atomos de carbono y al
menos 4 heteroatomos, o al menos 6 atomos de carbono y al menos 5 heteroatomos, o al menos 6 atomos de
carbono y al menos 6 heteroatomos, o al menos 6 atomos de carbono y al menos 7 heteroatomos, o al menos 7
atomos de carbono y al menos 2 heterodtomos, o al menos 7 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al
menos 7 atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 7 atomos de carbono y al menos 5
heteroatomos, o al menos 7 atomos de carbono y al menos 6 heteroatomos, o al menos 7 atomos de carbono y al
menos 7 heteroatomos, o al menos 7 atomos de carbono y al menos 8 heteroatomos, o al menos 8 atomos de
carbono y al menos 2 heteroatomos, o al menos 8 atomos de carbono y al menos 3 heteroatomos, o al menos 8
atomos de carbono y al menos 4 heteroatomos, o al menos 8 atomos de carbono y al menos 5 heteroatomos, o al
menos 8 atomos de carbono y al menos 6 heteroatomos, o al menos 8 atomos de carbono y al menos 7
heteroatomos, o al menos 8 atomos de carbono y al menos 8 heteroatomos, o al menos 8 atomos de carbono y al
menos 9 heteroatomos, por ejemplo.

El nimero de mondmeros copolimerizados que comprenden los heteroatomos en comparacion con el nimero de
monomeros polimerizados que comprenden una unidad estructural pendiente que comprende una funcionalidad
reactiva o un derivado de una funcionalidad reactiva se puede controlar mediante la relacién de transmisién de los
mondémeros durante la polimerizacion. Por consiguiente, durante una polimerizacion, la relacién de transmisién del
mondémero que comprende la unidad estructural pendiente que comprende una funcionalidad reactiva o un derivado
de una funcionalidad reactiva (primer monémero copolimerizable) se puede aumentar sobre la del mondémero
hidréfilo (segundo mondémero copolimerizable). La relacién del segundo mondémero copolimerizable al primer
monomero copolimerizable durante una polimerizacion puede ser 1: 1,01: 1.5,01:2,01:25,01: 3,01: 3.50 1: 4,
01:45,01:5,01:5.5, 01: 6, por ejemplo. Esta relaciéon de transmision controla el valor de x e y en las formulas a
continuacion. Ademas, la relacion del segundo monémero copolimerizable al primer monémero copolimerizable se
puede ajustar para controlar la cantidad de sefial que se obtiene a partir de un soporte sélido que comprende un
miembro de un sistema de produccion de sefial (sps) y un recubrimiento del copolimero sintético. Al tener mas del
primer mondémero copolimerizable que comprende una unidad estructural pendiente que comprende una
funcionalidad reactiva, se puede obtener una mayor cantidad de funcionalidad reactiva que se deriva sobre el
soporte solido. De esta manera, se pueden equilibrar las propiedades hidréfilas del soporte sélido resultante con el
copolimero sintético recubierto y el nimero de funcionalidades reactivas que se derivan para acomodar una amplia
variedad de ensayos y sistemas de produccion de sefiales.

Los heteroatomos de la unidad estructural hidréfila pendiente incluyen, por ejemplo, oxigeno, azufre, nitrégeno y
fésforo, y combinaciones de oxigeno, azufre, nitrégeno y fésforo. Los heterodtomos se pueden presentar en
combinacioén con otros, entre si 0 con otros a&tomos tales como, por ejemplo, uno o mas de hidrégeno y carbono, en
forma de uno o mas grupos hidréfilos. En algunas realizaciones, el oxigeno se puede presentar como 0x0 U Oxi que
se une a uno o0 mas de hidrégeno, carbono, azufre, nitrdgeno y fésforo; el nitrdgeno se puede unir a uno o0 mas de
hidrégeno, carbono, oxigeno, azufre y fosforo tal como, por ejemplo, un grupo azo, ciano, isociano, nitro, nitroso,
amido o amino; el azufre es analogo al oxigeno como se discutié anteriormente; el fésforo se puede unir a uno o
mas de hidrégeno, carbono, azufre, oxigeno y nitrégeno, tal como, por ejemplo, un grupo fosfonato o fosfato mono o
diéster.
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El nimero de grupos hidréfilos en la unidad estructural hidréfila pendiente puede ser 2 a aproximadamente 1.500, o
2 a aproximadamente 1.250, o 2 a aproximadamente 1.000, o 2 a aproximadamente 750, 0 2 a aproximadamente
500, o 2 a aproximadamente 250, o 2 a aproximadamente 125, o 2 a aproximadamente 100, o 2 a aproximadamente
80, 0 2 a aproximadamente 60, 0 2 a aproximadamente 40, o 2 a aproximadamente 20, o 2 a aproximadamente 10,
0 2 a aproximadamente 5, o 3 a aproximadamente 1,500 , o 3 a aproximadamente 1.250, o 3 a aproximadamente
1.000, o 3 a aproximadamente 750, o 3 a aproximadamente 500, o 3 a aproximadamente 250, o 3 a
aproximadamente 125, o 3 a aproximadamente 100, o 3 a aproximadamente 80, o 3 a aproximadamente 60, 0 3 a
aproximadamente 40, o 3 a aproximadamente 20, o 3 a aproximadamente 10, o 3 a aproximadamente 5, 0 4 a
aproximadamente 1,500, o 4 a aproximadamente 1,250, o 4 a aproximadamente 1,000, o 4 a aproximadamente 750,
0 4 a aproximadamente 500, o 4 a aproximadamente 250, o0 4 a aproximadamente 125, o 4 a aproximadamente 100,
0 4 a aproximadamente 80, o 4 a aproximadamente 60, o0 4 a aproximadamente 40, o 4 a aproximadamente 20 , o
de 4 a aproximadamente 10, o de 4 a 5; los grupos hidréfilos pueden ser independientemente uno o mas de los
grupos mencionados a continuacion.

En algunas realizaciones, el grupo o grupos hidréfilos de la unidad estructural hidréfila pendiente, a modo de
ilustracion y sin limitacion, se pueden seleccionar de un grupo amina (una amina primaria, secundaria, terciaria o
cuaternaria), un grupo amida, un grupo hidroxilo, un grupo éster, un grupo éter, un grupo poliéter (por ejemplo, un
grupo polioxietileno y un grupo polioxipropileno), un grupo epitéxido, un grupo tioéter, un grupo politioéter, un grupo
sulfato, un grupo sulfito, un grupo fosfato, un grupo fosfito, un grupo fosfatidilcolina, un grupo betaina, un grupo
sulfobetaina, un grupo nitrilo, un grupo isonitrilo, un grupo cianato, un grupo isocianato, un grupo tiocianato, un grupo
isotiocianato, un grupo azida, un grupo tiol, un grupo tiolato, un grupo sulfuro, un grupo sulfinato, un grupo sulfonato,
un grupo fenolato, un grupo carbonilo, un grupo carboxilato, un grupo fosfina, un grupo 6xido de fosfina, un grupo
acido fosfénico y un grupo fosforamida, asi como combinaciones y mezclas de tales grupos . En algunas
realizaciones, el grupo o grupos hidréfilos, a modo de ilustracién y sin limitacién, se pueden seleccionar de los
grupos que consisten en grupos amina (aminas primarias, secundarias, terciarias o cuaternarias), grupos amida,
grupos hidroxilo, grupos éster, grupos éter, grupos poliéter, grupos tioéter, grupos sulfato, grupos sulfito, grupos
fosfato, grupos fosfito, grupos fosfatidilcolina, grupos betaina y grupos sulfobetaina.

En algunas realizaciones, el peso molecular (Daltons) (Da) del copolimero es aproximadamente 300 a
aproximadamente 10.000.000 o mas, o aproximadamente 500 a aproximadamente 10.000.000, o aproximadamente
1.000 a aproximadamente 10.000.000, o aproximadamente 10.000 a aproximadamente 10.000.000, o
aproximadamente 100.000 a aproximadamente 10,000,000, o 300 a aproximadamente 5,000,000 o mas, o
aproximadamente 500 a aproximadamente 5,000,000, o aproximadamente 1,000 a aproximadamente 5,000,000, o
aproximadamente 10,000 a aproximadamente 5,000,000, o aproximadamente 100,000 a aproximadamente
5,000,000, o 300 a aproximadamente 1,000,000 o mas, o aproximadamente 500 a aproximadamente 1,000,000, o
aproximadamente 1,000 a aproximadamente 1,000,000, o aproximadamente 10,000 a aproximadamente 1,000,000,
0 aproximadamente 100,000 a aproximadamente 1,000,000, o aproximadamente 100 a aproximadamente 750,000,
o aproximadamente 500 a aproximadamente 750,000, o aproximadamente 1,000 a aproximadamente 750,000, o
aproximadamente 10,000 a aproximadamente 750,000, o aproximadamente 100,000 a aproximadamente 750,000, o
aproximadamente 100 a aproximadamente 500,000, o aproximadamente 200 a aproximadamente 500,000, o
aproximadamente 1,000 a aproximadamente 500,000, o aproximadamente 10,000 a aproximadamente 500,000, o
aproximadamente 100,000 a aproximadamente 500,000, por ejemplo.

En algunas realizaciones, el copolimero comprende un esqueleto polietilénico del que depende una o mas unidades
estructurales que contienen funcionalidad reactiva o derivado de funcionalidad reactiva que contiene tal como, por
ejemplo, una o mas unidades estructurales que contienen aldehido o unidades estructurales que contienen derivado
de aldehido y una o mas unidades estructurales que comprenden al menos 1 atomo de carbono y al menos 2
heteroatomos. El esqueleto polietilénico comprende una cadena lineal de grupos etilénicos, es decir, grupos -(CHR-
CHR) (donde R es alquilo o hidrégeno) que se forman a partir de monémeros que comprenden enlaces dobles. Se
incluyen también otros tipos de esqueletos poliméricos y dependen de la naturaleza de los monémeros. Los
monomeros a partir de los cuales se forma el copolimero incluyen, a modo de ejemplo y sin limitacion, monémeros
de vinilo, mondmeros alilicos, olefinas y cualquier molécula pequefia que contenga al menos un grado de
insaturacion, y mezclas o dos o mas de los mondmeros anteriores en los que la funcionalidad polimerizable es un
enlace doble carbono-carbono o un enlace triple carbono-carbono. Ademas de la funcionalidad polimerizable, el
mondémero comprende también una sustitucion apropiada de una funcionalidad reactiva o un derivado de una
funcionalidad reactiva o al menos 1 atomo de carbono y al menos 2 heterodtomos. Las clases de mondémeros de
vinilo incluyen, pero no se limitan a, acido metacrilico, metacrilatos, metacrilamida, metacrilamidas N y N,N-no
sustituidas, monémeros aromaticos de vinilo, haluros de vinilo, ésteres de vinilo de acidos carboxilicos (por ejemplo,
acetato de vinilo), 6xido de etileno acrilatos, diacrilatos y dimetacrilatos.

Ejemplos de metacrilatos incluyen metacrilatos sustituidos apropiadamente con una unidad estructural pendiente de
acuerdo con las presentes realizaciones donde los metacrilatos incluyen, a modo de ilustracion y sin limitacion,
metacrilato de metilo, metacrilato de etilo, metacrilato de propilo, metacrilato de isopropilo, metacrilato de n-butilo,
metacrilato de isobutilo y metacrilato de tert-butilo, por ejemplo. Ejemplos de mondémeros aromaticos de vinilo que se
pueden usar incluyen, pero sin limitacién, estireno, estireno-butadieno, p-clorometilestireno y divinilbenceno
sustituidos apropiadamente, por ejemplo. Los haluros de vinilo que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a,
cloruro de vinilo y fluoruro de vinilideno sustituidos apropiadamente. Los ésteres vinilicos de acidos carboxilicos que
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se pueden usar incluyen, pero sin limitacion, acetato de vinilo sustituido apropiadamente, butirato de vinilo, 3,4-
dimetoxibenzoato de vinilo, malato de vinilo y benzoato de vinilo.

El copolimero se sintetiza de acuerdo con la quimica estandar del polimero para la sintesis de copolimeros
aleatorios usando las unidades monoméricas apropiadas como se identificd6 anteriormente. En algunas
realizaciones, las unidades monoméricas que comprenden una o mas funcionalidades polimerizables se pueden
combinar en una sola etapa de polimerizacion. Como se menciona anteriormente, en este Ultimo enfoque de
polimerizacién, el nimero de cada uno de los mondmeros copolimerizados del copolimero se puede controlar
controlando la concentracion molar de las unidades monoméricas.

Los copolimeros aleatorios se pueden preparar mediante cualquier técnica de polimerizacion para la preparacion de
copolimeros aleatorios. Las técnicas de polimerizacion incluyen, por ejemplo, polimerizacién por radicales,
polimerizaciéon por radicales de transferencia atdomica, fragmentacién por adicion reversible y polimerizacion por
transferencia de cadena, polimerizacion mediada por nitréxido, y asi sucesivamente. Las condiciones para la
polimerizacién tales como, por ejemplo, temperatura, medio de reaccion, pH, duracién y el orden de adicién de los
reactivos dependen de uno o mas del tipo de polimerizacion empleado, la naturaleza de los reactivos monoméricos
incluyendo cualquier funcionalidad polimerizable empleada y la naturaleza de cualquier catalizador empleado, por
ejemplo. Tales condiciones son generalmente conocidas dado que los tipos de técnicas de polimerizacion que se
pueden usar son bien conocidas en la técnica.

Como se mencioné anteriormente, una composicién de acuerdo con algunas de las realizaciones presentes
comprende un soporte sélido que comprende un miembro sps y un recubrimiento del copolimero sintético. El soporte
sélido se puede componer por un material insoluble en agua, organico o inorganico, que puede ser transparente o
parcialmente transparente. El soporte sdlido tiene una superficie que es hidréfoba y puede tener cualquiera de una
serie de formas tales como, por ejemplo, particulas, que incluyen perlas y particulas, peliculas, membranas, tubos,
caja, tiras, varillas y superficies planas tales como, por ejemplo, placas. Dependiendo del tipo de ensayo, el soporte
sélido se puede o no suspender en el medio en el que se emplea. Los ejemplos de un soporte solido que se
suspende incluyen materiales poliméricos tales como particulas de latex y particulas magnéticas. Otras
composiciones soélidas de soporte incluyen polimeros, tales como poli(cloruro de vinilo), poliacrilamida, poliacrilato,
polietileno, polipropileno, poli(4-metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), nailon y
poli(butirato de vinilo) por ejemplo; ya sea que se usen por si mismos o0 en conjunto con otros materiales.

En algunas realizaciones, el soporte sélido es una particula. Las particulas generalmente tienen un diametro
promedio de aproximadamente 0,02 a aproximadamente 100 micrémetros, o aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 100 micrometros, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100 micrometros, o
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 micrometros, o aproximadamente 0,02 a aproximadamente 50
micrometros, o aproximadamente 0,05 a aproximadamente 50 micrémetros, o aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 50 micrémetros, o aproximadamente 0,5 a aproximadamente 50 micrometros, o aproximadamente
0,02 a aproximadamente 20 micrometros, o aproximadamente 0,05 a aproximadamente 20 micrémetros, o
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 20 micrometros, o aproximadamente 0,5 a aproximadamente 20 micras,
por ejemplo. En algunas realizaciones, las particulas tienen un diametro promedio de aproximadamente 0,05
micrémetros a aproximadamente 20 micrometros o de aproximadamente 0,3 micrometros a aproximadamente 10
micrémetros, o aproximadamente de 0,3 micrémetros a aproximadamente 5 micrometros, por ejemplo. En algunas
realizaciones, las particulas son particulas de latex o particulas de cromo.

Una particula de latex es un material polimérico insoluble en agua, que se suspende en agua en particulas. En
algunas realizaciones, el latex es un polietileno sustituido tal como poliestireno-butadieno, poliacrilamida-poliestireno,
poliestireno con grupos amino, acido poli-acrilico, acido polimetacrilico, acrilonitrilo-butadieno, copolimeros de
estireno, acrilato de polivinilacetato, polivinilpiridina, copolimeros de acrilato de cloruro de vinilo, y similares.

Las particulas poliméricas se pueden formar a partir de polimeros de adicion o condensacion. Las particulas se
dispersaran facilmente en un medio acuoso y se pueden hacer funcionar para permitir la conjugacion con uno o mas
de un copolimero como se describe aqui, un miembro de un sistema productor de sefiales (sps) y un miembro de un
par de unién especifico (sbp), por ejemplo. Las particulas se pueden derivar también de materiales naturales,
materiales naturales que se modifican sintéticamente y materiales sintéticos. En algunas realizaciones, las particulas
tienen, ya sea natural o sintéticamente, una funcionalidad reactiva tal como, por ejemplo, grupos amina, que son
reactivos con una funcionalidad reactiva correspondiente del copolimero tal como, por ejemplo, grupos aldehido.

Como se mencion6 anteriormente, el copolimero es un recubrimiento sobre el soporte. El revestimiento del soporte
con el copolimero se puede realizar de varias maneras. El copolimero se puede unir covalentemente a la superficie
del soporte. En algunas realizaciones, la unién covalente se puede realizar mediante la reaccion de algunas de las
funcionalidades reactivas tales como, por ejemplo, grupos aldehido, del copolimero con una funcionalidad en la
superficie del soporte de una manera similar a la que se discutié anteriormente con respecto al derivado de aldehido.
Como se mencion6 anteriormente, en algunas realizaciones, dependiendo de la naturaleza del soporte, las
funcionalidades adecuadas ya pueden estar presentes en la superficie del soporte o se pueden introducir
sintéticamente en la superficie. Las funcionalidades reactivas restantes tales como, por ejemplo, grupos aldehido, se
disponen para la reaccién con un miembro de sbp funcionalizado adecuadamente, por ejemplo.
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En algunas realizaciones, la cantidad del copolimero que se dispone como recubrimiento sobre el soporte depende
de uno o mas de la naturaleza del soporte, la naturaleza del copolimero, la naturaleza del miembro sps, ya sea si la
unién del copolimero al soporte es por virtud del sitio de soporte de aldehido, y si un miembro de sbp se une al sitio
de soporte de aldehido, por ejemplo. En algunas realizaciones, la cantidad (porcentaje en peso) de copolimero que
se recubre sobre el soporte es de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10%, o aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 9%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 8%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente
7%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 6%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5%, o
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 4%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 3%, 0 aproximadamente
0,1 a aproximadamente 2%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1%, o aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 0,5%, o aproximadamente 1 a aproximadamente 10%, o aproximadamente 1 a aproximadamente
9%, o aproximadamente 1 a aproximadamente 8%, o aproximadamente 1 a aproximadamente 7%, o
aproximadamente 1 a aproximadamente 6%, o aproximadamente 1 a aproximadamente 5 %, o aproximadamente 1
a aproximadamente 4%, o aproximadamente 1 a aproximadamente 3%, o aproximadamente 1 a aproximadamente
2%, o aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,5%, o aproximadamente 0,06 a aproximadamente 0,5%,
aproximadamente 0,07 a aproximadamente 0,5%, o aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,5%,
aproximadamente 0,09 a aproximadamente 0,5%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,5%,
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,4%, o0 aproximadamente 0,06 a aproximadamente 0,4%,
aproximadamente 0,07 a aproximadamente 0,4%, o aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,4%,
aproximadamente 0,09 a aproximadamente 0,4%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,4%,
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,3%, o aproximadamente 0,06 a aproximadamente 0,3%, 0 un entre
0,07 y aproximadamente 0,3%, o aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,3%, o aproximadamente 0,09 a
aproximadamente 0,3%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,3%, o aproximadamente 0,05 a
aproximadamente 0,2%, o aproximadamente 0,06 a aproximadamente 0,2%, o aproximadamente 0,07 a
aproximadamente 0,2%, o aproximadamente 0,08 a aproximadamente 0,2%, o aproximadamente 0,09 a
aproximadamente 0,2%, o aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,2%, por ejemplo.

Oo0o0oo0oo0o

La seleccién de un revestimiento de copolimero para una particula que comprende un miembro de un sistema de
produccién de sefial depende de uno o mas de un nimero de factores tales como, por ejemplo, el tipo de ensayo, la
naturaleza del miembro del sistema de produccion de sefial, el rango de concentracién que se espera del analito, las
caracteristicas fisicas y el origen del anticuerpo, la variacién en la densidad efectiva del recubrimiento del anticuerpo,
el pH de la mezcla de reaccion final y la fuerza i6nica de la mezcla de reaccion final. Dependiendo de tales factores,
se puede preferir en cualquier aplicaciéon particular un recubrimiento de copolimero sobre otro recubrimiento de
copolimero. Por ejemplo, la densidad efectiva de recubrimiento del anticuerpo puede ser 6ptima para un sistema de
produccién de sefial cuando un anticuerpo particular se conjuga con un recubrimiento de copolimero particular. La
cantidad de sefial se puede controlar, por ejemplo, ajustando las relaciones de transmision de los primeros y
segundos monoémeros polimerizables durante la copolimerizacion.

Como se mencion6 anteriormente, la composicién comprende también un miembro sps. La naturaleza del miembro
sps depende del tipo de ensayo en el que se pueden emplear realizaciones de las presentes composiciones. Tales
ensayos incluyen, por ejemplo, métodos de inmunoprecipitina y aglutinacion y técnicas de dispersion de luz
correspondientes tales como, por ejemplo, nefelometria y turbidimetria, para la detecciébn de complejos de
anticuerpos; y ensayos marcados (por ejemplo, inmunoensayos marcados) tales como, por ejemplo, ensayos de
luminiscencia inducida (canalizacién de oxigeno luminiscente), ensayos de canalizacién de oxigeno fluorescente,
ensayos marcados con enzima, ensayos de polarizacion de fluorescencia, ensayos radiomarcados y ensayos de
inhibicién.

El miembro sps puede ser un marcador, que es parte de un sistema de produccion de sefial. La naturaleza del
marcador depende del formato de ensayo particular como se discutié anteriormente. Un sistema de produccion de
sefial puede incluir uno o mas componentes, al menos un componente es un marcador detectable, que genera una
sefial detectable que se relaciona con una o ambas cantidades de marcador unido y no enlazado, es decir, la
cantidad de marcador unido o no ligado al analito que se detecta 0 a un agente que refleja la cantidad de analito a
detectar. EI marcador es cualquier molécula que produce o se puede inducir para producir una sefial, y puede ser,
por ejemplo, un fluorescente, radiomarcador, enzima, quimioluminiscente o fotosensibilizador. De este modo, la
sefial se detecta y/o mide detectando la actividad enzimatica, la luminiscencia, la absorbancia de la luz o la
radioactividad, por ejemplo, segln sea el caso.

Los marcadores adecuados incluyen, a modo de ilustracion y sin limitacion, enzimas tales como fosfatasa alcalina,
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa ("G6PDH") y peroxidasa de rabano picante; ribozima; un sustrato para una
replicasa tal como replicasa QB; promotores; tintes; fluorescentes, tales como fluoresceina, isotiocianato,
compuestos de rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina; complejos tales como
los preparados a partir de CdSe y ZnS presentes en nanocristales semiconductores que se conocen como puntos
cuanticos; quimioluminiscentes tales como isoluminol; sensibilizadores que incluyen fotosensibilizadores; coenzimas;
sustratos de enzima; radiomarcadores tales como 25|, 31|, 14C, 3H, 57Co y "®Se; particulas tales como particulas de
latex, particulas de carbono, particulas metdlicas que incluyen particulas magnéticas, por ejemplo, particulas de
dioxido de cromo (CrOz) y similares; soles de metal; cristalita; liposomas; nucleétidos y células, por ejemplo, que se
pueden marcar adicionalmente con un colorante, catalizador u otro grupo detectable.
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El marcador puede producir directamente una sefial y, por lo tanto, no se requieren componentes adicionales para
producir una sefial. Numerosas moléculas organicas, por ejemplo, fluorescentes, son capaces de absorber luz
ultravioleta y visible, donde la absorcién de luz transfiere energia a estas moléculas y las eleva a un estado de
energia excitada. Esta energia absorbida se disipa luego mediante la emision de luz a una segunda longitud de
onda. Otros marcadores que producen directamente una sefial incluyen isétopos radiactivos y colorantes.

Alternativamente, el marcador puede necesitar otros componentes para producir una sefial, y el sistema de
produccién de sefial incluiria entonces todos los componentes que se requieren para producir una sefial medible.
Dichos otros componentes pueden incluir, por ejemplo, sustratos, coenzimas, potenciadores, enzimas adicionales,
sustancias que reaccionan con productos enzimaticos, catalizadores, activadores, cofactores, inhibidores,
eliminadores, iones metalicos y una sustancia de unién especifica que se requiere para la unién de sustancias
generadoras de sefiales.

Como se menciond anteriormente, en las presentes composiciones, el miembro sps se asocia con el soporte. La
forma de asociacion del miembro sps con el soporte solido depende de una o mas de la naturaleza del soporte, la
naturaleza del miembro sps, el area superficial y la porosidad del soporte y la naturaleza de cualquier disolvente que
se emplea, por ejemplo. La asociaciéon puede ser por adsorcion del miembro sps por el soporte, unién covalente del
miembro sps al soporte, disolucion o dispersion del miembro sps en el soporte solido, unién no covalente del
miembro sps al soporte por medio de miembros del par de unién (por ejemplo, avidina-biotina y digoxina-anticuerpo
para digoxina), por ejemplo. De esta manera, el miembro sps "se asocia con" el soporte sélido.

Como se usa en este documento, la frase "se asocia con" incluye unién covalente de una unidad estructural a otra
unidad estructural mediante un enlace directo o a través de un grupo espaciador, unién no covalente de una unidad
estructural a otra unidad estructural directamente o por medio de miembros de pares de unién especifica que se une
a las unidades estructurales, incorporacion de una unidad estructural en otra unidad estructural tal como al disolver
una unidad estructural en otra unidad estructural o mediante sintesis, y recubrimiento de una unidad estructural en
otra unidad estructural, por ejemplo.

La asociacion de un miembro sps tal como, por ejemplo, un sensibilizador o un compuesto quimioluminiscente, con
particulas de latex puede implicar la incorporacion durante la formacion de las particulas mediante polimerizaciéon o
incorporaciéon en particulas preformadas, por ejemplo, mediante disolucién no covalente en las particulas, por
ejemplo. En algunos enfoques, se emplea una solucién del miembro sps. Los disolventes que se pueden usar
incluyen, por ejemplo, alcoholes, que incluyen, por ejemplo, etanol, etoxietanol, metoxietanol, etilenglicol y alcohol
bencilico; amidas tales como, por ejemplo, dimetilformamida, formamida, acetamida y tetrametilurea; sulféxidos tales
como, por ejemplo, dimetilsulféxido y sulfolano; y éteres tales como, por ejemplo, carbitol, etilcarbitol y
dimetoxietano; y agua; y mezclas de dos o0 mas de los anteriores. El uso de disolventes que tienen puntos de
ebullicién elevados en los que las particulas son insolubles permite el uso de temperaturas elevadas para facilitar la
disolucién de los compuestos en las particulas y son particularmente adecuados. Los solventes se pueden usar
solos 0 en combinacion. Se debe seleccionar un disolvente que no interfiera con la capacidad de produccién de
sefial de los miembros sps debido a sus propiedades intrinsecas o su capacidad para eliminarse de las particulas.
En algunas realizaciones, se pueden emplear disolventes aromaticos tales como, por ejemplo, ftalato de dibutilo,
benzonitrilo, naftonitrilo, dioftalato de dioctilo, diclorobenceno, éter difenilico y dimetoxibenceno.

Generalmente, la temperatura que se emplea durante el procedimiento se elige para maximizar la cantidad de sefial
de las particulas del miembro sps con la condicién de que las particulas no se fundan o se agreguen a la
temperatura que se selecciona. En algunas realizaciones, se emplean temperaturas elevadas. Las temperaturas
para el procedimiento pueden variar de aproximadamente 20°C a aproximadamente 200°C, o de aproximadamente
50°C a aproximadamente 170°C. Se ha observado que algunos compuestos que son casi insolubles a temperatura
ambiente son solubles en, por ejemplo, alcoholes de bajo peso molecular, tales como etanol y etilenglicol, por
ejemplo, a temperaturas elevadas. Se ha demostrado que las particulas carboxiladas de latex modificado toleran
alcoholes de bajo peso molecular a tales temperaturas.

En algunas realizaciones de las presentes composiciones, el miembro sps se selecciona del grupo que consiste en
sensibilizadores, que incluyen fotosensibilizadores, y compuestos quimioluminiscentes como se discute mas
completamente a continuacion.

Un compuesto quimioluminiscente (quimioluminiscente) es un compuesto que se activa quimicamente y, como
resultado de dicha activacion, emite luz a una cierta longitud de onda. Los ejemplos de quimioluminiscentes, a modo
de ilustracién y sin limitacion, incluyen olefinas capaces de reaccionar con oxigeno atdémico o un peréxido para
formar hidroperéxidos o dioxetanos, que se pueden descomponer en cetonas o derivados de acido carboxilico;
dioxetanos estables que se pueden descomponer por la acciéon de la luz; acetilenos que pueden reaccionar con
oxigeno atémico para formar dicetonas; hidrazonas o hidrazidas que pueden formar compuestos azo o azo
carbonilos tales como luminol; y compuestos aromaticos que pueden formar endoperdxidos, por ejemplo. Como
consecuencia de la reaccion de activacion, los quimioluminiscentes causan directa o indirectamente la emision de
luz.
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Un sensibilizador es una molécula, generalmente un compuesto, para la generacién de un intermedio reactivo tal
como, por ejemplo, oxigeno atomico, para la activacion de un compuesto quimioluminiscente. En algunas
realizaciones de las presentes composiciones, el sensibilizador es un fotosensibilizador. Otros sensibilizadores que
se pueden activar quimicamente (por ejemplo, enzimas y sales metalicas) incluyen, a modo de ejemplo y sin
limitacién, otras sustancias y composiciones que pueden producir oxigeno atémico con o, menos preferiblemente,
sin activacion por una fuente de luz externa. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertos compuestos catalizan la
conversion de peréxido de hidrogeno en oxigeno atdmico y agua. Se incluyen también dentro del alcance de los
fotosensibilizadores compuestos que no son sensibilizadores verdaderos pero que con la excitacion por calor, luz,
radiacion ionizante o activacion quimica liberaran una molécula de oxigeno atémico. Los miembros mas conocidos
de esta clase de compuestos incluyen los endoperéxidos tales como 1,4-biscarboxietil-1,4-naftaleno-endoperoéxido,
9,10-difenilantraceno-9,10-endoperdxido y 5,6,11,12-tetrafenilnaftaleno-5,12-endoperéxido. El calentamiento o la
absorcion directa de la luz por estos compuestos libera oxigeno atémico.

Un fotosensibilizador es un sensibilizador para la activacién de un compuesto fotoactivo, por ejemplo, mediante la
generacion de oxigeno atdmico por excitacion con luz. Los fotosensibilizadores son fotoactivables e incluyen, por
ejemplo, tintes y compuestos aromaticos, y normalmente son compuestos que se componen por atomos unidos
covalentemente, habitualmente con mdltiples enlaces dobles o triples conjugados. Los compuestos deberian
absorber luz en el intervalo de longitud de onda de 200 a 1.100 nm, o 300 a 1.000 nm, o 450 a 950 nm, con un
coeficiente de extincién en su absorbancia maxima superior a 500 Mt cm o superior a 5.000 M* cm™, o mayor que
50,000 M? cm?, a la longitud de onda de excitacién. Los fotosensibilizadores deberian ser relativamente
fotoestables y, preferiblemente, no reaccionar de manera eficiente con el oxigeno atémico. Los ejemplos de
fotosensibilizadores, a modo de ilustraciéon y sin limitacion, incluyen acetona, benzofenona, 9-tioxantona, eosina,
9,10-dibromoantraceno, azul de metileno, metaloporfirinas, tales como hematoporfirina, ftalocianinas, clorofilas, rosa
de bengala y buckminsterfullereno, por ejemplo, y derivados de estos compuestos.

Los ejemplos de compuestos quimioluminiscentes y fotosensibilizadores que se pueden usar en las realizaciones de
las presentes composiciones se exponen en la Patente de Estados Unidos N° 5.340.716 (Ullman, et al.).

La unidad estructural pendiente del monémero polimerizado (primer mondmero polimerizado) que comprende un
aldehido o un derivado de aldehido es

-C(0O)-A-(CH2)n-G
en la que:

AesNR'enlaque R'esHoalquilodela6,0la5 0la4,0la3,0la2,02a6,02a5,02a4,02a3,03a
6,03a5,03a4,04a6,04ab5,05 a6 atomos de carbono, por ejemplo;

neslall0,ola9o0la8o0la7,0la6,0lab5,1a4,0la3,0la2,02al10,02a9,02a8,02a7,02a6,
o2ab,2a4,02a3,03a10,03a9,03a8 03a7,03a6,03a503a4,04al10,04a9,04a8,04a7,0
4a6,04a505al10,05a9,05a8,05a7,05a6,06al1l0,06a9,06a8 06a7,07al0,07a9,07as,
u8all,u8a9 09alo, porejemplo; y G es CHO; CH(OR®):2 en donde R®es alquilode 1a6,01a5,0l1la4,01
a3,0la2, 02a6,02a5,02a4,02a3,03a6,03a5,03a4,04a6,04ab5,05 a6 atomos de carbono,
por ejemplo;

La unidad estructural pendiente del monémero polimerizado que comprende al menos 1 atomo de carbono y al

menos 2 heteroatomos tiene la férmula:
/\(ch2)\\'
—N

enlaque:wes2-4,02-3,03-4,02,03,04.

En algunas realizaciones, la unidad estructural pendiente comprende aproximadamente 4 atomos de carbono y
aproximadamente 3 heteroatomos. En algunas realizaciones, la unidad estructural pendiente comprende
aproximadamente 8 atomos de carbono y aproximadamente 7 heteroatomos. En algunas realizaciones, la unidad
estructural pendiente comprende aproximadamente 4 atomos de carbono y aproximadamente 2 heteroatomos. En
algunas realizaciones, la unidad estructural pendiente comprende 1 atomo de carbono y aproximadamente 2
heteroatomos.

Descripcion general de los ensayos en los que se pueden usar las presentes composiciones

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2655397 T3

La siguiente discusién es a modo de ilustracion y sin limitacion. Las presentes composiciones se pueden emplear en
cualquier ensayo que emplee un reactivo de particulas. Las presentes composiciones tienen una aplicacion
particular a ensayos en los que se usa una particula que se recubre de polimero donde la particula que no recubre
tiene una superficie hidréfoba. Los ensayos se pueden realizar sin separacion (homogénea) o con separacion
(heterogénea) de cualquiera de los componentes o productos de ensayo. Los ensayos heterogéneos generalmente
implican uno o mas pasos de separacion y pueden ser competitivos 0 no competitivos.

Los inmunoensayos pueden incluir reactivos marcados o no marcados. Los inmunoensayos que implican reactivos
no marcados comprenden habitualmente la formacion de complejos relativamente grandes que implican uno o mas
anticuerpos. Dichos ensayos incluyen, por ejemplo, métodos de inmunoprecipitina y aglutinaciéon y técnicas de
dispersién de luz correspondientes tales como, por ejemplo, nefelometria y turbidimetria, para la deteccién de
complejos de anticuerpos. Los inmunoensayos marcados incluyen inmunoensayos de quimioluminiscencia,
inmunoensayos enzimaticos, inmunoensayos de polarizacion de fluorescencia, radioinmunoensayo, ensayo de
inhibicién, luminiscencia inducida, ensayo de canalizacion de oxigeno fluorescente, y asi sucesivamente.

Un grupo general de inmunoensayos en el que las realizaciones de las presentes composiciones se pueden emplear
para determinar la presencia y/o cantidad de analito en una muestra, incluye inmunoensayos que usan una
concentracion limitada de uno de los reactivos de ensayo. Otro grupo de inmunoensayos implica el uso de un
exceso de uno 0 mas de los principales reactivos. Otro grupo de inmunoensayos son los ensayos homogéneos sin
separacion en los que los reactivos marcados modulan la sefial del marcador tras la unién de la presente
composicion y un analito en la muestra.

En un ensayo heterogéneo competitivo tipico, una realizacion de la presente composicion que comprende un
miembro sbp que se une a un analito se pone en contacto con un medio que contiene la muestra sospechosa de
contener el analito y el analito que se conjuga con un marcador que es reactivo con el miembro sps de la presente
composicion o con un producto de la activacion del miembro sps. La activacion del miembro sps en la presente
composicion produce una sefial de marcador, si se presenta el analito, que se determina por técnicas
convencionales y se relaciona con la cantidad de analito en la muestra.

En un ensayo tipo sandwich no competitivo tipico, se forma un complejo inmune tipo sandwich en un medio de
ensayo. El complejo comprende el analito, un miembro sbp (primer miembro sbp) de las presentes composiciones y
un segundo miembro sbp que se une al analito o al primer miembro sbp. Posteriormente, se detecta el complejo
inmune tipo sandwich y se relaciona con la cantidad de analito en la muestra. El complejo inmune tipo sandwich se
detecta en virtud de la presencia en el complejo de uno o mas de un marcador de la presente composicion y un
marcador del segundo miembro sbp.

Algunos ensayos conocidos usan un sistema de produccion de sefial que emplea primeros y segundos miembros
sps. Los miembros sps se pueden relacionar en que la activacién de un miembro de los sps produce un producto tal
como, por ejemplo, luz, que da como resultado la activacion de otro miembro de los sps.

En un enfoque en un ensayo tipo sandwich, se pone en contacto una primera incubacién de la presente composicion
con un medio que contiene una muestra que se sospecha de contener el analito. Después de una etapa de lavado y
separacion, el soporte de la presente composicion se pone en contacto con un medio que contiene un segundo
miembro sbp tal como, por ejemplo, un anticuerpo para el analito, que contiene un marcador tal como una enzima,
durante un segundo periodo de incubacion. Los marcadores se relacionan porque la activacion de uno de los
marcadores activa el otro marcador ya sea si el analito se presenta en el medio. El soporte se lava nuevamente y se
separa del medio y se examina el medio o el soporte para detectar la presencia de una sefial. La presencia y la
cantidad de sefial se relacionan con la presencia o cantidad del analito.

En una variacién del ensayo tipo sandwich anterior, la muestra que se sospecha que contiene el analito en un medio
adecuado se pone en contacto con el anticuerpo que se marca para el analito y se incuba durante un periodo de
tiempo. Luego, el medio se pone en contacto con la presente composicion, que comprende un marcador que se
relaciona con el marcador del anticuerpo que se marca como se discutid anteriormente. Después de un periodo de
incubacién, el soporte se separa del medio y se lava para eliminar los reactivos no unidos. El soporte o el medio se
examina para detectar la presencia de una sefial, que se relaciona con la presencia o cantidad de analito. En otra
variacion de lo anterior, la muestra, la presente composicién y el anticuerpo que se marca se combinan en un medio
y se incuban en una Unica etapa de incubacion. La separacion, los pasos de lavado y el examen de la sefial son
como se describi6é anteriormente.

En algunas realizaciones de ensayos que se conocen, los miembros sps comprenden un sensibilizador tal como, por
ejemplo, un fotosensibilizador, y una composicion quimioluminiscente en la que la activacion del sensibilizador da
como resultado un producto que activa la composiciéon quimioluminiscente. El segundo miembro sps general
generalmente una sefial detectable que se relaciona con la cantidad de miembro sps ligado y/o no enlazado, es
decir, la cantidad de miembro sps que se enlaza o no al analito que se detecta o un agente que refleja la cantidad de
analito que se va a detectar. De acuerdo con las realizaciones de la presente invencion, la presente composicién
puede comprender uno del reactivo sensibilizador o del reactivo quimioluminiscente.
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En una realizacién de tal ensayo, se puede emplear un inmunoensayo de luminiscencia inducido cuando el ensayo
usa una composicion de acuerdo con las presentes realizaciones, que incluye un sensibilizador o un compuesto
qguimioluminiscente como el miembro sps de la composicién. El inmunoensayo de luminiscencia inducida se
menciona en la patente de los Estados Unidos No. 5.340.716 (Ullman). En un enfoque de acuerdo con las presentes
realizaciones, el ensayo usa una particula que se reviste con un copolimero de acuerdo con las presentes
realizaciones y que tiene asociado un fotosensibilizador y un primer miembro sbp. El reactivo quimioluminiscente
comprende un segundo miembro sbp. Los miembros sbp se unen al analito para formar un complejo, o el primer
miembro sbp se une al segundo miembro sbp para formar un complejo, en relacién con la presencia del analito en el
medio. Si se presenta el analito, el fotosensibilizador y el compuesto quimioluminiscente se acercan mucho en virtud
de la unién en funcioén de la presencia del analito. El fotosensibilizador genera oxigeno atémico y activa el reactivo
qguimioluminiscente cuando los dos marcadores estdn muy cerca. El reactivo quimioluminiscente que se activa
produce posteriormente luz. La cantidad de luz que se produce se relaciona con la cantidad del complejo que se
forma, que a su vez se relaciona con la cantidad de analito presente.

En algunas realizaciones del ensayo de luminiscencia inducida, se emplea una particula fotosensibilizadora que se
conjuga con avidina o estreptavidina. Se emplea también un miembro sbp biotinilado que se une al analito. Una
realizacién de las presentes composiciones se emplea cuando el miembro sps es un reactivo quimioluminiscente y el
miembro sbp se une al analito, se emplea como parte del sistema de deteccion. El medio de reaccién se incuba para
permitir que las particulas fotosensibilizadoras se unan al miembro sbp biotinilado en virtud de la unién entre avidina
y biotina y para permitir también que el par de unién para el analito que es parte de la presente composicion se una
al analito. Luego, el medio se irradia con luz para excitar el fotosensibilizador, que es capaz de, en su estado
excitado, activar el oxigeno a un estado atémico. Debido a que el reactivo quimioluminiscente esta ahora muy cerca
del fotosensibilizador en virtud de la presencia del analito, se activa por el oxigeno atémico y emite luminiscencia. El
medio se examina a continuacién para determinar la presencia y/o la cantidad de luminiscencia o luz emitida, al
relacionar su presencia con la presencia y/o cantidad del analito.

La concentracion del analito que se puede ensayar varia generalmente de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10'*” M, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 1014 M. Consideraciones, tales como si
el ensayo es cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo (relativo a la cantidad del analito presente en la muestra), la
técnica de deteccion particular y la concentracion esperada del analito, determinan normalmente las concentraciones
de los diversos reactivos.

Las concentraciones de los diversos reactivos en el medio de ensayo se determinaran generalmente por el intervalo
de concentracion de interés del analito, la naturaleza del ensayo y similares. Sin embargo, la concentracion final de
cada uno de los reactivos se determina normalmente de forma empirica para optimizar la sensibilidad del ensayo en
el intervalo. Es decir, una variacion en la concentracion de analito que es significativa deberia proporcionar una
diferencia de sefial exactamente medible. Consideraciones tales como la naturaleza del sistema de produccion de
sefial y la naturaleza de los analitos, por ejemplo, determinan las concentraciones de los diversos reactivos.

Como se menciond anteriormente, la muestra y los reactivos se proporcionan en combinacién en el medio. A la vez
gue se puede variar el orden de adicién al medio, habra ciertas preferencias para algunas realizaciones de los
formatos de ensayo que se describen aqui. El orden mas simple de adicién, por supuesto, es agregar
simultaneamente todos los materiales y determinar el efecto que el medio de ensayo tiene sobre la sefial como en
un ensayo homogéneo. Alternativamente, cada uno de los reactivos, o grupos de reactivos, se puede combinar
secuencialmente. En algunas realizaciones, se puede implicar una etapa de incubacién después de cada adicién
como se discutid anteriormente. En ensayos heterogéneos, las etapas de lavado se pueden emplear también
después de una o mas etapas de incubacion.

Métodos de ensayo que usan realizaciones de las presentes composiciones

Como se menciond anteriormente, una realizaciéon de la presente invenciéon es un método para determinar una o
mas de la presencia y cantidad de un analito en una muestra. El analito es una sustancia de interés o el compuesto
0 composicién por detectar y/o cuantificar. Los analitos incluyen, por ejemplo, medicamentos, metabolitos, pesticidas
y contaminantes. Los analitos representativos, a modo de ilustracién y sin limitacion, incluyen alcaloides, esteroides,
lactamas, aminoalquilbencenos, benzheterociclicos, purinas, farmacos derivados de la marihuana, hormonas,
polipéptidos que incluyen proteinas, inmunosupresores, vitaminas, prostaglandinas, antidepresivos triciclicos,
antineoplasicos, nucledsidos. y nucledtidos que incluyen polinucleésidos y polinucleétidos, medicamentos
individuales miscelaneos que incluyen metadona, meprobamato, serotonina, meperidina, lidocaina, procainamida,
acetilprocainamida, propranolol, griseofulvina, acido valproico, butirofenonas, antihistaminicos, cloranfenicol,
farmacos anticolinérgicos y metabolitos y derivados de todos los anteriores. Se incluyen también metabolitos que se
relacionan con estados de enfermedad, aminoglucésidos, tales como gentamicina, kanamicina, tobramicina y
amikacina, y pesticidas tales como, por ejemplo, bifenilos polihalogenados, ésteres de fosfato, tiofosfatos,
carbamatos y sulfenamidas polihalogenadas y sus metabolitos y derivados. El término analito incluye también
combinaciones de dos o mas de polipéptidos y proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos. Tales combinaciones
incluyen, por ejemplo, componentes de bacterias, virus, cromosomas, genes, mitocondrias, nicleos y membranas
celulares. Los analitos proteicos incluyen, por ejemplo, inmunoglobulinas, citoquinas, enzimas, hormonas, antigenos
cancerosos, marcadores nutricionales y antigenos especificos de tejidos. Dichas proteinas incluyen, a modo de
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ilustraciéon y sin limitacion, protaminas, histonas, albiminas, globulinas, escleroproteinas, fosfoproteinas,
mucoproteinas, cromoproteinas, lipoproteinas, nucleoproteinas, glicoproteinas, receptores de células T,
proteoglicanos, HLA, proteinas no clasificadas, por ejemplo, somatotropina, prolactina, insulina, pepsina, proteinas
gue se encuentran en el plasma humano, factores de coagulaciéon sanguinea, hormonas proteicas tales como, por
ejemplo, hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante, luteotropina, prolactina, gonadotropina coridnica,
hormonas tisulares, citocinas, antigenos cancerosos tales como, por ejemplo, PSA, CEA, a-fetoproteina, fosfatasa
acida, CA19.9, CA15.3 y CA125, antigenos especificos de tejidos, tales como, por ejemplo, fosfatasa alcalina,
mioglobina, CPK-MB vy calcitonina, y hormonas peptidicas. Otros materiales poliméricos de interés son
mucopolisacaridos y polisacaridos. Como se indicé anteriormente, el término analito incluye ademas oligonucleétidos
y analitos de polinucleétidos tales como m-ARN, r-ARN, t-ARN, ADN y diplex de ADN-ARN, por ejemplo.

La muestra que se probara puede ser no biolégica o bioldgica. Las "muestras no bioldgicas" son aquellas que no se
relacionan con un material biolégico e incluyen, por ejemplo, muestras de suelo, muestras de agua y muestras de
minerales. La expresion "muestra biolégica" se refiere a cualquier material biolégico tal como, por ejemplo, fluido
corporal, tejido y similares, que se obtiene del cuerpo de un mamifero. Los fluidos corporales incluyen, por ejemplo,
sangre total, plasma, suero, liquido intersticial, sudor, saliva, orina, semen, liquido de ampollas, exudados
inflamatorios, heces, esputo, liquido cefalorraquideo, lagrimas, moco, liquido linfatico, moco vaginal, y similares. El
tejido bioldgico incluye tejido extirpado de un érgano u otra parte del cuerpo de un huésped, por ejemplo, biopsias de
tejido; cabello y piel; etcétera.

El método comprende proporcionar la muestra en combinacién en un medio, que se puede 0 no tratar previamente,
y una realizacion de la presente composicion, que comprende un miembro sbp que se asocia con el soporte. El
miembro sbp se une al analito o a un segundo miembro sbp para formar un complejo que se relaciona con la
presencia del analito. Un miembro sbp es una de dos moléculas diferentes, que tiene un area en la superficie o en
una cavidad, que se une especificamente y se define como complementaria con una organizacion espacial y polar
particular de la otra molécula. Los miembros sbp seran generalmente miembros de un par inmunoldégico tal como
antigeno-anticuerpo; aunque otros pares de union especifica tales como biotina-avidina, hormonas-receptores de
hormonas, enzima-sustrato, duplex de acido nucleico, IgG-proteina A, pares de polinucleétidos tales como ADN-
ADN, ADN-ARN, por ejemplo, no son pares inmunolégicos, pero se incluyen dentro del alcance de la expresion
miembro sbp. En algunas realizaciones, dependiendo de la naturaleza del ensayo que se llevard a cabo como se
explica completamente a continuacion, se incluyen otros reactivos en el medio, tales como, por ejemplo, otros
miembros sbp y otros miembros sps.

La muestra se puede preparar en cualquier medio conveniente. Por ejemplo, la muestra se puede preparar en un
medio de ensayo, que se analiza completamente a continuacién. En algunos casos, se puede aplicar un
pretratamiento a la muestra, tal como, por ejemplo, para someter a lisis células sanguineas. Tal pretratamiento se
realiza usualmente en un medio que no interfiere posteriormente con un ensayo. Se prefiere un medio acuoso para
el pretratamiento.

El miembro sbp se asocia con el soporte de la composiciéon. En algunas realizaciones, el miembro sbp se une
covalentemente al copolimero que se recubre sobre el soporte sélido. En algunas realizaciones, el copolimero se
une covalentemente al sitio de soporte del aldehido del copolimero que recubre el soporte sélido.

Un medio de ensayo, que en algunas realizaciones es un medio acuoso regulado a un pH moderado, es
generalmente uno que proporciona una sensibilidad de ensayo 6ptima. El medio acuoso puede ser Gnicamente agua
0 puede incluir de 0,1 a aproximadamente 40 por ciento en volumen de un codisolvente tal como, por ejemplo, un
disolvente organico miscible en agua, por ejemplo, un alcohol, un éter o una amida. El pH para el medio estara
habitualmente en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente 11, o en el intervalo de aproximadamente 5
a aproximadamente 10, o en el intervalo de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9,5, por ejemplo. El pH que
se usa es a menudo el resultado de un equilibrio entre la unién éptima de los miembros de unién de cualquier par de
unién especifica y el pH 6ptimo para otros reactivos del ensayo tales como los miembros del sistema de produccion
de sefial, por ejemplo. Se pueden usar diversos reguladores para alcanzar el pH deseado y mantener el pH durante
la determinacion. Los reguladores ilustrativos incluyen borato, fosfato, carbonato, tris, barbital, PIPES, HEPES, MES,
ACES, MOPS, BICINA y similares. El regulador particular que se emplea no es critico, pero en un ensayo individual
se puede preferir uno u otro regulador.

Se pueden emplear diversos materiales auxiliares en los métodos de ensayo. Por ejemplo, ademas de reguladores,
el medio puede comprender estabilizadores para el medio y para los reactivos que se emplean. En algunas
realizaciones, ademas de estos aditivos, el medio puede incluir proteinas tales como, por ejemplo, albdminas;
disolventes organicos tales como, por ejemplo, formamida; sales de amonio cuaternario; polianiones tales como, por
ejemplo, sulfato de dextrano; potenciadores de union, por ejemplo, polialquilenglicoles; polisacaridos tales como, por
ejemplo, dextrano, trehalosa o similares. El medio puede comprender también agentes para prevenir la formacion de
coagulos sanguineos. Dichos agentes se conocen bien en la técnica e incluyen, por ejemplo, EDTA, EGTA, citrato y
heparina. El medio puede comprender también uno 0 mas conservantes como se conocen en la técnica, tales como,
por ejemplo, azida sddica, sulfato de neomicina, PROCLIN® 300 y estreptomicina. Cualquiera de los materiales
anteriores, si se emplea, se presenta en una concentracién o cantidad suficiente para lograr el efecto o funcién que
se desean.
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Como se menciona anteriormente, dependiendo de la naturaleza del ensayo que se emplea, el medio puede
comprender ademas uno o mas componentes tales como, por ejemplo, una molécula pequefia, una particula
adicional, miembros sps adicionales y agentes de unién adicionales tales como uno o mas miembros sbp (por
ejemplo, anticuerpos), que son diferentes de los que hacen parte de la presente composicion. Ademas, dependiendo
nuevamente de la naturaleza del ensayo que se emplea, se pueden incluir también otros reactivos en la combinacion
inicial o afiadirse posteriormente.

La combinacion se somete a condiciones para la unién del analito a la composicion para formar un complejo. Dichas
condiciones pueden incluir uno 0 mas periodos de incubacion que se pueden aplicar al medio a uno o mas intervalos
que incluyen cualquier intervalo entre adiciones de diversos reactivos que se emplean en un ensayo que incluye los
mencionados anteriormente, algunos o todos de los que pueden estar en la combinacién inicial. EIl medio se incuba
habitualmente a una temperatura y durante un tiempo suficiente para la uniéon de diversos componentes de los
reactivos y la uniéon entre miembros sbp complementarios tales como, por ejemplo, para producir un analito y un
miembro sbp complementario o primero y segundo miembros sbp. Se emplean normalmente temperaturas
moderadas para llevar a cabo el método y, por lo general, temperatura constante, preferiblemente temperatura
ambiente, durante el periodo de medicién. En algunas realizaciones, las temperaturas de incubacion varian de
aproximadamente 5° a aproximadamente 99°C, o de aproximadamente 15°C a aproximadamente 70°C, o de
aproximadamente 20°C a aproximadamente 45°C, por ejemplo. El periodo de tiempo para la incubacion es de
aproximadamente 0,2 segundos a aproximadamente 24 horas, 0 aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 6
horas, 0 aproximadamente 2 segundos a aproximadamente 1 hora, o aproximadamente 1 a aproximadamente 15
minutos, por ejemplo. El periodo de tiempo depende de la temperatura del medio y la velocidad de unién de los
diversos reactivos, que se determina por una o mas de las constantes de velocidad de asociacion, la concentracion,
la constante de union y la constante de velocidad de disociacion, por ejemplo.

Después de los periodos de incubacion anteriores, si los hay, el miembro sps se activa y se detecta la cantidad del
complejo que se forma entre el analito y un miembro sbp o entre un miembro sbp y un miembro sbp que es
indicativo del analito. La cantidad del complejo se relaciona con una o ambas, la presencia y la cantidad de analito
en la muestra. La deteccién del complejo depende de la naturaleza del ensayo que se realiza, la naturaleza de los
miembros sps y la naturaleza de los miembros sbp, por ejemplo.

En una realizacion, la presente invencion es un método para determinar en una muestra una o mas de la presencia y
cantidad de un analito. Se proporciona una combinaciéon en un medio. La combinaciéon comprende la muestra y una
composicion que comprende una particula que comprende un miembro de un sistema productor de sefial, un
miembro del par de union especifico que se une al analito o a un segundo miembro sbp para formar un complejo que
se relaciona con la presencia del analito y un recubrimiento de un copolimero. El copolimero tiene la férmula:

enlaque: D es

/\(( I IE )w

—N

en la que: w es como se definié anteriormente;

en la que:
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A, R%, n, Gy R& son como se definieron anteriormente;

R®, R® y R” son independientemente H o alquilode 1a6,0de 1a5,0dela4,0dela3,odela2, o0de2a6,o0
de2ab5,0de2a4,02a3,03a6,03a5,03a4,04a6,04a5,05 a6 atomos de carbono, por ejemplo; y

X e y son independientemente 1 a aproximadamente 1000, o 1 a aproximadamente 800, o 1 a aproximadamente
600, o 1 a aproximadamente 400, o 1 a aproximadamente 200, o 1 a aproximadamente 100, o aproximadamente 5 a
aproximadamente 1000, o aproximadamente 5 a aproximadamente 800, o aproximadamente 5 a aproximadamente
600, o aproximadamente 5 a aproximadamente 400, o aproximadamente 5 a aproximadamente 200, o
aproximadamente 5 a aproximadamente 100, o aproximadamente 10 a aproximadamente 1000, o aproximadamente
10 a aproximadamente 800, o aproximadamente 10 a aproximadamente 600, o aproximadamente 10 a
aproximadamente 400, o aproximadamente 10 a aproximadamente 200, o aproximadamente 10 a aproximadamente
100, o aproximadamente 50 a aproximadamente 1000, o aproximadamente 50 a aproximadamente 800, o
aproximadamente 50 a aproximadamente 600, o aproximadamente 50 a aproximadamente 400, o aproximadamente
50 a aproximadamente 200, o aproximadamente 50 a aproximadamente 100, o aproximadamente 100 a
aproximadamente 1000, o aproximadamente 100 a aproximadamente 800, o aproximadamente 100 a
aproximadamente 600, o aproximadamente 100 a aproximadamente 400, o aproximadamente 100 a
aproximadamente 200, por ejemplo.

La combinaciéon se somete a condiciones para la union del miembro del par de union especifico al analito o al
segundo miembro del par de union especifico para formar un complejo. EI miembro del sistema de produccion de
sefial se activa y se detecta la cantidad del complejo. La cantidad del complejo se relaciona con una o mas de la
presencia y cantidad de analito en la muestra.

En algunas realizaciones del método anterior, el miembro del sistema de produccion de sefial de las presentes
composiciones es un fotosensibilizador y la combinacién comprende ademas un reactivo quimioluminiscente que
comprende una particula que tiene un compuesto quimioluminiscente que se asocia a la misma y que tiene un
recubrimiento de un copolimero de la féormula:

R7

enlaque: D es

en la que: w es como se definié anteriormente;
en la que:
A, R n, G, R R® R® R7, x ey son como se definieron anteriormente.

En algunas realizaciones del método anterior, el miembro del sistema de produccion de sefiales de las presentes
composiciones es un compuesto quimioluminiscente y la combinacion comprende ademdas un reactivo
fotosensibilizador que comprende una particula que tiene un fotosensibilizador que se asocia y que tiene un
recubrimiento de un copolimero de la féormula:
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enlaque: Des

en la que: w es como se definié anteriormente;

en la que:

A R n, G, R R® R® R7, x ey son como se definieron anteriormente.
Etapa de examen

En una etapa siguiente de un método de ensayo, el medio se examina para detectar la presencia de un complejo
que comprende el analito. Una o ambas, la presencia y la cantidad del complejo indican una o ambas, la presencia y
la cantidad del analito en la muestra.

La expresion "medir la cantidad de analito" se refiere a la determinacion cuantitativa, semicuantitativa y cualitativa
del analito. Los métodos que son cuantitativos, semicuantitativos y cualitativos, asi como todos los otros métodos
para determinar el analito, se consideran métodos para medir la cantidad del analito. Por ejemplo, se considera que
un método, que detecta implemente la presencia o ausencia del analito en una muestra que se sospecha que
contiene el analito, se incluye dentro del alcance de los ensayos en los que se pueden usar las presentes
composiciones. Los términos "detectar" y "determinar", asi como otros sinébnimos comunes de medir, se contemplan
dentro del alcance de los métodos de ensayo.

En muchas realizaciones, el examen del medio implica la deteccion de una sefial del medio. Una o ambas, la
presencia y la cantidad de la sefial se relacionan con una o ambas, la presencia y la cantidad del analito en la
muestra. El modo particular de deteccion depende de la naturaleza del sistema de produccion de sefial. Como se
discutié anteriormente, existen numerosos métodos mediante los cuales un marcador de un sistema de produccién
de sefial puede producir una sefial detectable por medios externos. La activacion de un sistema de produccion de
sefial depende de la naturaleza de los miembros del sistema de produccion de sefial.

Las temperaturas durante las mediciones varian generalmente de aproximadamente 10 ° a aproximadamente 70 °C,
o de aproximadamente 20 ° a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 20 ° a aproximadamente 25 °C, por
ejemplo. En un enfoque, las curvas estandar se forman usando concentraciones conocidas del analito. Los
calibradores y otros controles se pueden usar también.}

La luminiscencia o luz que se produce a partir de cualquier marcador se puede medir visualmente, fotograficamente,
actinométricamente, espectrofotométricamente o por cualquier otro medio conveniente para determinar la cantidad
de la misma, que se relaciona con la cantidad de analito en el medio. El examen para una o ambas, la presencia y
cantidad de la sefial incluye también la deteccion de la sefial, que por lo general es simplemente un paso en el que
se lee la sefial. La sefial se lee normalmente con un instrumento, cuya naturaleza depende de la naturaleza de la
sefial. El instrumento puede ser un espectrofotdmetro, un fluorémetro, un espectrometro de absorcion, un
luminémetro o un quimioluminémetro, por ejemplo.

Kits que comprenden reactivos para realizar ensayos
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Las realizaciones de las presentes composiciones y otros reactivos para llevar a cabo un ensayo particular para un
analito se pueden presentar en un kit Gtil para realizar de forma conveniente un ensayo para la determinacioén de un
analito. En algunas realizaciones, un kit comprende, en combinacién empaquetada una, composicion de acuerdo
con las presentes realizaciones en la que el miembro sbp es un anticuerpo para un analito y el miembro sps es un
fotosensibilizador o un compuesto quimioluminiscente. En algunas realizaciones, dependiendo del miembro sps de
las presentes composiciones, el kit incluye también un fotosensibilizador o un compuesto quimioluminiscente que se
asocia con un miembro sbp para el analito. El kit puede incluir ademas otros reactivos para realizar el ensayo, cuya
naturaleza depende del formato de ensayo particular.

Cada uno de los reactivos pueden estar en recipientes separados o varios reactivos se pueden combinar en uno o
mas recipientes dependiendo de la reactividad cruzada y la estabilidad de los reactivos. El kit puede incluir ademas
otros reactivos empaquetados por separado para llevar a cabo un ensayo, tal como miembros sbp adicionales,
miembros sps y reactivos auxiliares, por ejemplo.

Las cantidades relativas de los diversos reactivos en los kits se pueden variar ampliamente para proporcionar
concentraciones de los reactivos que optimicen sustancialmente las reacciones que necesitan producirse durante los
presentes procedimientos y ademas optimicen sustancialmente la sensibilidad de un ensayo. En circunstancias
apropiadas, uno o mas de los reactivos en el kit se pueden proporcionar como un polvo seco, liofilizado
generalmente, que incluye excipientes que, al disolverse, proporcionaran una solucién de reactivo que tiene las
concentraciones apropiadas para realizar un método o ensayo usando realizaciones de las presentes
composiciones. El kit puede incluir ademas una descripcion escrita de un método como se describié anteriormente.

Realizaciones de copolimeros
Las siguientes realizaciones de copolimeros son a modo de ilustracién y no de limitacién.

En algunas realizaciones, un copolimero tiene la férmula:

en la que:

AesNR!enlaque R'esHoalquilodela6,0dela5o0dela4,0dela3 odela2, ode2a6,0de2a5,o0
de2a4,02a3,03a6,03a503a4,04a6,04ab5,05 a6 atomos de carbono, por ejemplo;

neslall0,ola9o0la8o0la7,0la6,0la5,1a4,0la3,0la2,02al10,02a9,02a8,02a7,02a6,
o2ab,2a4,02a3,03a10,03a9,03a8 03a7,03a6,03a503a4,04al10,04a9,04a8,04a7,0
4a6,04a5 05al10,05a9,05a8,05a7,05a6,06al1l0,06a9,06a8,06a7,07al10,07a9,07a8,
u8all,u8a9 09al0, por ejemplo; y G'es CHO; CH(OR®):2enlaque R®es alquilode 1 a6,0de la5,0dela
4,0dela3,o0dela?2,ode2a6,o0de2ab,o0de2a4,02a3,03a6,03a5 03a4,04a6,04a5,05a6
atomos de carbono, por ejemplo;

D'es

/\(C HZ )w

—N

enlaque:wes2-4,02-3,03-4,02,03,04;



10

15

20

25

30

35

40

ES 2655397 T3

R®, R® y R” son independientemente H o alquilode 1a6,0de1a5,0dela4,0dela3,odela2, ode2a6,o0
de2ab5 o0de2a4,02a3,03a6,03a5,03a4,04a6,04ab5,0b5a6 atomos de carbono, por ejemplo; y x e
y son independientemente 1 a aproximadamente 1000, o 1 a aproximadamente 800, o 1 a aproximadamente 600, o
1 a aproximadamente 400, o 1 a aproximadamente 200, o 1 a aproximadamente 100, o aproximadamente 5 a
aproximadamente 1000, o aproximadamente 5 a aproximadamente 800, o aproximadamente 5 a aproximadamente
600, o aproximadamente 5 a aproximadamente 400, o aproximadamente 5 a aproximadamente 200, o
aproximadamente 5 a aproximadamente 100, o aproximadamente 10 a aproximadamente 1000, o aproximadamente
10 a aproximadamente 800, o aproximadamente 10 a aproximadamente 600, o aproximadamente 10 a
aproximadamente 400, o aproximadamente 10 a aproximadamente 200, o aproximadamente 10 a aproximadamente
100, o aproximadamente 50 a aproximadamente 1000, o aproximadamente 50 a aproximadamente 800, o
aproximadamente 50 a aproximadamente 600, o aproximadamente 50 a aproximadamente 400, o aproximadamente
50 a aproximadamente 200, o aproximadamente 50 a aproximadamente 100, o aproximadamente 100 a
aproximadamente 1000, o aproximadamente 100 a aproximadamente 800, o aproximadamente 100 a
aproximadamente 600, o aproximadamente 100 a aproximadamente 400, o aproximadamente 100 a
aproximadamente 200, por ejemplo.

En algunas realizaciones del copolimero anterior:

A es NH;

nesi;

G es CHO; CH(OR®) en la que R® es metilo; R® y R® son independientemente H o metiloy R” es H; y
x e y son como se definié anteriormente.

En algunas realizaciones del copolimero anterior:

A es NH;

nesli;

G es CHO; CH(OR®)2 en la que R® es metilo;

R® y R8 son independientemente H o metiloy R” es H; y
X € y son como se definié anteriormente.

En algunas realizaciones del copolimero anterior:

A es NH;

nesli;

G’ es CHO; CH(OR®): en la que R® es metilo;

D’ es

/\(CI L),

enlaque: wes 3;

R® y R8 son independientemente H o metiloy R” es H; y
X € y son independientemente 1 a 1000.

Definiciones

Las siguientes definiciones se proporcionan para términos y expresiones que no se han definido de manera
especifica alguna anteriormente.

La expresion "al menos" como se usa aqui significa que la cantidad de elementos que se especifican puede ser igual
0 mayor que el nimero que se menciona.

21



10

15

20

25

30

35

40

ES 2655397 T3

La expresion "aproximadamente", como se usa aqui significa que el nimero que se menciona puede diferir en mas o
menos 10%; por ejemplo, "aproximadamente 5" significa un rango de 4.5 a 5.5.

Las designaciones "primero" y "segundo" se usan Unicamente con el propdsito de diferenciar entre dos elementos
tales como, por ejemplo, "primer miembro sps" y "segundo miembro sps”, o "primer monémero polimerizado" y
"segundo mondémero polimerizado" y no se destinan a implicar ninguna secuencia u orden o importancia para un
articulo sobre otro o cualquier orden de adicién, por ejemplo.

Los siguientes ejemplos describen adicionalmente realizaciones especificas de la invencién a modo de ilustracion y
no de limitacién y se destinan a describir y no a limitar el alcance de la invencion. Las partes y porcentajes que se
divulgan aqui son en volumen, a menos que se indique lo contrario.

Ejemplos
Materiales

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se compraron de Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI) y se usaron
como se recibieron a menos que se indique lo contrario.

Abreviaturas

cTnl Troponina cardiaca |

cTnl flex Cartucho FLEX® de ensayo cTnl comercial de Siemens
BSA Albimina sérica bovina

LOCI Inmunoensayo de canalizacion de oxigeno luminiscente
HEPES Acido hidroxietil piperazina-etanosulfénico

Regulador de lavado

Regulador de lavado BSA

HEPES 50 mM, pH 8.0

HEPES 50 mM -1.0 mg/mL BSA, pH 8.0

HPMA N-2-hidroxipropilmetacrilamida

DMSO Dimetilsulfoxido

AIBIN azobis(isobutironitrilo)

PEG poli(etilen glicol)

NaCNBH3 Cianoborohidruro de sodio

MAMDMA Metacrilamidoacetaldehido dimetilacetal

THF Tetrahidrofurano

HCI Acido clorhidrico

NaOH Hidroxido de sodio

TAPS Acido N-tris-(hidroximetil)metil-3-aminopropilsulfonico

Regulador TAPS
MES

Regulador MES

Regulador de sal de sodio TAPS, 50 mM, pH 9,0
Acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico

Regulador MES 50 mM, pH 5.0

STUT Tetrafluoroborato de N,N,N',N'-tetrametil-O-(N-succinimidil)-uronio
DMF Dimetilformamida

DMAP 4-N,N-dimetilamino-piridina

MA.Actl Metacrilamidoacetaldehido

NHA 4,4,55,6,6,6-heptafluoro-1-(naftalen-2-il)hexano-1,3-diona

DPP 4,7-difenil-1,10-fenantrolina
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Tioxeno C-28 Tioxeno C-28, N-fenilo oxazina sustituida y tioxeno que se unen a 9,10-bis(feniletinil)
antraceno (BPEA) que se preparan como se describe en la Patente de Estados Unidos
N° 6.406.667

hrs Horas

min Minutos

DI Desionizado

wiw Peso a peso

rpm revoluciones por minuto

ml. Milimetros

mg Miligramos

g Gramos

mM Milimoles

Perlas Sensitivas Particulas de latex que comprenden un colorante fotosensibilizador (bis-(trihexil)-silicio-t-

butil-ftalocianina) que se prepara mediante un método de forma analoga al que se
describe en las patentes de Estados Unidos nimeros 6.153.442, 7.022.529, 7.229.842 y
la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos N° 20050118727A.

Perlas Quimicas Particulas de latex que comprenden un compuesto quimioluminiscente (mezcla de europio DPP
NHA y tioxeno C-28) que se prepara de una manera tal como se describe en la Patente de los Estados Unidos Num.
5.811.311.

Preparacion de reactivos

Sintesis de MAMDMA (Figura 1): Se colocaron acido metacrilico (9,0 g, 0,1 moles) y N-hidroxisucinimida (11,5 g, 0,1
moles) en un matraz de fondo redondo y se disolvieron en 300 ml de THF. La solucién se enfrié en un bafio de hielo.
Se afiadié diciclohexilcarbodiimida (21,0 g, 0,1 mol) disuelto en 50 ml de THF. La mezcla de reacciéon se agitd
durante 2 horas en un bafio de hielo. Se afiadieron dimetilacetal de aminoacetaldehido (15,0 g, 0,1 moles) y
trietilamina (15,0 g, 0,15 moles). La mezcla de reaccion se solidificéd en una torta y se hizo dificil de agitar debido a
esta adiccion. Se afiadieron 300 ml adicionales de THF. La mezcla de reaccién se calenté a temperatura ambiente y
se agité durante 3 dias. La mezcla de reaccion se filtré para eliminar los sélidos precipitados. La solucion clara se
concentré a presién reducida. Se obtuvo MAMDMA como un liquido viscoso. Rendimiento: 20.0 g, 90%. *H RMN
(CDCls): 5,4 6 1H, 5,6 d 1H (protones de enlace doble), 3,5 & 6H (protones de acetal) 3,1 & 1H (-CH-(OCH3)2), 2,5 d
2H (-CH2-CH-), 2,3 8 1H (-NH-), 1,8 6 3H (= C-CHa).

Procedimiento para la polimerizacion de MAMDMA con una variedad de monémeros hidrofilos (Figura 2): Se
disolvieron en 30 ml de DMSO en un matraz de fondo redondo que se equipa con entrada y salida de gas argén,
MAMDMA (0,01 M), monémero hidréfilo (0,01 moles) y AIBN (0,0001 mol, [Monémero] / [AIBN] = 200). El gas argon
se purg6 a través de la solucién de DMSO a temperatura ambiente durante 30 minutos. El matraz que contenia la
solucion de mondémero se sumergié en un bafio de aceite que se precalienta a 80°C. La polimerizacién se realiz6 a
80°C durante 16 horas bajo purga de argon. La solucion de DMSO se vertié6 en 700 ml de éter dietilico para
precipitar el polimero. El polimero se disolvié en 100 ml de agua y se concentré a 10-15 ml usando una membrana
de ultrafiltracion de peso molecular cortado a 5.000 daltons.

Procedimiento para la hidroélisis de grupos acetales para obtener copolimeros sintéticos que contienen aldehidos: Se
tomo una solucion acuosa (100 ml) que contenia 2-3 g de copolimero sintetizado en un matraz Erlenmeyer, como
anteriormente. A esto, se afadieron 100 ml de HCI 1N. La solucién acida se agit6 durante 2 dias a temperatura
ambiente; El pH de la solucién se ajusté a 5,0 con la adicion de NaOH concentrado. La presencia de grupos
aldehido en el copolimero se confirmé cualitativamente mediante el ensayo de purpald (Dickinson, RG; Jacobsen,
NW, Chemical Communications, pagina 1719 (1970). La solucién de copolimero se concentré a 10 ml usando una
membrana de ultrafiltracion de peso molecular cortado a 5.000 daltons. Las soluciones de polimeros acuosos (100-
150 mg so6lidos / mL) se almacenaron a 4 ° C.

Procedimiento para la preparaciéon de perlas sensibles que se recubren con copolimeros sintéticos que contienen
aldehido: Se tomé en un tubo Falcon una solucién acuosa de copolimero que contiene aldehido (5 ml, pH 5,0, 100-
150 mg sélidos / ml). El pH de la solucién se ajustd a 8.5. A esta solucién se afiadid 1 ml de suspension de perlas
sensibles tefiidas recubiertas de hidrazida (25 mg / ml de sélidos, pH 9,0). Las perlas se recubrieron con hidrazida
por reaccién de perlas con hidrazina en presencia de STUT a pH 9,0, de una manera similar a la que se describe a
continuacién para el recubrimiento de perlas quimicas con hidrazida. La mezcla de reaccién se incub6 a 50°C
durante 72 horas con agitacion suave. Las perlas que se recubren con polimero se lavaron dos veces con agua por
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centrifugacion a 15,000 rpm durante 30 minutos a 15°C y luego se resuspendieron en agua dulce. Las perlas que se
recubren con polimero se suspendieron en 2 ml de regulador de acetato 0,1 M, pH 5,0. A esto, se afiadid
estreptavidina (7,0 mg) y se incubé a temperatura ambiente durante 30 minutos. A esto, se afiadi6 NaCNBHz (40
mg) y se incub6 a 37°C durante 72 horas con agitacion suave. Las perlas que se recubren con estreptavidina (perlas
sensibles) se lavaron dos veces con regulador de lavado BSA por centrifugacién a 15,000 rpm durante 30 min a
15°C y se resuspendieron en el regulador. Las sondas sensibles lavadas se suspendieron por sonicaciéon durante 2
minutos a 4°C usando un sonicador de sonda. Se determinaron los contenidos sélidos de las perlas sensibles y se
ajustaron a 10 mg/ml. El niumero de estreptavidina por particula se determiné a partir del agotamiento de la
fluorescencia cuando se incubaron diferentes concentraciones de particulas con una concentracién fija del
conjugado de biotina-fluoresceina. Las perlas sensibles se almacenaron a 4°C a una concentracion de 10 mg/ml
hasta su uso posterior. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Perla sensible No Estreptavidina No.

PS1

1150
Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:1)
PS 2

5313
Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:2)
PS 3

3713
Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:4)
PS4

6274
Poli(sulfobetaina-co-MA-Actl (1:1)
PS5

1477
Poli(MPEGu1100-MA-co-MA-Actl (1:1)
PS 6

3211
Poli(AA-co-MA-Actl (1:1)
PS7

2188
Poli(MPEGazoo-MA-co-MA-Actl (1:1)
PS8

SD
Poli(NVP-co-MA-Actl (1:1)

Preparacion de perlas quimicas recubiertas con copolimero sintético.

Etapa 1: Preparacion de perlas quimicas que se tifien con recubrimiento de hidrazida: se tomé una suspension de
perlas quimicas (15 ml, 1,046 g de particulas) en un matraz de fondo redondo. A esto, se afiadieron 37 ml de
regulador TAPS 300 mM pH 9.0 para preparar 20 mg/ml de suspensién de particulas. Se afiadi6 hidrazina (0,1 ml) y
el electrodo de pH se sumergidé en la suspension de particulas y se agité a temperatura ambiente. A esto, se
afiadieron 100 mg de STUT (recién disuelto en 1 ml de DMF) seguido de la adicién de 0,25 ml de solucién de DMF
de DMAP (100 mg / ml). La mezcla de reaccion se agit6é durante 10 minutos y el pH se ajustd a 9,0 con la adicion de
NaOH 5N. La adicion de STUT y DMAP se repitié 4 veces y la suspension de particulas se agité durante 1 hora
adicional. Las perlas quimicas que se tifien con recubrimiento de hidrazida, se lavaron dos veces con regulador
TAPS 1 mM, pH 9,0, mediante centrifugacion a 15,000 rpm, 30 min y 10°C y se resuspendieron en el regulador. Las
particulas lavadas se suspendieron en 17 ml de regulador TAPS 1 mM, pH 9,0. El contenido de sélidos fue 41.23
mg/mL.
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Eatpa 2: Preparacién de perlas quimicas que se tifien con recubrimiento de poli(HPMA-co-MA-Actl (1:2)): Se tomod
en un tubo Falcon de 15 mL la suspensién anterior de perlas quimicas que se recubren con hidrazida (0,6 ml, 25 mg
de perlas). Se tomé en otro tubo Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:2, Figura 2) (3 ml, pH 5,0, contenido de solidos 24,7
mg/ml) y se ajusto el pH a 8,8. Se mezclaron juntas la solucién de polimero de pH 8,8 y la suspension de perlas que
se recubren con hidrazida de pH 9.0 y se incubaron a 37°C durante 50 horas con agitaciéon suave. Las perlas que se
recubren con polimero (CB 2) se lavaron dos veces con regulador MES 50 mM, pH 6,0, por centrifugacion a 15,000
rpm, 30 min., 10°C y se resuspendieron en el regulador MES. Las perlas que se lavaron se resuspendieron en 0,25
ml de regulador MES por sonicacion usando un sonicador de sonda.

Eatpa 3: Preparacion de la perla quimica recubierta con anticuerpo de captura: Se intercambié el anticuerpo de
captura cTnl con regulador con 10 mM POs — NaCl 300 mM, pH 7,0 que contenia 0,2% de TWEEN 20®. La
concentracién de anticuerpo que se intercambi6é con regulador fue de 7,7 mg/ml. Se mezclaron conjuntamente la
solucién de anticuerpo de captura cTnl (1 ml, 7,7 mg de anticuerpo), perlas quimicas que se recubren con
poli(HPMA-co-MA-Actl (1:2) (0,25 ml, 25 mg de perlas), acido acético (0,4 pl) a 4°C. La mezcla tenia un pH de 5,7,
se afiadio NaCNBHs (12 pl, 25 mg/ml) y la suspension se incub6 a 4°C durante 16 horas con agitacion suave. Las
particulas se incubaron luego a 37°C durante 24 horas. Las perlas quimicas que se recubren se lavaron dos veces
con regulador de lavado (pH 8,0) por centrifugacién a 15,000 rpm, 30 min, 10°C y se resuspendieron en el regulador
de lavado. Las particulas que se lavaron se resuspendieron en 1 ml de regulador de lavado BSA (pH 8,0) mediante
sonicacioén con un sonicador de sonda. El contenido de sélidos fue de 13.37 mg/mL.

Caracterizacion del peso molecular de copolimeros sintéticos que contienen aldehidos: Los polimeros se
caracterizaron por cromatografia de exclusion por tamafio acoplada con dispersion de la luz. Los datos que se
obtuvieron se resumen en la Tabla 2. Todos los polimeros sintéticos se sintetizaron por polimerizaciéon de radicales
libres convencional que se sabe produce polimeros con una gran polidispersidad. Los datos en la Tabla 2 muestran
también que los copolimeros que contienen aldehidos se polidispersaban. Los picos que se mencionan en la Tabla 2
para los polimeros no son estrictamente bimodales sino mas bien se desconvolucionan a partir de un pico gaussiano
ancho presente para cada polimero como se determina usando el software Astra (Wyatt Technology Corporation,
Santa Barbara CA) del detector de dispersién de la luz. El peso molecular de los picos predominantes en las
muestras de polimero varié de 25 kDa a 3300 kDa dependiendo de la estructura monomérica individual y su
polimerizacion.

Tabla 2
Caracterizacion del peso molecular de copolimeros que contienen aldehidos
indice de pico 1 MW (Da) indice de pico 2 MW (Da) de
PS No | Polimero de polidispersidad polidispersidad
% de Masa % de Masa
120.200 40.330
1 Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:1) 1,13 1,10
29,6 73,1
68.070 26.940
2 Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:2) 1,08 1,09
27,1 72,9
3 Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:4) No determinado. Polimero gelificado antes de realizar analisis
467.400 86.560
4 Poli(sulfobetaina-co-MA-Actl (1:1) 1,44 1,09
64,5 35,5
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3.353.000 -
5 Poli(MPEGu1100-MA-co-MA-Actl (1:1) 2,12 -
100 -
47.980 14.200
6 Poli(AA-co-MA-Actl (1:1) 1,13 1,17
21,4 78,6
1.447.000 -
7 Poli(MPEGso0-MA-co-MA-Actl (1:1) 1,062 -
100 -
399.200 38.340
8 Poli(NVP-co-MA-Actl (1:1) 2,18 1,09
26,8 73,2

ENSAYOS

Procedimiento general para el ensayo cTnl usando perlas sensibles que se recubren con realizaciones de los
presentes copolimeros: Todos los ensayos se realizaron en un instrumento DIMENSION® VISTA® (Siemens
Healthcare Diagnostics Inc., Newark DE) (Siemens). En resumen, se perforo la tapa de la caja #8 de un cartucho
comercial cTnl flexible (catadlogo #K6421de Siemens Healthcare Diagnostics). El producto comercial cTnl usa
tecnologia y reactivos LOCI. Se aspir6 la suspension de la perla sensible que se recubre con dextrano del producto
comercial y se afiadi6é a la caja limpia la suspension de la perla sensible que se recubre con copolimero (0,7 ml, 1,5
mg perla sensible / ml de regulador de lavado BSA). El ensayo cTnl se ejecut6é usando calibradores como muestras
de acuerdo con las instrucciones del fabricante que se suministraron con el producto. No se llevé a cabo ninguna
optimizacion para los parametros del instrumento, ni las formulaciones de regulador o la concentracion de reactivos
que se emplearon. Los resultados de los ensayos se resumen a continuacion en la Tabla 3 (PS 1), Tabla 4 (PS 2),
Tabla 5 (PS 3), Tabla 6 (PS 4), Tabla 7 (PS 5), Tabla 8 (PS 6), Tabla 9 (PS 7) y Tabla 10 (PS 8).

Tabla 3
Ensayos usando PS 1
Sefial LOCI (conteos k)
Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV

L1 0,00 6,67 6,69 6,61 6,66 0,04 0,6%
L2 0,48 19,96 20,15 19,68 19,93 0,24 1,2%
L3 4,30 20,15 182,15 182,22 183,17 1,66 0,9%
L4 8,40 182,21 421,13 423,99 421,25 2,68 0,6%
L5 20,70 418,64 131321  1334,42  1329,16 14,08 1,1%
L6 42,90 1339,86 282592  2854,27 284291 14,99 0,5%
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Tabla 4

Ensayos usando PS 2

Sefial LOCI (conteos k)

Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 3,46 3,46 3,31 3,41 0,09 2,5%
L2 0,48 16,18 16,17 16,14 16,16 0,02 0,1%
L3 4,30 168,59 168,17 168,73 168,50 0,29 0,2%
L4 8,40 381,76 383,77 387,01 384,18 2,65 0,7%
L5 20,70 119147  1188,01  1193,07 1190,85 2,59 0,2%
L6 42,90 2580,13 2556,88 2557,88 2564,96 13,14 0,5%
Tabla 5
Ensayos usando PS 3
Sefial LOCI (conteos k)
Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 20,6 20,47 20,24 20,44 0,18 0,9%
L2 0,48 57,25 61,08 55,35 57,89 2,92 5,0%
L3 4,30 427,97 417,57 419,15 421,56 5,60 1,3%
L4 8,40 875,66 870,74 879,83 875,41 4,55 0,5%
L5 20,70 2153,91 2157,21 2162,87 2158,00 4,53 0,2%
L6 42,90 3655,09 3603,63 3639,14 3632,62 26,34 0,7%
Tabla 6
Ensayos usando PS 4
Sefial LOCI (conteos k)
Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 3,5 3,12 3,09 3,24 0,23 7,1%
L2 0,48 8,87 8,72 9,02 8,87 0,15 1,7%
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L3 4,30 74,68 73,61 73,33 73,87 0,71 1,0%
L4 8,40 167,6 170,81 167,73 168,71 1,82 1,1%
L5 20,70 538,68 533,22 538,89 536,93 3,21 0,6%
L6 42,90 1254,19 1241,71 1232,78 1242,89 10,75 0,9%
Tabla 7
Ensayos usando PS 5
Sefial LOCI (conteos k)

Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 5,96 5,98 57 5,88 0,16 2,7%
L2 0,48 6,2 6,35 6,2 6,25 0,09 1,4%
L3 4,30 12,79 12,42 12,42 12,58 0,19 1,5%
L4 8,40 20,32 20,52 20,52 20,52 0,20 1,0%
L5 20,70 52,09 52,27 52,27 52,44 0,46 0,9%
L6 42,90 121,84 121,2 121,59 121,59 0,34 0,3%

Tabla 8
Ensayos usando PS 6
Sefial LOCI (conteos k)

Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 19,59 19,79 18,24 19,21 0,84 4,4%
L2 0,48 26,82 24,69 26,71 26,07 1,20 4,6%
L3 4,30 81,16 83,34 79,84 81,45 1,77 2,2%
L4 8,40 153,17 142,64 144,11 146,64 5,70 3,9%
L5 20,70 367,98 370,68 329,42 356,03 23,08 6,5%
L6 42,90 685 625,57 677,17 662,58 32,29 4,9%
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Tabla 9
Ensayos usando PS 7
Sefial LOCI (conteos k)
Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 4,25 4,29 4,72 4,42 0,26 5,9%
L2 0,48 5,37 5,73 5,51 5,54 0,18 3,3%
L3 4,30 19,8 19,47 19,91 19,73 0,23 1,2%
L4 8,40 40,74 40,55 41,37 40,89 0,43 1,0%
L5 20,70 126,38 125,28 123,42 125,03 1,50 1,2%
L6 42,90 317,63 316,63 319,54 317,97 1,43 0,5%
Tabla 10
Ensayos usando PS 8
Sefial LOCI (conteos k)
Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV

L1 0,00 3,55 3,45 3,8 3,60 0,18 5,0%
L2 0,48 9,06 9,07 8,61 8,91 0,26 2,9%
L3 4,30 66,07 65,5 66,3 65,96 0,41 0,6%
L4 8,40 144,2 146 145,83 145,34 0,99 0,7%
L5 20,70 386,51 390,04 383,37 386,64 3,34 0,9%
L6 42,90 727,9 740,82 730 732,91 6,93 0,9%

Procedimiento general para el ensayo cTnl usando PS 2 y PQ 2: Todos los ensayos se realizaron en un instrumento
DIMENSION® VISTA® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Newark DE) (Siemens). En resumen, se perforo la
tapa de la caja #8 de un cartucho comercial cTnl flexible. Se aspiré la suspension de la perla sensible que se
recubre con dextrano y se afiadi6 a la caja limpia la suspension PS 2 (0,7 ml, 1,5 mg PS 2/ml de regulador de lavado
BSA). Ademas, se reemplazaron las perlas quimicas del producto comercial cTnl con PQ 2 (0,9 ml, 0,19 mg de PQ
2/ml de regulador de lavado BSA). El ensayo cTnl se ejecutd usando calibradores como muestras de acuerdo con
las instrucciones del fabricante que se suministran con el producto. No se llevé a cabo ninguna optimizacion para los
parametros del instrumento, las formulaciones de regulador o la concentracion de reactivos que se emplearon. Los

resultados de los ensayos se resumen a continuacion en la Tabla 11.
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Tabla 11

Ensayos usando PS 2y PQ 2

Sefial LOCI (conteos k)

Calibrador ng/mL Rep 1 Rep 2 Rep 3 Media DE %CV
L1 0,00 15,84 15,86 16,11 15,94 0,15 0,9%
L2 0,48 17,8 17,3 17,91 17,67 0,33 1,8%
L3 4,30 39,62 40,2 39,35 39,72 0,43 1,1%
L4 8,40 70,01 68,5 66,93 68,48 1,54 2,2%
L5 20,70 176,42 177,26 178,42 177,37 1,00 0,6%
L6 42,90 370,14 379,3 381,45 376,96 6,01 1,6%
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién para uso como un reactivo de ensayo, comprendiendo la composicion:

un soporte sélido que comprende un marcador que es un miembro de un sistema de produccién de sefiales y un
recubrimiento de un copolimero sintético en la que el copolimero sintético comprende

un primer monémero copolimerizado que comprende una unidad estructural pendiente que es -C(0)-A-(CH2)n-G en
la que R* es H o alquilo de 1 a 6 atomos de carbonoynes 1a 10y enla que G es CHO o CH(OR®). en la que R® es
alquilo de 1 a 6 atomos de carbono; y

un segundo monémero copolimerizado que comprende una unidad estructural pendiente de la férmula

/-\({:1 H’Z)w

—N

en la que: w es 2-4.
2. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el soporte solido es una particula.
3. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que la particula es una particula de latex.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el miembro del sistema de produccién de sefiales es
seleccionado del grupo consistente en compuestos sensibilizadores y quimioluminiscentes.

5. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que el copolimero comprende un esqueleto polietilénico.

6. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la unidad estructural pendiente del primer monémero
copolimerizado es -C(0O)-NH-(CH2)n-CHO o0 -C(O)-NH-(CH2),-CH(OCHs)2 en laque nes 1y en la que w es 3 en la
unidad estructural pendiente del segundo mondmero copolimerizado.

7. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que un miembro de un par de unién especifico esta
asociado con el soporte sdélido.

8. Un método para determinar en una muestra la presencia y/o cantidad de un analito, comprendiendo el método:
(a) proporcionar en combinacion en un medio:
(i) la muestra, y

(i) la composicién de acuerdo con la reivindicacién 7 en la que el miembro del par especifico de unién (sbp) se une
al analito 0 a un segundo miembro sbp para formar un complejo relacionado con la presencia del analito,

(b) someter la combinacién a condiciones para la unién del analito a la composicién para formar un complejo, y

(c) activar el miembro del sistema de produccion de sefial y detectar la cantidad del complejo, relacionandose la
cantidad del complejo con la presencia y/o cantidad de analito en la muestra.
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Figura 1

Sintesis de MAMDMA
OH

8]
+ N
OH Ovo

acido metacrilico N-hidroxisuccinimida

Diciclohexil carboiimida
Tetrahidrofurano
4°C, 3 horas

Y

o)
0
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\()LO/
0o

Metacrilato de N-hidroxisuccinimidilo

O

HQN/\<

O"‘---..__

aminoacetaldehido dimetil acetal

Trietilamima
Tetrahidrofurano
Temperatura ambiente

72 horas

metacrilamidoacetaldehido dimetil acetal
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Figura 2
Relaciones de transmisién de monomeros hidrofilos: MAMDMA y estructuras de
copolimeros
PS No Polimero Estructura
Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:1)
1 HPMA = N-2-hidroxipropilmetacrilamida
MA-Actl = Metacrilamidoacetaldehido HO
H
o
2 Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:2) Igual,quel excepto las proporciones de
mondémero
3 Poli(HPMA-co-MA-Actl (1:4) Igual,quel excepto las proporciones de
mondémero
Poli(Sulfobetaina-co-MA-Actl (1:1)
Sulfobetaina = [2-metacriloiloxietil]-dimetil (3-
sulfopropil) hidroxido de amonio
4 -
@
NN,
=5=0
T
e
Poli(MPEGu1100-MA-co-MA-Actl (1:1)
MPEG11100= Metoxi-polietilenglicoli100-metacrilato
5
H
o
8]
oS,L.
HyC
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Poli(AA-co-MA-Actl (1:1)
AA = Acido Acrilico

Poli(MPEGsz00-MA-co-MA-Actl (1:1)

MPEGs00-MA = Metoxipolietilenglicolsoo-metacrilato

Poli(NVP-co-MA-Actl (1:1)
NVP = N-vinil-2-pirrolidona
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