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DESCRIPCION
Inmunoensayos que emplean reactivos quimioluminiscentes no particulados
Antecedentes

La presente invenciéon se refiere a reactivos, que son capaces de generar sefiales, para su uso en métodos,
composiciones y kits para la determinacion de un analito en una muestra.

El campo del diagndstico clinico ha experimentado una amplia expansion en los dltimos afios, tanto en lo que se
refiere a la diversidad de materiales de interés que pueden determinarse facilmente y con precisién, asi como los
métodos para la determinacién. La mayoria de los métodos implican la generacién de una sefial en relacién con la
presencia y/o la cantidad de uno o mas analitos en una muestra. Los compuestos luminiscentes, tales como los
compuestos fluorescentes y los compuestos quimioluminiscentes, tienen una amplia aplicacién en el campo de los
ensayos debido a su capacidad para emitir luz. Las particulas, tales como las particulas de latex, los liposomas y
similares se han utilizado en los ensayos. Tanto los colorantes absorbentes como los colorantes que confieren
propiedades fluorescentes o quimioluminiscentes se han incorporado a las particulas. En un enfoque particular, las
particulas que comprenden uno o mas quelatos metdlicos, tales como, por ejemplo, los quelatos de lantanidos, se
emplean para la generacion de una sefial.

Un ensayo de luminiscencia inducida se describe en las patentes estadounidenses n.° 5.340.716 y 6.251.581. En un
enfoque, el ensayo usa una particula que incorpora un fotosensibilizador y una particula marcadora que incorpora un
compuesto quimioluminiscente. La particula marcadora se conjuga con una pareja de enlace que es capaz de unirse
a un analito para formar un complejo o a otro resto para formar un complejo en relacion con la presencia del analito.
Si el analito esta presente, el fotosensibilizador y el compuesto quimioluminiscente entran en estrecha proximidad. El
fotosensibilizador genera oxigeno de singlete y activa el compuesto quimioluminiscente cuando los dos marcadores
estan en estrecha proximidad. El compuesto quimioluminiscente activado produce posteriormente luz. La cantidad
de luz producida se refiere a la cantidad del complejo formado, que, a su vez, se refiere a la cantidad de analito
presente. En un enfoque patrticular, las particulas quimioluminiscentes comprenden uno o mas quelatos metdlicos,
tales como, por ejemplo, los quelatos de lantanidos.

En una variacién del método de luminiscencia inducida, se emplea un soporte particulado que comprende tanto (a)
un fotosensibilizador capaz, con la irradiacién, de generar oxigeno de singlete como (b) un compuesto
guimioluminiscente capaz de activarse mediante oxigeno de singlete. EI método permite la generacion de
luminiscencia retrasada, que puede realizarse con la irradiaciéon del soporte. Los métodos tienen aplicacion para la
determinaciéon de un analito en un medio sospechoso de contener el analito. Un método comprende someter un
medio sospechoso de contener un analito a condiciones en las que se forma un complejo de parejas de enlace en
relacion con la presencia del analito y determinar si el complejo se ha formado mediante el empleo, como marcador,
de una composicién particulada que tiene tanto propiedades quimioluminiscentes como de fotosensibilizador. Con la
activacion de la propiedad de fotosensibilizador, se genera oxigeno de singlete y se activa la propiedad
quimioluminiscente. Tales composiciones y métodos se describen en la patente estadounidense n.° 5.709.994.

El documento W095/14928 divulga una composicién que contiene quelato metdlico para su uso en ensayos
guimioluminiscentes en los que el reactivo quimioluminiscente comprende una particula.

Sumario

La presente invencion se refiere a un reactivo quimioluminiscente, tal como se define en la reivindicacion 1, un
método de diagndstico, tal como se define en la reivindicacion 14, un uso del reactivo quimioluminiscente, segun la
reivindicacion 18, y un kit que comprende un reactivo quimioluminiscente, segun la reivindicacion 19.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 es una representacion de un esquema para la produccion de un reactivo quimioluminiscente de acuerdo
con las presentes realizaciones.

La Figura 2 es un gréafico que representa una curva de calibraciéon para un ensayo de TSH que utiliza un reactivo
quimioluminiscente de acuerdo con las presentes realizaciones.

La Figura 3 es una representacion en tabla de los resultados de un ensayo de TSH que utiliza un reactivo
qguimioluminiscente de acuerdo con las presentes realizaciones y que muestra la separacion de la sefial obtenida
entre los calibradores.
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La Figura 4 es un grafico que representa los resultados de un estudio de estabilidad de un reactivo
quimioluminiscente de acuerdo con las presentes realizaciones.

La Figura 5 es un grafico que representa los resultados de un estudio de estabilidad de un reactivo
quimioluminiscente de acuerdo con las presentes realizaciones.

Descripcion detallada de realizaciones especificas

Discusién general

Las realizaciones de los presentes métodos y reactivos se refieren a reactivos quimioluminiscentes para la
determinacién de la presencia y/o cantidad de un analito en una muestra sospechosa de contener el analito. El
reactivo es no particulado y comprende una pareja de enlace para el analito y una composiciéon quimioluminiscente
que comprende un compuesto olefinico y un quelato metdlico. El reactivo quimioluminiscente, de acuerdo con la
presente divulgacion, presenta una buena solubilidad en un medio acuoso, tal como un medio de ensayo acuoso. El
reactivo quimioluminiscente no particulado tiene una estabilidad aumentada para su uso en ensayos para la
deteccion de analitos; ademas, el reactivo presenta una buena respuesta de sefial a los cambios en la concentracion
de analito. Cuando se usa en un ensayo, el reactivo quimioluminiscente no particulado, de acuerdo con la presente
divulgacion, es soluble en medios de ensayo acuosos y proporciona un rendimiento optimizado que incluye precision
y sensibilidad, asi como estabilidad de la sefial producida.

El rendimiento de un formato de ensayo particular en el extremo inferior del intervalo de decisién médica se puede
controlar mediante el control de la diferencia en la cantidad de sefial obtenida para los calibradores que abarcan el
intervalo de concentracion de interés sospechado del analito. Se desea una gran diferencia o separacién entre la
sefial para los calibradores tales como, por ejemplo, el calibrador L1 y el calibrador L2 o el calibrador L2 y el
calibrador L3. Por ejemplo, pueden emplearse seis calibradores, denominados de manera arbitraria L1-L6. La
relacion de sefal respecto a ruido puede evaluarse mediante la determinacion de una cantidad de sefial usando un
calibrador que no contiene analito, denominado de manera arbitraria calibrador L1 (fondo) y la cantidad de sefial
obtenida para un calibrador que contiene una primera cantidad conocida de analito por encima de cero, denominado
de manera arbitraria calibrador L2. Esta evaluacion también puede incluir la determinacién de una cantidad de sefial
usando el calibrador L1 y la cantidad de sefial para un calibrador que contiene una segunda cantidad conocida de
analito por encima de cero, denominado de manera arbitraria calibrador L3. Tal evaluacién también puede incluir tal
determinacion usando los calibradores L4, L5, L6 y asi sucesivamente. Las realizaciones tratadas en el presente
documento proporcionan un mejor rendimiento en un ensayo para un analito, en comparacién con los reactivos no
de acuerdo con la presente invencion.

Se desea una gran diferencia entre la sefial para los calibradores, por ejemplo, el calibrador L1 y el calibrador L2 o el
calibrador L1 y el calibrador L6. En cuanto a una buena sensibilidad en el intervalo de decision médica, la diferencia
en la sefial detectada entre el calibrador L1 y el calibrador L2 es de al menos aproximadamente el 50 %, al menos
aproximadamente el 75 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 100 %, al menos
aproximadamente el 125 %, al menos aproximadamente el 150 %, al menos aproximadamente el 175 %, al menos
aproximadamente el 200 %, al menos aproximadamente el 225 %, al menos aproximadamente el 250 %, al menos
aproximadamente el 275 %, al menos aproximadamente el 300 %, al menos aproximadamente el 325 %, al menos
aproximadamente el 350 %, al menos aproximadamente el 375 %, al menos aproximadamente el 400 %, al menos
aproximadamente el 425 % y asi sucesivamente. En algunas realizaciones, la sefial detectada para el calibrador L6
es de al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 30
veces, al menos aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 60
veces, al menos aproximadamente 70 veces, al menos aproximadamente 80 veces, al menos aproximadamente 90
veces, al menos aproximadamente 100 veces mayor que la sefal detectada para el calibrador L1. En funcion del
formato de ensayo, la diferencia en la sefial puede ser un aumento de sefial o una disminucion de sefal.
Tipicamente, los resultados de los ensayos que usan los calibradores se presentan en un formato de grafico en el
qgue la cantidad de sefial se representa frente a la concentracion de los calibradores. De acuerdo con las
realizaciones de la presente divulgacion, la pendiente de la linea entre el calibrador L1 y el calibrador L2, en general,
esta mas inclinada, en comparacion con los resultados obtenidos con los reactivos de ensayo no de acuerdo con la
presente divulgacion. Ademas, la pendiente de la linea del calibrador L1 al calibrador L6 estd normalmente mas
inclinada, en comparacioén con los resultados obtenidos con los reactivos de ensayo no de acuerdo con la presente
divulgacion.

Tal como se ha mencionado anteriormente, las realizaciones de los presentes reactivos quimioluminiscentes son no
particuladas. Como tales, los reactivos se distinguen de aquellos empleados en los ensayos de luminiscencia
inducida conocidos mencionados anteriormente, que emplean reactivos quimioluminiscentes particulados. Los
presentes reactivos quimioluminiscentes presentan una buena solubilidad en medios acuosos. En las realizaciones
de los reactivos quimioluminiscentes, una pareja de enlace para el analito se une covalente o no covalentemente a
una composicion quimioluminiscente que comprende un compuesto olefinico y un quelato metalico.
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La pareja de enlace para el analito puede enlazarse covalentemente a la composicion quimioluminiscente mediante
un enlace. Por otro lado, la pareja de enlace para el analito puede enlazarse covalentemente a la composicion
guimioluminiscente mediante un grupo de enlace. En algunas realizaciones, el grupo de unién es hidrdfilo. El término
"hidrofilo/a" o "hidrofilicidad" se refiere a un resto que es polar y, por tanto, prefiere moléculas polares y prefiere
disolventes polares. Las moléculas hidréfilas tienen afinidad con otros restos hidrofilos, en comparacion con los
restos hidréfobos. El grado de hidrofilicidad se controla mediante el nimero de heteroatomos en el grupo de unién.

En algunas realizaciones, el grupo de unién es una macromolécula y puede ser polimérica. La macromolécula
polimérica es, en general, de aproximadamente 1 a aproximadamente 10.000 unidades monoméricas 0 mas de
longitud, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 10.000 unidades monoméricas de longitud, o de
aproximadamente 100 a aproximadamente 10.000 unidades monoméricas de longitud, o de aproximadamente 500 a
aproximadamente 10.000 unidades monomeéricas de longitud, o de aproximadamente 1.000 a aproximadamente
10.000 unidades monoméricas de longitud, o de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 10.000 unidades
monoméricas de longitud, o de aproximadamente 3.000 a aproximadamente 10.000 unidades monoméricas de
longitud, o de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 10.000 unidades monoméricas de longitud, o de
aproximadamente 10 a aproximadamente 8.000 unidades monomeéricas de longitud, o de aproximadamente 100 a
aproximadamente 8.000 unidades monoméricas de longitud, o de aproximadamente 1.000 a aproximadamente
8.000 unidades monoméricas de longitud o de aproximadamente 100 a aproximadamente 7.000 unidades
monomeéricas de longitud y similares. El nimero de unidades monoméricas depende del niumero de atomos en la
cadena de unidad monomérica, las composiciones de la unidad monomérica y asi sucesivamente.

El peso molecular de la macromolécula polimérica es de al menos aproximadamente 2.000. El peso molecular puede
ser de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 10.000.000 o mas, o de aproximadamente 2.000 a
aproximadamente 8.000.000, o de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 6.000.000, o de aproximadamente
2.000 a aproximadamente 5.000.000 o de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 4.000.000, o de
aproximadamente 2.000 a aproximadamente 3.000.000 o de aproximadamente 2.000 a aproximadamente
2.000.000, o de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 1.000.000, o de aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 10.000.000 o mas, o de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 8.000.000, o de
aproximadamente 5.000 a aproximadamente 6.000.000, o de aproximadamente 5.000 a aproximadamente
5.000.000 o de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 4.000.000, o de aproximadamente 5.000 a
aproximadamente 3.000.000 o de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 2.000.000, o de aproximadamente
5.000 a aproximadamente 1.000.000, o de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 10.000.000 o mas, o de
aproximadamente 10.000 a aproximadamente 8.000.000, o de aproximadamente 10.000 a aproximadamente
6.000.000, o de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 5.000.000 o de aproximadamente 10.000 a
aproximadamente 4.000.000 o de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 3.000.000 o de aproximadamente
10.000 a aproximadamente 2.000.000 o de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.000.000 y similares.

La macromolécula polimérica puede ser lineal o ramificada o una combinacién de las mismas. Un polimero lineal
comprende una cadena lineal de atomos y un polimero ramificado comprende una cadena ramificada de atomos.
Cada atomo de la cadena lineal puede tener uno o mas sustituyentes en lugar de hidrogeno. En algunas
realizaciones, el polimero puede ser un copolimero que comprende mas de un tipo de unidad monomérica. La
relacion de las diferentes unidades monomeéricas en el polimero puede ser alternada, aleatoria, periddica y similares
y también puede estar en una disposicion de copolimero de bloques en la que los bloques de unidades monoméricas
repetidas forman la cadena polimérica.

En algunas realizaciones, una o mas de las unidades monoméricas de la macromolécula polimérica comprenden
atomos de carbono y uno o mas heteroatomos, tales como, por ejemplo, oxigeno, azufre, nitrdgeno, fosforo y
similares. Las unidades monoméricas pueden comprender de aproximadamente 2 a aproximadamente 50 atomos o
mas, o de 5 a aproximadamente 50 atomos, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 atomos, o de
aproximadamente 20 a aproximadamente 50 atomos, o de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 atomos, o
de aproximadamente 2 a aproximadamente 40 atomos o mas, o de 5 a aproximadamente 40 atomos, o de
aproximadamente 10 a aproximadamente 40 atomos, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 atomos, o
de aproximadamente 30 a aproximadamente 40 atomos, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 30 atomos o
mas, o de 5 a aproximadamente 30 atomos, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 atomos o de
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 atomos, sin contar el hidrégeno, y pueden comprender una cadena de
2 a aproximadamente 30 atomos, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 a&tomos o mas, o de 10 a
aproximadamente 30 atomos, o de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 atomos, o de aproximadamente 20
a aproximadamente 30 atomos, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 25 atomos o mas, o de 5 a
aproximadamente 25 atomos, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 25 atomos, o de aproximadamente 15
a aproximadamente 25 atomos, o de aproximadamente 20 a aproximadamente 25 atomos, o de aproximadamente 2
a aproximadamente 20 atomos 0 mas, o de 5 a aproximadamente 20 atomos, o de aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 atomos, o de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 atomos, o de aproximadamente 2 a
aproximadamente 15 atomos, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 atomos o de aproximadamente 10 a
aproximadamente 15 atomos, seleccionados cada uno independientemente entre el grupo que normalmente
consiste en carbono, oxigeno, azufre, nitrogeno y fosforo.
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El nimero de heteroatomos en una unidad monomérica de la macromolécula polimérica puede variar de
aproximadamente 0 a aproximadamente 20, o de aproximadamente 0 a aproximadamente 15, o de
aproximadamente 0 a aproximadamente 10, o de aproximadamente 0 a aproximadamente 5, o de aproximadamente
1 a aproximadamente 20, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 15, o de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 5, o de aproximadamente 2 a aproximadamente
20 o de aproximadamente 2 a aproximadamente 15, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 20, o de aproximadamente
5 a aproximadamente 15, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 y similares. En algunas realizaciones, el
numero de heteroatomos es suficiente para hacer que el grupo de union sea hidréfilo y aumentar la solubilidad del
reactivo quimioluminiscente de acuerdo con las presentes realizaciones. A este respecto, el numero de
heteroatomos en la unidad monomérica de la macromolécula polimérica puede variar de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 15, o de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 5, o de aproximadamente 2 a aproximadamente
20, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 15, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 2 a aproximadamente 5, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 20, o de aproximadamente
5 a aproximadamente 15, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 y similares. Cuando los heteroatomos
estan presentes, el oxigeno esta normalmente presente como 0x0 u oxi, enlazado a carbono, azufre, nitrégeno o
fésforo, el nitrégeno esta normalmente presente como azo, ciano, isociano, nitro, nitroso, amido o amino,
normalmente enlazado a carbono, oxigeno, azufre o fésforo; el azufre es analogo al oxigeno; mientras el fésforo se
enlaza al carbono, azufre, oxigeno o nitrégeno, normalmente como mono- o diéster de fosfonato y fosfato.

Las funcionalidades comunes en la formaciéon de un enlace covalente entre el grupo de unién y la molécula a
conjugar son alquilamina, amidina, tioamida, éter, urea, tiourea, guanidina, azo, tioéter y carboxilato, sulfonato, y
tioésteres, amidas y ésteres de fosfato. En su mayoria, cuando un grupo de unién tiene una funcionalidad de unién
(funcionalidad para la reaccién con un resto), tal como, por ejemplo, un grupo no oxocarbonilo que incluye analogos
de azufre y nitrégeno, un grupo fosfato, un grupo amino, un agente alquilante, tal como halo o tosilalquilo, un oxi
(hidroxilo o el analogo de azufre, mercapto) oxocarbonilo (por ejemplo, aldehido o cetona) o una olefina activa, tal
como una sulfona de vinilo o éster a-, B-insaturado, estas funcionalidades se unen a grupos amina, grupos carboxilo,
olefinas activas, agentes alquilantes, por ejemplo, bromoacetilo. En caso de que se unan una amina y un acido
carboxilico, o su derivado de nitrégeno o derivado de acido fosforico, se forman amidas, amidinas y fosforamidas,
respectivamente. En caso de que se unan un mercaptano y una olefina activada, se forman tioéteres. En caso de
gue se unan un mercaptano y un agente alquilante, se forman tioéteres. En caso de que se unan un aldehido y una
amina, en condiciones de reduccion, se forma una alquilamina. En caso de que se unan una cetona o un aldehido y
una hidroxilamina (incluyendo los derivados de los mismos en los que un sustituyente esta en lugar del hidrégeno del
grupo hidroxilo), se forma una funcionalidad de oxima (=N-O-). En caso de que se unan un acido carboxilico o un
acido de fosfato y un alcohol, se forman ésteres.

En algunas realizaciones, el grupo de unién no es una macromolécula y tiene un peso molecular menor de
aproximadamente 2.000, o menor de aproximadamente 1.500, o menor de aproximadamente 1.000, o menor de
aproximadamente 500 o similares. Tales grupos de union pueden comprender de aproximadamente 2 a
aproximadamente 200 atomos, o de 4 a aproximadamente 150 atomos o de aproximadamente 5 a aproximadamente
100 atomos, sin contar el hidrégeno, y pueden comprender una cadena de 2 a aproximadamente 100 atomos, o de 3
a aproximadamente 90 atomos, o de aproximadamente 4 a aproximadamente 80 atomos, o de aproximadamente 5 a
aproximadamente 70 atomos o similares, seleccionados cada uno independientemente entre el grupo que
normalmente consiste en carbono, oxigeno, azufre, nitrégeno y fésforo. El nimero de heteroatomos en tales grupos
de unién depende del tamafio del grupo de unién y, normalmente, variara de aproximadamente 0 a
aproximadamente 50, de 1 a aproximadamente 45 o de aproximadamente 2 a aproximadamente 40. Los
heteroatomos pueden estar en las formas indicadas anteriormente en la discusion relacionada con los grupos de
unién macromoleculares. En algunas realizaciones, el nimero de heteroatomos es suficiente para hacer que el
grupo de unién sea hidréfilo y aumentar la solubilidad de la composicion resultante de acuerdo con las presentes
realizaciones. A este respecto, el nUmero de heteroatomos en el grupo de unién depende del tamafio del grupo de
unioén y puede variar de aproximadamente 5 a aproximadamente 50, o de aproximadamente 10 a aproximadamente
50, o de aproximadamente 15 a aproximadamente 50, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 40, o de
aproximadamente 10 a aproximadamente 40, o de aproximadamente 15 a aproximadamente 40, o de
aproximadamente 5 a aproximadamente 30, o de aproximadamente 10 a aproximadamente 30, o de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 25, o de
aproximadamente 10 a aproximadamente 25 y similares.

Una macromolécula polimérica como grupo de unién puede ser un material de origen natural o una construccion
sintética. En algunas realizaciones, el grupo de unién macromolecular polimérico es un polipéptido. Los ejemplos de
polipéptidos, a modo de ilustracion y no de limitacion, incluyen proteinas, tales como, por ejemplo, albuminas,
gammaglobulinas, inmunoglobulinas, hemocianinas, polipéptidos sintéticos y similares. Los ejemplos de otras
macromoléculas poliméricas, a modo de ilustracion y no de limitacidn, incluyen dendrimeros, carboxilatos
poliméricos (por ejemplo, acido poliaspartico, acido poliglutdmico, acido poligalacturénico, acido polimetacrilico, etc.),
aminas poliméricas (por ejemplo, amina de polietileno, polilisina, poliglutamina, imina de polietileno, polialquilamina,
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etc.), éteres poliméricos (6xido de polietileno o polietilenglicoles, etc.), tioéteres poliméricos (por ejemplo, tioéteres
de polietileno, etc.), sulfihidrilos poliméricos (por ejemplo, policisteina) y asi sucesivamente.

La pareja de enlace para el analito puede enlazarse a una composicion quimioluminiscente de varias maneras
diferentes, algunas de estas se discuten mas adelante a modo de ilustracion y no de limitacién. En algunas
realizaciones, el grupo de union es una proteina y los componentes de la composicion quimioluminiscente, a saber,
un compuesto olefinico y un quelato metalico, se enlazan, cada uno, a la proteina, a la que también se enlaza una
pareja de enlace para el analito. Esta realizacion se ilustra tal como sigue:

(2o 1 e,

oC
~—"¢

en la que Ab es una pareja de enlace para el analito (en este ejemplo, un anticuerpo), L es un grupo de unién de
proteina, MC es un quelato metalico y OC es un compuesto olefinico y a, b y ¢ son independientemente un nimero
entero de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 9, o de 1 a aproximadamente 8, o0 de 1 a
aproximadamente 7, o de 1 a aproximadamente 6, o de 1 a aproximadamente 5, o de 1 a aproximadamente 4, o de
1 a aproximadamente 3, o de 1 a aproximadamente 2, o de 2 a aproximadamente 10, o de 2 a aproximadamente 9,
o de 2 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 7, o de 2 a aproximadamente 6, o de 2 a aproximadamente
5, o de 2 a aproximadamente 4, o de 2 a aproximadamente 3, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 3
a aproximadamente 7, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 o de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, por ejemplo. Diversas funcionalidades, tales como amina,
carboxilo y similares, estan presentes en la proteina para la unién al MC, OC y Ab y, tal como puede observarse,
multiples moléculas de MC, OC y Ab pueden enlazarse a la proteina. El nimero de moléculas de cada uno que
puede enlazarse depende del tamafio de la proteina, del tamafio del MC y OC y del tamafio del anticuerpo.

En algunas realizaciones, el grupo de unién es una proteina y los componentes de la composicion
guimioluminiscente, a saber, un compuesto olefinico y un quelato metalico, se enlazan, cada uno, a la misma
molécula de la proteina. La proteina tiene una o mas moléculas de un elemento de un par de enlace especifico
enlazadas a la misma. La pareja de enlace para el analito tiene una o mas moléculas del otro elemento del par de
enlace especifico enlazadas a la misma. El enlace de los elementos del par de enlace especifico da como resultado
el enlace covalente de la pareja de enlace para el analito a la proteina. Esta realizacion se ilustra tal como sigue:

( A%(SBPM2 = SBPM1 %/t\—é MC> b

oC
N

C

en la que Ab es una pareja de enlace para el analito (en este ejemplo, un anticuerpo), L es un grupo de unién de
proteina, MC es un quelato metdlico, OC es un compuesto olefinico, SBPM1 y SBPM2 son elementos
complementarios de un par de enlace especifico, = es un enlace no covalente, y a, b, ¢ y d son independientemente
un namero entero de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 9, o de 1 a aproximadamente 8, o de 1 a
aproximadamente 7, o de 1 a aproximadamente 6, o de 1 a aproximadamente 5, o de 1 a aproximadamente 4, o de
1 a aproximadamente 3, o0 de 1 a aproximadamente 2, o de 2 a aproximadamente 10, o de 2 a aproximadamente 9,
0 de 2 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 7, o de 2 a aproximadamente 6, 0 de 2 a aproximadamente
5, o de 2 a aproximadamente 4, o de 2 a aproximadamente 3, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 3
a aproximadamente 7, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 o de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, por ejemplo. Diversas funcionalidades, tales como amina,
carboxilo y similares, estan presentes en la proteina para la uniéon al MC, OC y SBPM1 vy, tal como puede
observarse, multiples moléculas de MC, OC y SBPM1 pueden enlazarse a la proteina. El nimero de moléculas de
cada uno que puede enlazarse depende del tamafio de la proteina, del tamafio del MC, OC, SBPM1 y SBPM2 y del
tamafio del anticuerpo.

En algunas realizaciones, el grupo de unién es una proteina y los componentes de la composicion
qguimioluminiscente, a saber, un compuesto olefinico y un quelato metalico, se enlazan, cada uno, a la misma
molécula de la proteina. La proteina tiene una o mas moléculas de un elemento de un par de enlace especifico
enlazadas a la misma, asi como una o mas moléculas del anticuerpo. EI OC y MC tienen, cada uno,
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independientemente, una o0 mas moléculas del otro elemento del par de enlace especifico enlazadas a los mismos.
El enlace de los elementos del par de enlace especifico da como resultado el enlace no covalente de OCy MC a la
proteina. Esta realizacién se ilustra tal como sigue:

/<SBPM1 = SBPM2 H MC)b

\<SBPM1 = SBPM2 %—6 oC >
C

en la que Ab es una pareja de enlace para el analito (en este ejemplo, un anticuerpo), L es un grupo de unién de
proteina, MC es un quelato metdlico, OC es un compuesto olefinico, SBPM1 y SBPM2 son elementos
complementarios de un par de enlace especifico, = es un enlace no covalente, y a, b, ¢ y d son independientemente
un nimero entero de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 9, o de 1 a aproximadamente 8, o de 1 a
aproximadamente 7, o de 1 a aproximadamente 6, o de 1 a aproximadamente 5, o de 1 a aproximadamente 4, o de
1 a aproximadamente 3, o0 de 1 a aproximadamente 2, o de 2 a aproximadamente 10, o de 2 a aproximadamente 9,
0 de 2 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 7, o de 2 a aproximadamente 6, o de 2 a aproximadamente
5, o de 2 a aproximadamente 4, o de 2 a aproximadamente 3, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 3
a aproximadamente 7, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 o de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, por ejemplo. Diversas funcionalidades, tales como amina,
carboxilo y similares, estan presentes en la proteina para la unién al MC, OC y SBPM1 vy, tal como puede
observarse, multiples moléculas de MC, OC y SBPML1 pueden enlazarse a la proteina. El nimero de moléculas de
cada uno que puede enlazarse depende del tamafio de la proteina, del tamafio del MC, OC, SBPM1 y SBPM2 y del
tamafo del anticuerpo. Debe observarse que, en la realizacién anterior, el par de enlace especifico al que
pertenecen el SBPM1 y SBPM2 puede ser el mismo para la union de OC y MC o pueden emplearse dos pares de
enlace especificos diferentes, uno para OC y uno para MC.

(A L
a

En algunas realizaciones, el grupo de unién es una proteina y los componentes de la composicion
guimioluminiscente, a saber, un compuesto olefinico y un quelato metalico, se enlazan, cada uno, a la misma
molécula de la proteina. La proteina tiene una o mas moléculas de un elemento de un par de enlace especifico
enlazadas a la misma. El OC y MC tienen, cada uno, independientemente, una o mas moléculas del otro elemento
del par de enlace especifico enlazadas a los mismos. El enlace de los elementos del par de enlace especifico da
como resultado el enlace no covalente de OC y MC a la proteina. La pareja de enlace para el analito también tiene
una o mas moléculas del otro elemento del par de enlace especifico enlazadas a la misma. El enlace de los
elementos del par de enlace especifico da como resultado el enlace covalente de la pareja de enlace para el analito
a la proteina. Esta realizacion se ilustra tal como sigue:

/<SBPM1 = SBPM2 H MC>
( Ab}éSBPMz = SBPM1 >E L d b
a
SBPM1 = SBPM?2 H oc>
C

en la que Ab es una pareja de enlace para el analito (en este ejemplo, un anticuerpo), L es un grupo de unién de
proteina, MC es un quelato metdlico, OC es un compuesto olefinico, SBPM1 y SBPM2 son elementos
complementarios de un par de enlace especifico, = es un enlace no covalente, y a, b, ¢ y d son independientemente
un namero entero de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 9, o de 1 a aproximadamente 8, o de 1 a
aproximadamente 7, o de 1 a aproximadamente 6, o de 1 a aproximadamente 5, o de 1 a aproximadamente 4, o de
1 a aproximadamente 3, o0 de 1 a aproximadamente 2, o de 2 a aproximadamente 10, o de 2 a aproximadamente 9,
o de 2 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 7, o de 2 a aproximadamente 6, o de 2 a aproximadamente
5, o de 2 a aproximadamente 4, o de 2 a aproximadamente 3, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 3
a aproximadamente 7, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 o de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, por ejemplo. Diversas funcionalidades, tales como amina,
carboxilo y similares, estan presentes en la proteina para la union al SBPM1 y, tal como puede observarse, multiples
moléculas de SBPM1 pueden enlazarse a la proteina. El nimero de moléculas de cada uno que puede enlazarse
depende del tamafio de la proteina, del tamafio del MC, OC, SBPM1 y SBPM2 y del tamafio del anticuerpo. Debe
observarse que, en la realizacién anterior, el par de enlace especifico al que pertenecen el SBPM1 y SBPM2 puede
ser el mismo para la unién de OC, MC vy el anticuerpo o pueden emplearse dos o tres pares de enlace especificos
diferentes, uno para OC, uno para MC y uno para el anticuerpo.
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En algunas realizaciones, el grupo de uniébn es una proteina y los componentes de la composicion
quimioluminiscente, a saber, un compuesto olefinico y un quelato metdlico, se enlazan, respectivamente, a
diferentes moléculas de la proteina. La proteina tiene una o mas moléculas de un elemento de un par de enlace
especifico enlazadas a la misma. La pareja de enlace para el analito tiene una 0 mas moléculas del otro elemento
del par de enlace especifico enlazadas a la misma. El enlace de los elementos del par de enlace especifico da como
resultado el enlace covalente de la pareja de enlace para el analito a la proteina. Esta realizacion se ilustra tal como

< >/( SBPM2 = SBPM]}* %MC)
a (SBPM2 SBPMH— —éoc)

en la que Ab es una pareja de enlace para el analito (en este ejemplo, un anticuerpo), L es un grupo de unién de
proteina, MC es un quelato metdlico, OC es un compuesto olefinico, SBPM1 y SBPM2 son elementos
complementarios de un par de enlace especifico, = es un enlace no covalente, y a, b, ¢ y d son independientemente
un namero entero de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 9, o de 1 a aproximadamente 8, o de 1 a
aproximadamente 7, o de 1 a aproximadamente 6, o de 1 a aproximadamente 5, o de 1 a aproximadamente 4, o de
1 a aproximadamente 3, o de 1 a aproximadamente 2, o de 2 a aproximadamente 10, o de 2 a aproximadamente 9,
0 de 2 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 7, o de 2 a aproximadamente 6, 0 de 2 a aproximadamente
5, o0 de 2 a aproximadamente 4, o de 2 a aproximadamente 3, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 3
a aproximadamente 7, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 o de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, por ejemplo. Diversas funcionalidades, tales como amina,
carboxilo y similares, estan presentes en la proteina para la unién al MC, OC y SBPM1 vy, tal como puede
observarse, multiples moléculas de MC, OC y SBPM1 pueden enlazarse a la proteina. El nimero de moléculas de
cada uno que puede enlazarse depende del tamafio de la proteina, del tamafio del MC, OC, SBPM1 y SBPM2 y del
tamafo del anticuerpo. Debe observarse que, en la realizacién anterior, el par de enlace especifico al que
pertenecen el SBPM1 y SBPM2 puede ser el mismo para la union de OC y MC o pueden emplearse dos pares de
enlace especificos diferentes, uno para OC y uno para MC. También debe observarse que, en la realizacién anterior,
L puede ser el mismo o diferente para OC y MC.

En algunas realizaciones, el grupo de unién es una proteina y los componentes de la composicion
qguimioluminiscente, a saber, un compuesto olefinico y un quelato metalico, se enlazan, respectivamente, a
diferentes moléculas de la proteina por medio de enlace no covalente. La proteina tiene una o mas moléculas de un
elemento de un par de enlace especifico enlazadas a la misma. La pareja de enlace para el analito tiene una o0 mas
moléculas del otro elemento del par de enlace especifico enlazadas a la misma. El enlace de los elementos del par
de enlace especifico da como resultado el enlace covalente de la pareja de enlace para el analito a la proteina. El
OC y MC también tienen, cada uno, independientemente, una o mas moléculas del otro elemento del par de enlace
especifico enlazadas a los mismos. El enlace de los elementos del par de enlace especifico da como resultado el
enlace no covalente de OC y MC a la proteina. Esta realizacion se ilustra tal como sigue:

)/Q SBPM2 = SBPM1 9— -{ SBPM1 = SBPM2>—< MC>

a <SBPM2 SBPMH- —{ SBPM1 —SBPMH{ oc)

en la que Ab es una pareja de enlace para el analito (en este ejemplo, un anticuerpo), L es un grupo de unién de
proteina, MC es un quelato metdlico, OC es un compuesto olefinico, SBPM1 y SBPM2 son elementos
complementarios de un par de enlace especifico, = es un enlace no covalente, y a, b, ¢ y d son independientemente
un namero entero de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 9, o de 1 a aproximadamente 8, o de 1 a
aproximadamente 7, o de 1 a aproximadamente 6, o de 1 a aproximadamente 5, o de 1 a aproximadamente 4, o de
1 a aproximadamente 3, o0 de 1 a aproximadamente 2, o de 2 a aproximadamente 10, o de 2 a aproximadamente 9,
o de 2 a aproximadamente 8, o de 2 a aproximadamente 7, o de 2 a aproximadamente 6, o de 2 a aproximadamente
5, o de 2 a aproximadamente 4, o de 2 a aproximadamente 3, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 10, o de
aproximadamente 3 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 8, o de aproximadamente 3
a aproximadamente 7, o de aproximadamente 3 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 3 a aproximadamente
5 o de aproximadamente 3 a aproximadamente 4, por ejemplo. Diversas funcionalidades, tales como amina,
carboxilo y similares, estan presentes en la proteina para la uniéon al MC, OC y SBPM1 vy, tal como puede
observarse, multiples moléculas de MC, OC y SBPM1 pueden enlazarse a la proteina. El nimero de moléculas de
cada uno que puede enlazarse depende del tamafio de la proteina, del tamafio del MC, OC, SBPM1 y SBPM2 y del
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tamafo del anticuerpo. Debe observarse que, en la realizacién anterior, el par de enlace especifico al que
pertenecen el SBPM1 y SBPM2 puede ser el mismo para la uniéon de OC, MC y el anticuerpo o pueden emplearse
dos o tres pares de enlace especificos diferentes, uno para OC y uno para MC y uno para el anticuerpo. También
debe observarse que, en la realizacion anterior, L puede ser el mismo o diferente para OC y MC.

El compuesto olefinico es uno que es capaz de reaccionar con el oxigeno de singlete. En algunas realizaciones, la
reaccion de las olefinas con el oxigeno de singlete es una adicion de 2 + 2 para formar un dioxetano. Los
compuestos olefinicos adecuados normalmente no tienen ningun grupo C-H saturado unido a un carbono olefinico,
excepto carbonos de cabeza de puente no reactivos, y, en algunas realizaciones, tienen uno o mas grupos donantes
de electrones directamente unidos al carbono olefinico o en conjugacién con la olefina. Los dioxetanos pueden
disociarse espontaneamente o mediante calentamiento con quimioluminiscencia espontanea, o los grupos carbonilo
que se forman pueden formarse como parte de un grupo fluorescente o ser capaces de experimentar reacciones
posteriores que conducen a una molécula fluorescente. Como alternativa, la reaccion de disociacion puede conducir
a una separacion de un grupo de inactivacion de un grupo fundamentalmente fluorescente que, de este modo,
recupera su propiedad fluorescente.

En algunas realizaciones, la reaccion del oxigeno de singlete con las olefinas es una cicloadicion de 4 + 2 con
dienos, normalmente compuestos aromaticos, tales como naftalenos, antracenos, oxazoles, furanos, indoles y
similares. Tal reaccion conduce inicialmente a un endoperéxido. En algunos casos, los endoperdxidos pueden
reordenarse en anhidrios o ésteres activos que sean capaces de reaccionar con un grupo adecuadamente colocado
para proporcionar una lactona o lactama que puede ser fluorescente. Como alternativa, los endoperéxidos pueden
oxidar un precursor de compuesto fluorescente o quimioluminiscente. Los endoperéxidos también pueden disociarse
espontaneamente o al calentar con emision quimioluminiscente u oxidar un colorante leuco fluorescente.

En algunas realizaciones, la reaccion del oxigeno de singlete con las olefinas es la reaccion de "eno" que produce un
alilhidroperéxido. Las olefinas adecuadas tienen un C-H saturado reactivo unido a un carbono olefinico. Este
producto puede reaccionar con un éster activo en la misma molécula para formar un dioxetanona que puede
disociarse espontaneamente o al calentar con emisién quimioluminiscente.

En general, las olefinas de interés son aquellas que se someten a una reaccion quimica tras la reaccion con el
oxigeno de singlete para formar un producto de reaccién metaestable, normalmente un dioxetano o endoperéxido,
gue es capaz de descomponerse con la emision simultdnea o posterior de luz, normalmente dentro del intervalo de
longitud de onda de 250 a 1.200 nm. Las olefinas ricas en electrones preferidas son las que contienen grupos
donantes de electrones. Los ejemplos de tales olefinas ricas en electrones son los éteres de enol, enaminas, 9-
alquiliden-N-alquilacridanos, arilviniléteres, 1,4-dioxenos, 1,4-tioxenos, 1,4-oxazinas, arilimidazoles, 9-alquiliden-
xantanos y lucigenina.

Los ejemplos de olefinas quimioluminiscentes ricas en electrones adecuadas se exponen en la patente
estadounidense n.° 5.709.994. Tales olefinas, en general, tienen un grupo donante de electrones en conjugacion con
la olefina.

Los dioxetanos pueden ser luminiscentes solos o en conjuncién con un aceptor de energia fluorescente. Los éteres
de enol son ejemplos de tales olefinas. En algunas realizaciones, los compuestos de éter de enol tendran al menos
un grupo arilo enlazado a los carbonos olefinicos en los que el anillo de arilo se sustituye con un grupo donador de
electrones en una posicion que aumenta la reactividad de la olefina para el oxigeno de singlete y/o confiere
fluorescencia al producto de disociacién del dioxetano resultante. El grupo donante de electrones puede ser, por
ejemplo, hidroxilo, alcoxi, amino disustituido, alquiltio, furilo, pirilo, etc. Preferentemente, los éteres de enol tienen un
grupo donador de electrones enlazado directamente a un carbono olefinico.

Las enaminas son otro ejemplo de tales olefinas. En general, las enaminas Utiles se regiran por las reglas expuestas
anteriormente para los éteres de enol. Otra familia de quimioluminiscentes son los 2,4,5-trifenilimidazoles, con lofina
como el nombre comun para el producto original. Los analogos quimioluminiscentes incluyen sustituyentes de para-
dimetilamino y para-metoxi. Otras olefinas quimioluminiscentes que satisfacen los requisitos dados anteriormente
pueden encontrarse en la solicitud de patente europea n.° 0.345.776.

Ademas del compuesto olefinico, la composicion quimioluminiscente comprende un complejo de un metal y uno o
mas agentes quelantes. Los ejemplos de metales que forman parte del complejo incluyen, por ejemplo, metales de
tierras raras, metales del Grupo VIl y similares. Los metales de tierras raras comprenden lantanidos (metales de
lantanidos) (los 15 elementos de lantano o lutecio, nimeros atdmicos 57-71). Los metales de tierras raras de interés
particular incluyen europio, terbio, disprosio y samario. Los metales del Grupo VIII de interés particular incluyen
osmio y rutenio. En algunas realizaciones, los metales de tierras raras tienen un estado de oxidacion de mas tres, el
rutenio tiene un estado de oxidacion de mas dos y el osmio tiene un estado de oxidacién de mas dos. En
determinadas realizaciones, el metal se selecciona entre el grupo que consiste en europio, terbio, disprosio, samario,
osmio y rutenio. En algunas realizaciones, el metal estd al menos hexacoordinado; sin embargo, el metal puede
estar octacoordinado o mas altamente coordinado en funcién del agente quelante metalico.
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El agente quelante metalico es un compuesto en el que dos 0 mas atomos de la misma molécula pueden estar
coordinados con un metal para formar un quelato metdlico. Los dos o0 mas atomos pueden ser, por ejemplo, oxigeno,
nitrégeno, azufre y similares. Los atomos pueden estar en la forma de una o mas funcionalidades, tales como, por
ejemplo, cetona, aldehido, hidroxilo, amina, tiocetona, tioaldehido, tiol y similares. Las funcionalidades pueden ser
parte de un grupo bencilo o un sistema de anillo aromatico condensado derivado de, por ejemplo, naftaleno,
antraceno, fenantreno, acridina y asi sucesivamente.

Uno de los metales mencionados anteriormente esta coordinado con uno 0 mas agentes quelantes, cuyos ejemplos
de particulas incluyen, por ejemplo, 2-(1',1',1',2",2",3",3'-heptafluoro-4’,6’-hexanodion-6-il)-naftaleno (NHA), 4,4'-
bis(2",3",3"-heptafluroro-4",6"-hexano-dion-6"-il)-o--terfenilo  (BHHT), 4,4’-bis(1,"1",1",2",2",3",3"-heptafluoro-4",6"-
hexanodion-6"-il)-clorosulfo-o-terfenilo (BHHCT), compuestos relacionados con fenantrolina (fen) y fenantrolina
(derivados de fenantrolina), tales como, por ejemplo, acido carboxilico de fenantrolina, 4,7-difenil-1,10-fenantrolina
(DPP) y similares, 3-(2-tienoilo, 1,1,1-trifluoroacetona (TTA), tiofenotrifluorobutanodiona (TTB), 3-naftoil-1,1,1-
trifluoroacetona (NPPTA), naftiltrifluorobutanodiona (NTA), 6xido de fosfina de trioctilo (TOPO), 6xido de fosfina de
trifenilo (TPPO). El 3-benzoil-1,1,1-trifluoroacetona (BFTA), 2,2-dimetil-4-perfluorobutinoil-3-butanona (fod), 2,2'-
dipiridilo (bpy), acido salicilico, acido bipiridilcarboxilico, éteres con corona aza, éxido de trioctilfosfina, criptandos
aza y asi sucesivamente, asi como combinaciones de los anteriores. Tal como se ha mencionado anteriormente, en
algunas realizaciones, el metal en el quelato metalico esta al menos hexacoordinado. El quelato metdlico estara sin
cargar; por tanto, el niumero de grupos acidicos proporcionados por el agente quelante igualara el estado de
oxidacion del metal. Los ejemplos de quelatos metdlicos particulares, a modo de ilustracién y no de limitacion,
incluyen Eu(BHHCT):DPP, Eu(TTA)sDPP, Eu(NTA)sDPP, Eu(NHA)sDPP, Eu(BHHT):DPP y los quelatos metalicos
tratados en la patente estadounidense n.° 6.916.667 (por ejemplo, columnas 5-9) y en la solicitud de patente
estadounidense n.° 20060270063 (columna 3-4).

Muchos de los agentes quelantes y quelatos metalicos se conocen en la técnica y muchos estan disponibles en el
mercado. En general, los quelatos metalicos pueden prepararse a partir de un agente quelante metalico mediante la
combinacién de un cloruro de metal con la relacion deseada de moléculas de agente quelante metalico en un
disolvente tamponado acuoso y una base suficiente para absorber el acido clorhidrico que se produce durante la
reaccion. Por ejemplo, los quelatos metalicos pueden prepararse mediante un procedimiento, tal como, el descrito en
Shinha, A. P., "Fluorescences and laser action in rare earth chelates," Spectroscopy Inorganic Chemistry, vol. 2,
(1971), 255-288.

El reactivo quimioluminiscente puede incluir un grupo o funcionalidad que confiera hidrofilicidad o solubilidad en
agua, lo que aumenta la humectabilidad de los soélidos con agua y la solubilidad en los sistemas acuosos de los
compuestos a los que se enlaza. Una o mas de tales funcionalidades pueden estar presentes en el compuesto
olefinico o en el quelato metalico o0 ambos. Tal grupo funcional o funcionalidad puede ser un sustituto que tiene de 1
a 50 o mas atomos y puede incluir un sulfonato, sulfato, fosfato, amidina, fosfonato, carboxilato, hidroxilo,
particularmente, polioles, amina, éter, amida y similares. Los grupos funcionales ilustrativos son carboxialquilo,
sulfonoxialquilo, CONHOCH2COOH, CO-(glucosamina), azlcares, dextrano, ciclodextrina, SO2NHCH2COOH, SOsH,
CONHCH2CH2S0O3H, POsH2, OPOsH2, hidroxilo, carboxilo, cetona y combinaciones de los mismos. Tal grupo o
funcionalidad puede introducirse en el agente quelante mediante métodos que son bien conocidos en la técnica para
la introduccién de tales grupos o funcionalidades en los compuestos.

Después de la preparacion del reactivo quimioluminiscente, el reactivo quimioluminiscente puede colocarse en un
medio adecuado para su almacenamiento hasta usarse en un ensayo. En muchas realizaciones, el medio es un
medio acuoso, normalmente un medio tamponado acuoso. El medio acuoso puede ser Unicamente agua o puede
incluir del 0,1 a aproximadamente el 40 por ciento en volumen de un codisolvente, tal como, por ejemplo, un
disolvente organico, que puede ser un alcohol, éter, éster, amina, amida y similares. El pH del medio normalmente
estara 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. Pueden usarse diversos
tampones para lograr el pH deseado y mantener el pH. Los tampones ilustrativos incluyen borato, fosfato, carbonato,
tris, barbital, PIPES, HEPES, MES, ACES, MOPS, BICINE y similares. El tampén particular empleado no es critico,
pero con un reactivo quimioluminiscente particular, se puede preferir un tampén u otro. En algunas realizaciones, el
medio en el que se almacena el reactivo quimioluminiscente es sustancialmente similar al, o el mismo que, medio
para un ensayo para un analito en el que el reactivo quimioluminiscente es uno de los reactivos de ensayo
empleados. La solubilidad del reactivo quimioluminiscente en un medio acuoso a temperatura ambiente es, por
ejemplo, de al menos el 50 %, o al menos el 55 %, o al menos el 60 %, o al menos el 65 %, o al menos el 70 %, o al
menos el 75 %, o al menos el 80 %, o al menos el 85 %, o al menos el 90 % o al menos el 95 % (peso respecto a
volumen).

En una realizacién especifica de lo anterior, a modo de ilustraciéon y no de limitacion, el reactivo quimioluminiscente
comprende un tioxeno y Eu(BHHCT).DPP, ambos de estos se enlazan covalentemente a BSA, a la que también se
enlaza una pareja de enlace para un analito.
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Un elemento de un par de enlace especifico ("elemento sbp") para su uso en las presentes realizaciones para la
unioén no covalente es una de dos moléculas diferentes, que tiene un area en la superficie 0 en una cavidad que se
enlaza especificamente con y se define, de este modo, como complementario con una organizacion polar y espacial
particular de la otra molécula. El par de enlace especifico para su uso en las presentes realizaciones se selecciona
entre el grupo que consiste en (i) una molécula pequefia y una pareja de enlace para la molécula pequefia y (ii) una
molécula grande y una pareja de enlace para la molécula grande. En algunas realizaciones, la molécula pequefia
tiene un peso molecular menor de aproximadamente 2.000, o menor de aproximadamente 1.500, o menor de
aproximadamente 1.000, o menor de aproximadamente 500, o menor de aproximadamente 400, o menor de
aproximadamente 300 o similares. Los ejemplos de pareja de enlace a molécula pequefia para los pares de
molécula pequefia, a modo de ilustracién y no de limitacion, incluyen pareja de enlace a biotina para la biotina (por
ejemplo, avidina, estreptavidina, anticuerpo para la biotina, etc.), pareja de enlace a digoxina para la digoxina (por
ejemplo, anticuerpo para la digoxina, etc.), pareja de enlace a fluoresceina para la fluoresceina (anticuerpo para la
fluoresceina, etc.), pareja de enlace a rodamina para la rodamina (por ejemplo, anticuerpo para la rodamina), pareja
de enlace a péptido para el péptido (anticuerpo para el péptido, etc.), parejas de enlace especifico a analito (por
ejemplo, factor intrinseco para B12, factor de enlace de folato para el folato) y asi sucesivamente.

En algunas realizaciones de un par de enlace especifico para su uso en las presentes realizaciones, el peso
molecular de la molécula grande es mayor de aproximadamente 2.000, o mayor de aproximadamente 5.000, o
mayor de aproximadamente 10.000, o mayor de aproximadamente 50.000, o mayor de aproximadamente 100.000, o
mayor de aproximadamente 500.000, o mayor de aproximadamente 1.000.000, o mayor de aproximadamente
5.000.000 o mayor de aproximadamente 10.000.000 o similares. Los ejemplos de pareja de enlace a molécula
grande para los pares de molécula grande, a modo de ilustraciéon y no de limitacién, incluyen elementos de un par
inmunoldgico, tales como antigeno-anticuerpo, hormona-receptores de hormona, dupletes de acido nucleico, 1gG-
proteina A, pares de polinucleottidos, tales como ADN-ADN, ADN-ARN, otros receptores y ligandos y similares.

La naturaleza del par de enlace para el analito depende principalmente de la naturaleza del analito. La pareja de
enlace para el analito puede ser un anticuerpo, un polinucleétido, una proteina de enlace especifico a analito
diferente de un anticuerpo y asi sucesivamente. Un anticuerpo es una inmunoglubolina que se enlaza
especificamente con y se define, de este modo, como complementaria con una organizacién polar y espacial
particular de otra molécula. El anticuerpo puede ser monoclonal o policlonal y puede prepararse mediante técnicas
gue son bien conocidas en la técnica, tales como inmunizacién de un huésped y recogida de suero (policlonal) o
mediante la preparacion de lineas de células hibridas continuas y la recogida de la proteina segregada (monoclonal)
o mediante la clonacién y la expresion de secuencias de nucleétidos o versiones mutagenizadas de las mismas que
codifican al menos las secuencias de aminoacidos requeridas para el enlace especifico de anticuerpos naturales.
Los anticuerpos pueden incluir una inmunoglobulina completa o fragmentos de la misma, inmunoglobulinas que
incluyen las diversas clases e isotipos, tales como IgA, IgD, IgE, 1gG1, IgG2a, IgG2b y IgG3, IgM, etc. Los
fragmentos de la misma pueden incluir Fab, Fv y F(ab’);, Fab’ y similares. Ademas, los agregados, polimeros y
conjugados de inmunoglobulinas o sus fragmentos pueden usarse cuando sea necesario, siempre y cuando se
mantenga la afinidad de enlace para una molécula particular.

Un analito puede ser un ligando, que es monovalente (monoepitdpico) o polivalente (poliepitdpico), normalmente
antigénico o hapténico y es un compuesto individual o una pluralidad de compuestos que comparten al menos un
sitio epitépico o determinante comuin. El analito puede ser una parte de una célula, tal como una bacteria o una
célula que lleva un antigeno de grupo sanguineo, tal como A, B, D, etc., 0 un antigeno de HLA o el analito puede ser
un microorganismo, por ejemplo, bacteria, hongo, protozoario o virus.

Los analitos de ligando polivalente pueden ser polilaminoacidos), es decir, polipéptidos y proteinas, polisacaridos,
acidos nucleicos y combinaciones de los mismos. Tales combinaciones incluyen componentes de bacterias, virus,
cromosomas, genes, mitocondrias, nucleos, membranas celulares y similares. En su mayoria, el ligando
poliepitépico tiene un peso molecular de al menos aproximadamente 5.000, mas normalmente de al menos
aproximadamente 10.000. En la categoria de poli(aminoéacido), los poli(aminoacidos) de interés pueden ser de
aproximadamente 5.000 a 5.000.000 de peso molecular, mas normalmente de aproximadamente 20.000 a 1.000.000
de peso molecular; entre las hormonas de interés, los pesos moleculares variaran normalmente de
aproximadamente 5.000 a 60.000 de peso molecular.

El analito puede ser una proteina, tal como, por ejemplo, inmunoglobulinas, citocinas, enzimas, hormonas, antigenos
de cancer, marcadores nutritivos, antigenos especificos de tejidos, etc. Tales proteinas incluyen, a modo de
ilustracion y no de limitacién, protaminas, histonas, albuminas, globulinas, escleroproteinas, fosfoproteinas,
mucoproteinas, cromoproteinas, lipoproteinas, nucleoproteinas, glucoproteinas, receptores de células T,
proteoglicanos, HLA, proteinas sin clasificar, por ejemplo, somatotropina, prolactina, insulina, pepsina, proteinas
encontradas en plasma humano, factores de coagulacién sanguinea, hormonas de proteinas, tales como, por
ejemplo, hormona estimulante de foliculos, hormona luteinizante, luteotropina, prolactina, gonadotropina coriénica,
hormonas de tejidos, citocinas, antigenos de cancer, 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, CK-MB y calcitonina, y hormonas de péptidos. Otros analitos de interés son los mucopolisacéaridos y los
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polisacéridos.

Los analitos de ligando monoepitdpico, en general, seran de aproximadamente 100 a 2.000 de peso molecular, mas
normalmente de aproximadamente 125 a aproximadamente 1.000 de peso molecular. Los analitos incluyen
farmacos (por ejemplo, farmacos adictivos, farmacos terapéuticos, etc.), metabolitos, pesticidas, contaminantes y
similares. Los farmacos adictivos representativos (incluyendo farmacos en desuso), a modo de ejemplo y no de
limitacion, incluyen (i) alcaloides, tales como alcaloides de morfina, que incluyen morfina, codeina, heroina,
dextrometorfano, sus derivados y metabolitos; alcaloides de cocaina, que incluyen cocaina y ecgonina de bencilo,
sus derivados y metabolitos; alcaloides de ergot, que incluyen dietilamida de acido lisérgico; alcaloides esteroideos;
alcaloides de iminazoilo; alcaloides de quinazolina; alcaloides de isoquinolina; alcaloides de quinolina, que incluyen
quinina y quinidina; alcaloides de diterpeno, sus derivados y metabolitos; (ii) esteroides, que incluyen los estrégenos,
andrégenos, esteroides andreocorticales, acidos biliares, agliconas y glucésidos cardiotonicos, que incluyen digoxina
y digoxigenina, saponinas y sapogeninas, sus derivados y metabolitos; sustancias miméticas de esteroides, tales
como dietilestilbestrol; (iii) lactamas que tienen de 5 a 6 elementos anulares, que incluyen los barbitricos, por
ejemplo, fenobarbitales y secobarbitales, difenilhidantoina, primidona, etosuximida y sus metabolitos; (iv)
aminoalquilbencenos, con cadena de alquilo de 2 a 3 atomos de carbono, que incluyen las anfetaminas;
catecolaminas, que incluyen efedrina, L-dopa, epinefrina; narceina; papaverina; y metabolitos de las anteriores; (v)
benzoheterociclicos que incluyen oxazepam, clorpromazina, tegretol, sus derivados y metabolitos, siendo los anillos
heterociclicos azepinas, diazepinas y fenotiazinas; (vi) purinas, que incluyen teofilina, cafeina, sus metabolitos y
derivados; (vii) farmacos derivados de marihuana, que incluyen cannabinol y tetrahidrocannabinol; (viii) hormonas,
tales como tiroxina, cortisol, triyodotironina, testosterona, estradiol, estrona, progesterona, (ix) antidepresivos
triciclicos, que incluyen imipramina, desmetilimipramina, amitriptilina, nortriptilina, protriptilina, trimipramina,
clomipramina, doxepina y desmetildoxepina; y (x) antineoplasicos, que incluyen metotrexato; y similares.

Descripcién general de los ensayos para un analito gue utilizan los presentes reactivos

Las realizaciones de la presente divulgacion tienen su aplicacién en ensayos para la determinacion de un analito. En
general, en tales ensayos, los reactivos comprenden, entre otros, una pareja de enlace para el analito. Una muestra
sospechosa de contener un analito se combina en un medio de ensayo con una pareja de enlace para el analito. Se
realiza una determinacién del grado de enlace entre el analito y la pareja de enlace para el analito. Un reactivo
guimioluminiscente, de acuerdo con la presente divulgacion, se emplea como reactivo marcador en la deteccion de
este caso de enlace. El ensayo se puede realizar sin separacion (homogéneo) o con separacion (heterogéneo) de
cualquiera de los componentes o productos de ensayo. Los ensayos heterogéneos normalmente implican una o mas
etapas de separacion y pueden ser competitivos 0 no competitivos.

Algunos ensayos conocidos utilizan un sistema de produccion de sefiales (sps) que emplea un reactivo
quimioluminiscente particulado, que tiene un quelato metalico asociado a un soporte y tiene al menos un primer y
segundo elementos de sps. La designacién "primer" y "segundo" es completamente arbitraria y no pretende sugerir
ningun orden o clasificacion entre los elementos de sps ni ninglin orden de adicion de los elementos de sps en los
presentes métodos. Los elementos de sps pueden estar relacionados por que la activacién de un elemento del sps
produce un producto, tal como, por ejemplo, luz, que da como resultado una activacion de otro elemento del sps. En
algunas realizaciones de ensayos conocidos, los elementos de sps comprenden un sensibilizador y una composicion
guimioluminiscente en los que la activacion del sensibilizador da como resultado un producto que activa la
composicion quimioluminiscente. El segundo elemento de sps normalmente genera una sefial detectable que se
refiere a la cantidad de elemento de sps enlazado y/o no enlazado, es decir, la cantidad de elemento de sps
enlazado o no enlazado al analito que se detecta 0 a un agente que refleja la cantidad del analito a detectar. De
acuerdo con la presente divulgacion, el reactivo quimioluminiscente no particulado, de acuerdo con la presente
divulgacion y descrito anteriormente, puede emplearse en lugar del reactivo quimioluminiscente particulado de los
métodos conocidos.

En algunas realizaciones de métodos de acuerdo con la presente divulgacion, el primer elemento de sps es un
sensibilizador, tal como, por ejemplo, un fotosensibilizador, y el segundo elemento de sps es el reactivo
qguimioluminiscente no particulado de la presente divulgacion que se activa como resultado de la activacion del
primer elemento de sps. El sensibilizador puede ser cualquier resto que, con la activacion, produzca un producto que
active el reactivo quimioluminiscente, que, a su vez, genere una sefial detectable. En muchas realizaciones, el
sensibilizador es capaz de generar oxigeno de singlete con la activacion.

En algunas realizaciones, el sensibilizador es un fotosensibilizador para la generacion de oxigeno de singlete
normalmente mediante excitacién con luz. El fotosensibilizador puede ser fotoactivable (por ejemplo, colorantes y
compuestos aromaticos) o quimioactivados (por ejemplo, enzimas y sales metalicas). Cuando se excita mediante
luz, el fotosensibilizador normalmente es un compuesto formado de &atomos enlazados covalentemente,
normalmente con mdltiples enlaces dobles o triples conjugados. El compuesto debe absorber luz en el intervalo de
longitud de onda de aproximadamente 200 a aproximadamente 1.100 nm, o de aproximadamente 300 a
aproximadamente 1.000 nm, o de aproximadamente 450 a aproximadamente 950 nm, con un coeficiente de
extincién en su absorbancia maxima mayor de aproximadamente 500 M* cm, o de al menos aproximadamente
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5.000 Mt cm, o de al menos aproximadamente 50.000 M1 cm™ en la longitud de onda de excitacion. Los
fotosensibilizadores que deben excitarse mediante luz seran relativamente fotoestables y no reaccionaran
eficazmente con el oxigeno de singlete. Varias caracteristicas estructurales estan presentes en la mayoria de los
fotosensibilizadores utiles. La mayoria de los fotosensibilizadores tienen al menos uno y frecuentemente tres o mas
enlaces dobles o triples conjugados mantenidos en una estructura rigida, frecuentemente aromatica. El
fotosensibilizador normalmente contiene al menos un grupo que acelera el cruce entre sistemas, tal como un grupo
carbonilo o imina, o un atomo pesado seleccionado entre las filas 3-6 de la tabla periddica, especialmente yoduro o
bromuro, o estos pueden tener estructuras aromaticas prolongadas. Los fotosensibilizadores tipicos incluyen
acetona, benzofenona, 9-tioxantona, eosina, 9,10-dibromoantraceno, azul de metileno, metalo-porfirinas, tales como
hematoporfirina, ftalocianinas, clorofilas, rosa de bengala, buckminsterfullereno, etc. y derivados de estos
compuestos que tienen sustitutos de 1 a 50 atomos para hacer que tales compuestos sean mas lip6filos o mas
hidréfilos y/o como grupos de unién para la unién, por ejemplo, a un elemento de sps o un elemento de sbp.

Los fotosensibilizadores Utiles en los métodos anteriores incluyen otras sustancias y composiciones que pueden
producir oxigeno de singlete con o, menos preferentemente, sin activacion mediante una fuente de luz externa. Por
tanto, por ejemplo, se ha mostrado que las sales de molibdato y la cloroperoxidasa y la mieloperoxidasa mas los
iones de bromuro o cloruro (Kanofsky, J. Biol. Chem. (1983) 259 5596) catalizan la conversiéon del peréxido de
hidrégeno al oxigeno de singlete y agua. También se incluyen dentro del alcance de los fotosensibilizadores los
compuestos que no son verdaderos sensibilizadores, pero que, con la excitacion mediante calor, luz o activacion
quimica, liberara una molécula de oxigeno de singlete. Los mejores elementos conocidos de esta clase de
compuestos incluyen los endoperoxidos, tales como endoperoxido de 1,4-biscarboxietil-1,4-naftaleno, 9,10-
difenilantraceno-9,10-endoperéxido y 5,6,11,12-tetrafenil naftaleno 5,12-endoperdxido. El calentamiento o la
absorcion directa de luz por estos compuestos libera oxigeno de singlete. Los ejemplos de otros fotosensibilizadores
que pueden utilizarse son aquellos expuestos en las patentes estadounidenses n.°© 5.340.716 y 6.251.581.

En una realizacion particular, la presente invencion tiene aplicacion en el inmunoensayo de luminiscencia inducida al
que se hace referencia en la patente estadounidense n.° 5.340.716 (Ullman) titulada "Assay Method Utilizing
Photoactivated Chemiluminescent Label" ("ensayo de luminiscencia inducida"). En un enfoque de acuerdo con la
presente divulgacion, el ensayo usa una particula que incorpora un fotosensibilizador y un reactivo
quimioluminiscente no particulado, tal como se ha descrito anteriormente. La pareja de enlace para un analito del
presente reactivo quimioluminiscente se enlaza con un analito para formar un complejo o se enlaza a un segundo
elemento de sbp para formar un complejo, en relacién con la presencia del analito. Si el analito esta presente, el
fotosensibilizador y el compuesto quimioluminiscente entran en estrecha proximidad en virtud del enlace, al analito,
de la pareja de enlace para el analito en la particula de fotosensibilizador y la pareja de enlace para el analito que es
parte del reactivo quimioluminiscente no particulado de acuerdo con la presente divulgacion. El fotosensibilizador
genera oxigeno de singlete y activa el reactivo quimioluminiscente no particulado cuando los dos marcadores estan
en estrecha proximidad. El reactivo quimioluminiscente activado produce posteriormente luz. La cantidad de luz
producida se refiere a la cantidad del complejo formado, que, a su vez, se refiere a la cantidad de analito presente.

En algunas realizaciones del ensayo de luminiscencia inducida, se emplea una particula de fotosensibilizador que se
conjuga para la avidina. También se emplea una pareja de enlace biotinilada para un analito. Un reactivo
guimioluminiscente no particulado, de acuerdo con la presente divulgacion, se emplea como parte del sistema de
deteccién. El medio de reaccién se incuba para permitir que las particulas de fotosensibilizador se enlacen con la
pareja de enlace biotinilada para el analito en virtud del enlace entre la avidina y la biotina y también para permitir
que se enlacen la pareja de enlace para el analito que es parte del reactivo de fotosensibilizador y la pareja de
enlace para el analito que es parte del reactivo quimioluminiscente no particulado de acuerdo con la presente
divulgacion al analito. A continuacion, el medio se irradia con luz para excitar el fotosensibilizador, que es capaz, en
su estado excitado, de activar el oxigeno hasta un estado de singlete. Debido a que el reactivo quimioluminiscente
esta ahora en estrecha proximidad al fotosensibilizador en virtud de la presencia del analito, este esta activado por el
oxigeno de singlete y emite luminiscencia. A continuacion, el medio se examina en cuanto a la presencia y/o la
cantidad de luminiscencia o luz emitida, refiriéndose la presencia de la misma a la presencia y/o cantidad del analito.

La muestra a analizar es una que es sospechosa de contener un analito. Las muestras son preferentemente de
seres humanos o animales e incluyen fluidos biolégicos, tales como sangre entera, suero, plasma, esputo, fluido
linfatico, semen, moco vaginal, heces, orina, fluido espinal, saliva, deposiciones, fluido cefalorraquideo, lagrimas,
mocos y similares; tejidos biolégicos, tales como cabello, piel, secciones o tejidos extirpados de 6rganos u otras
partes del cuerpo; y asi sucesivamente. En muchos casos, la muestra es sangre entera, plasma o suero.

La muestra puede prepararse en cualquier medio conveniente. De manera conveniente, la muestra puede
prepararse en un medio de ensayo, que se trata mas detalladamente en el presente documento. En algunos casos,
puede aplicarse un pretratamiento a la muestra, tal como, por ejemplo, para lizar glébulos rojos y similares. Tal
pretratamiento normalmente se realiza en un medio que no interfiere posteriormente con un ensayo. Para el
tratamiento se prefiere un medio acuoso.
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Tal como anteriormente se ha discutido brevemente, los ensayos se llevan a cabo normalmente en un medio
tamponado acuoso a un pH moderado, que, en general, proporciona una sensibilidad de ensayo 6ptima. El medio
acuoso puede ser Unicamente agua o puede incluir del 0,1 a aproximadamente el 40 por ciento en volumen de un
codisolvente. El pH para el medio normalmente estara en el intervalo de aproximadamente 4 a aproximadamente 11,
mas normalmente en el intervalo de aproximadamente 5 a aproximadamente 10 y preferentemente en el intervalo de
aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9,5. El pH normalmente sera un compromiso entre el enlace 6ptimo de los
elementos de enlace de cualquier par de enlace especifico, el pH éptimo para otros reactivos del ensayo, tales como
los elementos del sistema de produccion de sefiales, y asi sucesivamente. Pueden usarse diversos tampones para
lograr el pH deseado y mantener el pH durante la determinacién. Los tampones ilustrativos incluyen borato, fosfato,
carbonato, tris, barbital, PIPES, HEPES, MES, ACES, MOPS, BICINE y similares. El tampén particular empleado no
es critico, pero en un ensayo individual se puede preferir un tampo6n u otro.

Pueden emplearse diversos materiales auxiliares en los métodos anteriores. Por ejemplo, ademas de los tampones,
el medio puede comprender estabilizantes para el medio y para los reactivos empleados. En algunas realizaciones,
ademas de estos aditivos, pueden incluirse proteinas, tales como albuminas; disolventes organicos, tales como
formamida; sales de amonio cuaternario; polianiones, tales como sulfato de dextrano; potenciadores de enlace, por
ejemplo, polialquilenglicoles; polisacaridos, tales como dextrano, trehalosa o similares. EI medio también puede
comprender agentes para la prevencion de la formacién de coagulos de sangre. Tales agentes son bien conocidos
en la técnica e incluyen, por ejemplo, EDTA, EGTA, citrato, heparina y similares. El medio también puede
comprender uno 0 mas conservantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, azida de sodio, sulfato de
neomicina, PROCLIN® 300, estreptomicina y similares. Cualquiera de los materiales anteriores, si se emplean, esta
presente en una concentracion o cantidad suficiente como para lograr el efecto o funciéon deseados.

Pueden aplicarse uno o mas periodos de incubacién al medio a uno o mas intervalos que incluyen cualquier intervalo
entre las adiciones de diversos reactivos mencionados anteriormente. El medio normalmente se incuba a una
temperatura y durante un tiempo suficiente para que se produzca el enlace de diversos componentes de los
reactivos. Las temperaturas moderadas se emplean normalmente para llevar a cabo el método y normalmente la
temperatura constante, preferentemente, la temperatura ambiente, durante el periodo de la medicion. Las
temperaturas de incubacion varian normalmente de aproximadamente 5 °C a aproximadamente 99 °C, normalmente
de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 70 °C, mas normalmente de 20 °C a aproximadamente 45 °C. El
periodo de tiempo para la incubacion es de aproximadamente 0,2 segundos a aproximadamente 24 horas, o de
aproximadamente 1 segundo a aproximadamente 6 horas, o de aproximadamente 2 segundos a aproximadamente 1
hora o de aproximadamente 1 a aproximadamente 15 minutos. El periodo de tiempo depende de la temperatura del
medio y la velocidad de enlace de diversos reactivos, que se determina mediante la constante de velocidad de
asociacion, la concentracion, la constante de enlace y la constante de velocidad de disociacion. Las temperaturas
durante las mediciones, en general, variaran de aproximadamente 10 a aproximadamente 50°C o de
aproximadamente 15 a aproximadamente 40 °C.

La concentracion del analito que puede someterse a ensayo, en general, varia de aproximadamente 10° a
aproximadamente 10" M, mas normalmente de aproximadamente 10€ a aproximadamente 10 M. Las
consideraciones, tales como si el ensayo es cualitativo, semicualitativo o cuantitativo (con respecto a la cantidad del
analito presente en la muestra), la técnica de deteccion particular y la concentracion del analito normalmente
determinan las concentraciones de los diversos reactivos.

Las concentraciones de los diversos reactivos en el medio de ensayo, en general, se determinaran mediante 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 normalmente se determina empiricamente para optimizar la sensibilidad del
ensayo durante el intervalo. Es decir, una variacion en la concentracion del analito que es de significancia debe
proporcionar una diferencia de sefial medible con precision. Las consideraciones, tales como la naturaleza del
sistema de produccion de sefales y la naturaleza de los analitos, normalmente determinan las concentraciones de
los diversos reactivos.

Tal como se ha mencionado anteriormente, la muestra y los reactivos se proporcionan en combinacion en el medio.
Aungue el orden de adicién al medio puede variar, existiran determinadas preferencias para algunas realizaciones
de los formatos de ensayo descritos en el presente documento. El orden de adicién mas sencillo, por supuesto, es
afiadir todos los materiales simultdneamente y determinar el efecto que tiene el medio de ensayo sobre la sefial
como en un ensayo homogéneo. Como alternativa, cada uno de los reactivos, o grupos de reactivos, puede
combinarse secuencialmente. En algunas realizaciones, puede estar implicada una etapa de incubacién después de
cada adicion, tal como se ha tratado anteriormente.

Tal como se ha mencionado anteriormente, las realizaciones de los ensayos mencionados anteriormente emplean
un reactivo de fotosensibilizador particulado. La particula puede estar formada de un material organico o inorgéanico,
sélido o fluido, insoluble en agua, que puede ser transparente o parcialmente transparente. Las particulas tienen, en
general, un diametro promedio de al menos aproximadamente 0,02 micrémetros y de no mas de aproximadamente
100 micrémetros. En algunas realizaciones, las particulas tienen un diametro promedio de aproximadamente 0,05
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micrometros a aproximadamente 20 micrémetros o de aproximadamente 0,3 micrometros a aproximadamente 10
micrometros. La particula puede ser organica o inorganica, hinchable o no hinchable, porosa o no porosa,
preferentemente de una densidad que se aproxima al agua, en general, de aproximadamente 0,7 g/ml a
aproximadamente 1,5g/ml y puede estar formada de un material que puede ser transparente, parcialmente
transparente u opaco. Las particulas pueden ser materiales biolégicos, tales como células y microorganismos, por
ejemplo, eritrocitos, leucocitos, linfocitos, hibridomas, estreptococos, estafilococo aureo, E. coli, virus y similares. Las
particulas también pueden ser particulas formadas de polimeros organicos e inorganicos, liposomas, particulas de
latex, particulas magnéticas 0 no magnéticas, vesiculas de fosfolipidos, quilomicrones, lipoproteinas y similares. En
algunas realizaciones, las particulas son particulas de cromo o particulas de latex.

Etapa de examinacion

En una etapa siguiente de un método de ensayo, se examina el método en cuanto a la presencia de un complejo
que comprende el analito y la pareja de enlace para el analito. La presencia y/o la cantidad del complejo indica la
presencia y/o la cantidad del analito en la muestra.

La frase "medicion de la cantidad de un analito" se refiere a la determinacién cuantitativa, semicuantitativa y
cualitativa del analito. Los métodos que son cuantitativos, semicuantitativos y cualitativos, asi como otros métodos
para la determinacion del analito, se consideran métodos de medicién de la cantidad del analito. Por ejemplo, un
método, que simplemente detecta la presencia o ausencia del analito en una muestra sospechosa de contener el
analito, se considera incluido dentro del alcance de la presente divulgacion. Los términos "deteccion" y
"determinacion”, asi como otros sinénimos comunes para la medicién, se contemplan dentro del alcance de la
presente divulgacion.

En muchas realizaciones, la examinacion del medio implica la deteccion de una sefial de un medio en el que la sefial
producida resulta de la implicacion de la composicién quimioluminiscente de acuerdo con la presente divulgacion. La
presencia y/o la cantidad de la sefial se refiere a la presencia y/o la cantidad del analito en la muestra. El modo de
deteccién particular depende de la naturaleza del sps. Tal como se ha tratado anteriormente, existen numerosos
métodos mediante los que un marcador de un sps puede producir una sefial detectable mediante medios externos.
La activaciéon de un sistema de produccién de sefiales depende de la naturaleza de los elementos del sistema de
producciéon de sefiales. En cuanto al elemento de sps que es un sensibilizador que se activa mediante luz, el
elemento de sps se irradia con luz. Se sugeriran otros métodos de activacién para aquellos expertos en la materia a
la vista de las divulgaciones en el presente documento.

Cuando se usa un fotosensibilizador, el fotosensibilizador sirve para activar el reactivo quimioluminiscente cuando se
irradia el medio que contiene los reactivos anteriores. El medio se irradia con una luz que tiene una longitud de onda
de energia suficiente como para convertir el fotosensibilizador en un estado excitado y hacer que sea capaz de
activar el oxigeno molecular a oxigeno de singlete. Cuando se enlaza a una pareja de enlace para el analito, la
concentracion del fotosensibilizador puede ser muy baja, frecuentemente de aproximadamente 10° a
aproximadamente 102M o mas baja. En general, en cuanto a las realizaciones anteriores que implican un
fotosensibilizador, el medio se irradia con una luz que tiene una longitud de onda de aproximadamente 300 a
aproximadamente 1.200 nm, o de aproximadamente 450 a aproximadamente 950 nm o de aproximadamente 550 a
aproximadamente 800 nm.

El periodo de irradiacion dependera del tiempo de vida de la composicion quimioluminiscente activada de las
realizaciones de los presentes reactivos quimioluminiscentes y la intensidad de luz y la intensidad de emisién
deseada. En cuanto a las composiciones quimioluminiscentes activadas de vida corta, el periodo puede ser menor
de un segundo, normalmente de aproximadamente un milisegundo, pero puede ser tan corto como un
microsegundo, en el que se usa una lampara ultrarrapida o laser intensos. En cuanto a las composiciones
guimioluminiscentes activadas de vida mas larga, el periodo de irradiacion puede ser mas largo y puede usarse una
fuente de luz fija menos intensa. En general, la intensidad de luz integrada durante el periodo de irradiacion debe ser
lo suficiente como para excitar al menos el 0,1 % de las moléculas de fotosensibilizador, preferentemente al menos
el 30 %, y, lo mas preferentemente, cada molécula de fotosensibilizador se excitara al menos una vez.

Un laser de helio-nedn es una fuente de luz barata para la excitacion a 632,6 nm. Los fotosensibilizadores que
absorben luz a esta longitud de onda son compatibles con la linea de emision de un laser de helio-neén y son, por lo
tanto, particularmente Utiles en los presentes métodos en los que se emplean fotosensibilizadores. Otras fuentes de
luz incluyen, por ejemplo, otros laseres, tales como argén, YAG, He/Cd y rubi; fotodiodos; lamparas de vapor de
mercurio, sodio y xendn; lamparas incandescentes, tales como tungsteno y tungsteno/halégeno; y lamparas
ultrarrapidas.

Las temperaturas durante las mediciones, en general, varian de aproximadamente 10 ° a aproximadamente 70 °C, o
de aproximadamente 20° a aproximadamente 45°C o de aproximadamente 20° a aproximadamente a
aproximadamente 25 °C. En un enfoque, las curvas convencionales se forman usando concentraciones conocidas
de los analitos a explorar. Tal como se ha tratado anteriormente, también pueden usarse los calibradores y otros
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controles.

La luminiscencia o luz producidas en cualquiera de los enfoques anteriores puede medirse visualmente,
fotograficamente, actinométricamente, espectrofotométricamente o mediante cualquier otro medio conveniente para
determinar la cantidad de las mismas, que se refiere a la cantidad de analito en el medio. La examinacion de la
presencia y/o cantidad de la sefial también incluye la deteccién de la sefial, que es, en general, simplemente una
etapa en la que se lee la sefial. La sefial se lee normalmente usando un instrumento, cuya naturaleza depende de la
naturaleza de la sefial. El instrumento puede ser un espectrofotometro, fluorémetro, espectrémetro de absorcion,
luminémetro, quimioluminémetro y similares. La presencia y la cantidad de sefial detectadas se refiere a la presencia
y la cantidad del analito presente en una muestra.

Un laser de helio-nedn es una fuente de luz barata para la excitacion a 632,6 nm. Los fotosensibilizadores que
absorben luz a esta longitud de onda son compatibles con la linea de emision de un laser de helio-nedn y son, por lo
tanto, particularmente (tiles en los presentes métodos en los que se emplean fotosensibilizadores. Otras fuentes de
luz incluyen, por ejemplo, otros laseres, tales como argén, YAG, He/Cd y rubi; fotodiodos; lamparas de vapor de
mercurio, sodio y xendn; lamparas incandescentes, tales como tungsteno y tungsteno/halégeno; y lamparas
ultrarrapidas.

Kits que comprenden reactivos para llevar a cabo los ensayos

El reactivo quimioluminiscente y otros reactivos presentes para llevar a cabo un ensayo particular pueden estar
presentes en un kit Gtil para realizar de manera conveniente un ensayo para la determinacion de un analito. En
algunas realizaciones, un kit comprende, en combinacién empaqguetada, una pareja de enlace para la biotina para el
conjugado de analito, particulas de sensibilizador de estreptavidina y un reactivo quimioluminiscente no particulado
de acuerdo con la presente divulgacion, en el que la pareja de enlace para el analito del reactivo quimioluminiscente
reconoce y se enlaza con un epitopo diferente en el analito de la pareja de enlace para el analito que es parte de la
pareja de enlace para la biotina para el conjugado de analito. El kit puede incluir ademas otros reactivos para realizar
el ensayo, cuya naturaleza depende del formato de ensayo particular.

Los reactivos pueden estar, cada uno, en recipientes separados o diversos reactivos pueden combinarse en uno o
mas recipientes, en funcion 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, tales como los elementos de sbp
adicionales, reactivos auxiliares y asi sucesivamente.

Las cantidades relativas de los diversos reactivos en los kits pueden variar ampliamente para proporcionar
concentraciones de los reactivos que optimicen sustancialmente las reacciones que necesitan producirse durante el
presente método y, ademas, optimicen sustancialmente la sensibilidad del ensayo. En circunstancias adecuadas,
pueden proporcionarse uno o mas de los reactivos en el kit como polvo seco, normalmente liofilizado, incluyendo
excipientes, que, al disolverse, proporcionaran una solucion de reactivo que tiene las concentraciones adecuadas
para realizar un método o ensayo de acuerdo con la presente divulgacion. El kit puede incluir ademas una
descripcion escrita de un método de acuerdo con la presente divulgacion, tal como se ha descrito anteriormente.

La frase "al menos", tal como se usa en el presente documento, significa que el nimero de elementos especificados
puede ser igual a o mayor que el nimero citado. La frase "aproximadamente", tal como se usa en el presente
documento, significa que el nimero citado puede diferir en mas o menos el 10 %; por ejemplo, "aproximadamente 5"
significa un intervalo de 4,5 a 5,5. Las designaciones "primer" y "segundo" se usan Unicamente para el fin de
diferenciar entre dos elementos, tales como, por ejemplo, "primer elemento de sps" y "segundo elemento de sps", y
no pretenden implicar ninguna secuencia u orden o importancia para un elemento sobre otro.

Ejemplos
Materiales:

El ensayo se llevo a cabo usando el analizador DIMENSION® RxL, disponible a través de Siemens Healthcare
Diagnostics Inc., Newark DE. Se emple6 el instrumento usando la tecnologia de inmunoensayos de luminiscencia
inducida y se equipé con un lector adecuado.

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se adquirieron a través de Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI) y se
usaron como se recibieron, a menos que mencione lo contrario. El BHHCT se sintetiz6 tal como ha descrito Yuan J.
y Matsumoto K. (Anal. Biochem. 1998, 70: 596-601). El anticuerpo anti-TSH, un anticuerpo monoclonal, se prepard
mediante técnicas de hibridacién de células somaticas; véase, por ejemplo, Kdhler y Milstein, Nature 265:495-497,
1975.
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La pureza de las muestras se analiz6 mediante una cromatografia de capa fina (TLC) analitica realizada en placas
con respaldo de vidrio de gel de silice GF de Analtech Uniplate (0,25 mm) usando el disolvente especificado. Los
puntos de la TLC se visualizaron mediante luz ultravioleta (longitud de onda corta y/o larga) y/o vapores de yodo. Se
llevd a cabo una cromatografia en columna ultrarrapida usando gel de silice de Whatman de 60 A (malla 230-400).
Los espectros de RMN !H se registraron en un espectrometro Bruker Ultrashiel™-400 (400 MHz). Los
desplazamientos quimicos se indican en partes por millon (ppm, 8) con respecto al tetrametilsilano como referencia
interna. Las abreviaturas de RMN usadas son s (singlete), d (doblete), m (multiplete) y t (triplete).

Preparacién del Compuesto Il (Figura 1): Se afiadieron anilina de n-metilo (1) (25 g, 233,3 mmol) y 5-bromo-valerato
de etilo (259, 119,6 mmol) en un matraz de fondo redondo de 100 ml. El contenido del matraz se calenté con
agitacion a 100 °C durante 16 horas. La mezcla de reaccion se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se vertié
en acetato de etilo (50 ml). La solucién de acetato de etilo se lavd con el 20 % de hidréxido de sodio (3 x 50 ml); la
solucién de hidréxido de sodio combinada se extrajo de nuevo una vez con acetato de etilo (25 ml) y la solucion
acuosa de hidroxido de sodio restante se desechd. El extracto de acetato de etilo combinado se lavo con agua
(10 ml) y se secO sobre MgSOa. La solucion de acetato de etilo transparente se concentr6 hasta secarse en un
evaporador giratorio. El aceite residual asi obtenido se purific6 mediante destilacion a alto vacio (130-134 °C,
0,5 mm de Hg) para producir 21 g de un Compuesto Il liquido incoloro. RMN *H (CDCls) &: 7,18 (m, 2H), 6,68 (m, 3
H), 4,2 (c, J = 8,0 Hz, 2H), 3,36 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 2,92 (s, 3H), 2,33 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 1,64 (m, 4H), 1,24 (t, J =
8,0 Hz, 3H).

Preparacién del Compuesto Il (Figura 1): Se afiadié oxicloruro de fosforo (POCIs; 5 g, 33 mmol) gota a gota durante
un periodo de 10 minutos, a través de un embudo de goteo, a formamida de N,N-dimetilo (DMF; 8,8 g, 120 mmol)
agitada a 0-4 °C. Después de 10 minutos a 0-4 °C, se afiadié rapidamente el Compuesto 1l (3,7 g, 15,96 mmol) en
una porcion. El vial usado para el Compuesto Il se aclaré con 1 ml de DMF y la solucién de DMF se afiadi6 a la
mezcla de reaccién agitada, que se calent6é con agitacion a 100 °C durante 1 hora. La mezcla de reaccion se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente y se vertié lentamente en una mezcla de agua con hielo. La fase acuosa se
neutralizé con el 20 % de hidréxido de sodio y se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 ml). La solucién de acetato de
etilo combinada se lavd con agua (20 ml) y se sec6 sobre MgSOa. La solucién orgéanica se concentrd hasta secarse
a presion reducida. El residuo oleoso resultante se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida usando
acetato de etilo/diclorometano (9/1; v/v) para dar 2,46 g del Compuesto Illl. RMN *H (CDCls) &: 9,72 (s, 1H), 7,18 (d, J
= 8,0 Hz, 2H), 6,68 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 4,22 (c, J = 8,0 Hz, 2H), 3,40 (m, 2H), 3,05 (s, 3H), 2,35 (t, J = 8,0 Hz, 2H),
1,65 (m, 4H), 1,25 (t, J = 8,0 Hz, 3H).

Preparacién del Compuesto IV (Figura 1): Se afiadi6 cianuro de potasio (1,0 g, 15,3 mmol) a una soluciéon del
Compuesto 1l (2,46 g, 9,34 mmol) en 15 ml del 60 % de etanol agitada en una atmdsfera de nitrégeno. La mezcla se
calent6 a reflujo durante 15 minutos. El benzaldehido (1,05 g) disuelto en 10 ml de etanol se afiadi6 a la mezcla de
reaccion a reflujo durante un periodo de 45 minutos. Después de 15 minutos, la mezcla de reaccion enfriada se
vertié en acetato de etilo (30 ml). La fase acuosa se separ0 y se extrajo de nuevo con acetato de etilo (3 x 30 ml). La
solucion de acetato de etilo combinada se sec6 sobre MgSOa y la solucién transparente se concentro hasta secarse
a presion reducida. La mezcla de reaccion en bruto se disolvié en 10 ml de etanol seco, se mezclé con 0,25 ml de
cloruro de trimetilsililo y se agité durante 16 h a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se vertié en una
mezcla de bicarbonato de sodio saturado (120 ml) y diclorometano (30 ml). La fase acuosa se separ0 y se extrajo
con diclorometano (2 x 30 ml). La fase organica combinada se lavé con bicarbonato de sodio saturado (60 ml) y se
secO sobre MgSOa. La solucién organica se concentr6 hasta secarse a presion reducida. El residuo oleoso
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida usando acetato de etilo/hexano (1/5; v/v) para
dar 196 mg del Compuesto IV. RMN 'H (CDCls) &: 7,84 (d, J = 8 Hz, 2H), 7,34 (m, 5H), 6,54 (d, J = 8 Hz, 2H), 5,86
(d, J = 4 Hz, 1H), 4,86 (d, J = 4 Hz, 1H), 4,14 (c, J = 8,0 Hz, 2H), 3,38 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 3,00 (s, 3H), 2,34 (t, J =
8,0 Hz, 2H), 1,64 (m, 4H), 1,25 (t, J = 8,0 Hz, 3H).

Preparacién del Compuesto V (Figura 1): Una solucion agitada del Compuesto IV (176 mg, 0,476 mmol) en 8 ml de
tolueno seco se mezcldé con tioetanol (0,28 ml, 312 mg, 4,0 mmol) y cloruro de trimetilsillo (0,51 ml, 436 mg,
4,0 mmol). Después del calentamiento a reflujo durante 24 h, en nitrégeno, la mezcla de reaccion enfriada se vertié
en bicarbonato de sodio saturado (15 ml). La fase organica se separ6 y se lavé con bicarbonato de sodio saturado
(10 ml). La fase acuosa combinada se extrajo de nuevo con diclorometano (3 x 30 ml) y el extracto de diclorometano
se lavd con agua (20 ml). La solucién de diclorometano combinada se secé sobre MgSOas, se filtré y se concentrd
hasta secarse. El residuo oleoso se purific6 mediante cromatografia de capa fina preparativa usando acetato de
etilo/diclorometano (5/95; v/v) para dar 93 mg del Compuesto V. RMN 'H (CDCls) &: 7,20-7,04 (m, 7H), 6,50 (d, J =
8,0 Hz, 2 H), 4,48 (m, 2H), 4,12 (c, J = 8,0 Hz, 2H), 3,28 (m, 2H), 3,20 (m, 2H), 2,87 (s, 3H), 2,32 (t, J = 8,0 Hz, 2H),
1,60 (m, 4H), 1,25 (t, J = 8,0 Hz, 3H).

Preparacién del Compuesto VI (Figura 1): Se afiadi6é hidréxido de sodio (30 mg, 0,75 mmol) a una solucién agitada
del Compuesto V (28 mg, 0,068 mmol) en MeOH (1 ml)-THF (2 ml)-agua (0,5 ml). La mezcla de reaccion se agité a
temperatura ambiente durante 4 h cuando el analisis de TLC mostr6 la ausencia de cualquier producto de partida. La
mezcla de reaccion se mezclé con 1,5 ml de agua y el pH se ajust6 a 3,0 mediante una adicién lenta de HCL 1 N. La
mezcla de reaccion se evaporo hasta secarse al vacio. El residuo oleoso se disolvié en diclorometano (50 ml) y se
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lavé con 10 ml de agua. La solucion organica transparente se secO sobre MgSQa, se filtré y se concentré hasta
secarse para dar 23,6 mg del Compuesto VI. FAB-MS (modo negativo) m/z: 382 [(M-H)-, 100); RMN 'H (CD30D) &:
7,15-7,09 (m, 7H), 6,81 (d, J = 8,0 Hz, 2 H), 4,47 (m, 2H), 3,35 (m, 2H), 3,22 (m, 2H), 2,97 (s, 3H), 2,31 (t, J = 8,0 Hz,
2H), 1,58 (m, 4H).

Sintesis de carboxilato de tioxeno acoplado a BSA: El carboxilato de tioxeno VI (12,2 mg; 32 mmol) se disolvié en
0,5 ml de DMF. La mezcla se mezclo con una solucion de DMF de 0,1 ml de N-hidroxisuccinimida (NHS) (16 mg;
140 mmol) y una solucién de DMF de 0,1 ml de carbodiimida de diciclohexilo (16 mg; 79 mmol). Después de la
agitacion durante 16 h a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion organica se afadié lentamente a una solucion
de 5 ml de albumina de suero bovino (BSA) (55 mg; 0,82 mmol) en fosfato de sodio 100 mM-cloruro de europio
0,2mM, a pH 7,60. Después de 4 h, el sélido precipitado se separ6 mediante centrifugacién y se desechd. La
solucién transparente se hizo pasar a través de una columna Sephadex G25 (2,6 x 30 cm) equilibrada y eluida con
bicarbonato de sodio 100 mM-cloruro de europio 0,2 mM, a pH 8,20. Las fracciones que contenian proteinas se
combinaron. El BSA-tioxeno, obtenido de este modo, se calcul6é que incorporaba 31 residuos de tioxeno por mol de
la proteina utilizando un coeficiente de extincion de 1,33x10* mol* cm a 330 nm.

Preparacién de BSA-tioxeno activado: Una solucion de 12 ml de BSA-tioxeno (2 mg/ml de proteina; 0,36 mmol) se
mezclé con 1,2 ml de una solucién de 10 mg/ml de sulfoSMPB ([4-[-maleimidofenil]butirato] de sulfosuccinimidilo);
26,2 mmol). Después de 3 h a temperatura ambiente, la solucién de proteina se separd del exceso de reactivos
mediante su paso a través de una columna Sephadex G25 (2,6x30 cm) equilibrada y eluida con fosfato de sodio
100 mM-cloruro de europio 200 uM, a pH 6,0.

Preparacién de 1gG-BSA-tioxeno: El acoplamiento del BSA-tioxeno activado de lo anterior con anticuerpo reducido
se llevo a cabo mediante la mezcla de una solucion de 3,0 ml de anticuerpo anti-TSH (denominado "IgG" en el
conjugado anterior) con 0,33 ml de una solucién 100 mM de ditiotreitol en fosfato de sodio 100 mM-EDTA 5,0 mM, a
pH 6,0. Después del calentamiento a 37 °C durante una hora, la solucion de proteina se hizo pasar a través de una
columna Sephadex G25 (1,6x30 cm) equilibrada y eluida con fosfato de sodio 100 mM-cloruro de europio 200 uM, a
pH 6,0. El anticuerpo reducido se calculé que contenia 7,2 mol de sulfihidrilos libres por mol de la proteina. Una
solucion de 7,3 ml de este anticuerpo reducido que contenia 19 mg de proteina (136 umol) se mezclé con 28 ml de
BSA-tioxeno activado que contenia 31 mg de proteina (463 umol) y la mezcla de reaccion se concentrd hasta 3 ml,
después de ajustar el pH a 7,0. Después de 16 h a 4 °C, la mezcla de reaccion se inactivé con 50 pl de una solucién
acuosa de 20 mg/ml de N-etilmaleimida. La solucién de proteina se purificé después mediante filtracion en gel sobre
una columna AcA-34 (1,6x70 cm) equilibrada y eluida con Hepes 50 mM-NaCl 300 mM-0,2 % de polietilenglicol
(PEG8000)-cloruro de europio 0,2 mM, a pH 8,0. Las fracciones, que corresponden al primer pico de proteina eluido
de la columna, se agruparon y se almacenaron en presencia de 0,25 mg/ml de sulfato de neomicina.

Reaccion de 1gG-BSA-tioxeno con BHHCT: Una solucién de 5 ml del IgG-BSA-tioxeno de lo anterior, que contenia
aproximadamente 1 mg/ml de proteina, se mezcldé con una solucién de DMF de 0,5 ml de BHHCT que contenia
4,5 mg de BHHCT. La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 h y se centrifugé a 3.000 rpm
durante 10 min y la solucién transparente se hizo pasar a través de una columna Sephadex G50 (2,6x30 cm)
equilibrada y eluida con Hepes 50 mM-NaCl 300 mM-0,2 % de polietilenglicol (PEG8000)-cloruro de europio 0,2 mM,
a pH 8,0. Las fracciones que contenian proteina se agruparon y se almacenaron en presencia de 0,25 mg/ml de
sulfato de neomicina para dar IgG-BSA-(tioxeno)(BHHCT).

Ensayo que utiliza 1gG-BSA-(tioxeno)(BHHCT): El IgG-BSA-(tioxeno)-(BHHCT) de lo anterior se diluyé a 1:100 en un
tampon de HEPES 50 mM que contenia el 0,2 % de PEG8000, 2 mg/ml de BSA, EuClz 50 uM, DPP 1, 0,15 % de
PROCLIN300® y 0,2 mg/ml de sulfato e neomicina. De esta manera, el BHHCT del reactivo anterior formo
Eu(BHHCT)2DPP in situ. El contenido de los pocillos 5-8 de un FLEX® de TSH de Dimension Vista® (n.° de cat
K6412, lote 06229AB) se retird y los pocillos se aclararon con agua desionizada y se recargaron con el reactivo
diluido (IgG-BSA-(tioxeno)-(Eu(BHHCT).DPP) de lo anterior. Los pocillos que contenian anticuerpo anti-TSH
biotinilado (R1, pocillos 1-4) y las perlas sensibilizadoras de estreptavidina (perlas de fotosensibilizador) (R3, pocillos
9-12) se dejaron intactos. El calibrador LOCI® 1 de 6 niveles (n.° de cat KC660, lote 6BD036) se ensayo en un
VISTA® usando este FLEX® y los parametros de método de TSH de VISTA® (soporte l4gico 2.0 de VISTA®). La
curva de calibracion se muestra en la Figura 2, en la que krecuentos es kilorecuentos y TSH es hormona estimulante
de la tiroides. La separacion en la sefial de LOCI® fue de 2,2 veces entre el nivel By Ay 101 veces entre el nivel Fy
A. EIN =3 % de CV en el recorrido varié del 1,1 % al 6,3 % para los calibradores B a F. Los resultados se muestran
en la Figura 3.

El FLEX® con el 1:100 diluido (IgG-BSA-(tioxeno)-(Eu(BHHCT).DPP) se almacené a 2-8°C y se ensay0
periédicamente usando el calibrador LOCI® 1. Durante un periodo de 16 dias, la sefial de LOCI® para todos los
calibradores no de cero (B a F) fue el 10 % del valor del dia 0. Los resultados se muestran en las Figuras 4 y 5.
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REIVINDICACIONES

1. Un reactivo quimioluminiscente para la determinacion de la presencia y/o cantidad de un analito en una muestra
sospechosa de contener el analito, siendo el reactivo no particulado, soluble en un medio acuoso, y que comprende
una pareja de enlace para el analito enlazada covalente o no covalentemente con una composicion
guimioluminiscente que comprende un compuesto olefinico y un quelato metdlico en el que

el compuesto olefinico es

- un derivado de carboxilo de tioxenos y en el que

el metal del quelato metdlico es

- europio, terbio, disprosio o samario y en el que

el quelato del quelato metélico es

- 4,4-bis(1,"1",1",2",2",3",3"-heptafluoro-4",6"-hexanodion-6"-il)-clorosulfo-o-terfenilo.

2. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicaciéon 1, en el que la pareja de enlace para el analito se enlaza
covalentemente con la composicion quimioluminiscente mediante un enlace o un grupo de union.

3. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicaciéon 2, en el que la pareja de enlace para el analito se enlaza
covalentemente con la composicién quimioluminiscente mediante un grupo de union y en el que el grupo de unién
comprende una macromolécula hidréfila.

4. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 3, en el que el compuesto olefinico y el quelato metalico se
unen a la misma molécula del grupo de unién al que se enlaza covalentemente la pareja de enlace para el analito.

5. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 3, en el que el compuesto olefinico y el quelato metalico se
unen a moléculas separadas del grupo de unién al que se enlaza covalentemente la pareja de enlace para el analito
y en el que el grupo de unién puede ser el mismo o diferente.

6. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 3, en el que la macromolécula hidréfila se selecciona entre
el grupo que consiste en polipéptidos, dendrimeros, policarboxilatos, poliaminas, polisulfihidrilos y polietilenglicoles.

7. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 1, en el que la pareja de enlace para el analito se enlaza no
covalentemente con la composicién quimioluminiscente mediante un par de enlace especifico en el que un elemento
del par de enlace especifico se une a la pareja de enlace para

el analito y el otro elemento del par de enlace especifico se une a la composiciéon quimioluminiscente mediante un
grupo de unién o enlace.

8. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 7, en el que la pareja de enlace para el analito se enlaza no
covalentemente a la composicion quimioluminiscente mediante un par de enlace especifico en el que un elemento
del par de enlace especifico se une a la pareja de enlace para el analito y el otro elemento del par de enlace
especifico se une a la composicién quimioluminiscente mediante un grupo de unién en el que el grupo de union es
una proteina.

9. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto olefinico y el quelato metalico se
unen a la misma molécula del grupo de unién al que se enlaza no covalentemente la pareja de enlace para el
analito.

10. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacion 8, en el que el compuesto olefinico y el quelato metalico se
unen a moléculas separadas del grupo de unién al que se enlaza no covalentemente la pareja de enlace para el
analito y en el que el grupo de union puede ser el mismo o diferente.

11. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacién 3, en el que la macromolécula hidréfila es una proteina.

12. El reactivo quimioluminiscente segln la reivindicacién 7, en el que el par de enlace especifico se selecciona
entre el grupo que consiste en (i) una molécula pequefia y una pareja de enlace para la molécula pequefia y (ii) una
molécula grande y una pareja de enlace para la molécula grande.
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13. El reactivo quimioluminiscente segun la reivindicacién 1, en el que el metal es europio.

14. Un método para la determinacion de la presencia y/o cantidad de un analito en una muestra sospechosa de
contener el analito, comprendiendo el método:

(a) proporcionar, en combinacién, en un medio:
(i) la muestra,

(i) un reactivo quimioluminiscente en el que el reactivo es no particulado, soluble en un medio acuoso, y que
comprende una pareja de enlace para el analito enlazada covalente o no covalentemente con una
composicion quimioluminiscente que comprende un compuesto olefinico y un quelato metalico en el que el
compuesto olefinico se selecciona entre el grupo que consiste en

- tioxenos, dioxenos, éteres de enol, enaminas, 9-alquilidenxantanos, 9-alquiliden-N-alquilacridanos,
éteres de arilvinilo, arilimidazoles y lucigenina y en el que

el metal del quelato metalico se selecciona entre el grupo que consiste en
- europio, terbio, disprosio, samario, osmio y rutenio y en el que
el quelato del quelato metdlico se selecciona entre el grupo que consiste en

- 2-(1,1",1",2,2",3",3-heptafluoro-4’,6’-hexanodion-6-il)-naftaleno, 4,4'-bis(2",3",3"-heptafluroro-4",6"-
hexano-dion-6"-il)-o--terfenilo, 4,4’-bis(1,"1",1",2",2",3",3"-heptafluoro-4",6"-hexanodion-6"-il)-clorosulfo-o-
terfenilo, fenantrolina, acido carboxilico de fenantrolina, 4,7-difenil-1,10-fenantrolina, 3-(2-tieno-il,1,1,1-
trifluoroacetona, tiofentrifluorobutano-diona, 3-naftoil-1,1,1-trifluoroacetona, natftiltrifluorobutanodiona,
Oxido de fosfina de trioctilo, 6xido de fosfina de trifenilo, 3-benzoil-1,1,1-trifluoroacetona, 2,2-dimetil-4-
perfluorobutinoil-3-butanona, 2,2'-dipiridilo, acido salicilico, acido bipiridilcarboxilico, éteres con corona
aza, 6xido de trioctilfosfina y criptandos aza, y combinaciones de los mismos, y

(iii) un reactivo de sensibilizador capaz de generar oxigeno de singlete,

(b) someter la combinacién a condiciones para el enlace del analito con el elemento de par de enlace especifico
para el analito, y

(c) activar el sensibilizador y detectar la cantidad de luminiscencia generada por la composicion
quimioluminiscente, refiriéndose la cantidad de luminiscencia a la cantidad del analito en la muestra.

15. El método segun la reivindicacién 14, en el que la pareja de enlace para el analito se enlaza covalentemente con
la composicién quimioluminiscente mediante un grupo de union y en el que el grupo de unién comprende una
macromolécula hidrdfila.

16. El método segun la reivindicacion 14, en el que la pareja de enlace para el analito se enlaza no covalentemente
con la composicion quimioluminiscente mediante un par de enlace especifico en el que

un elemento del par de enlace especifico se une a la pareja de enlace para el analito y el otro elemento del par de
enlace especifico se une a la composicion quimioluminiscente mediante un grupo de unién en el que el grupo de
unién comprende una macromolécula hidrdfila.

17. El método de la reivindicacion 14, en el que una pareja de enlace para el analito se asocia al reactivo de
sensibilizador y el reactivo de sensibilizador comprende una particula.

18. El uso de un reactivo quimioluminiscente, en el que el reactivo es no particulado, soluble en un medio acuoso, y
gue comprende una pareja de enlace para el analito enlazada covalente o no covalentemente con una composicion
qguimioluminiscente que comprende un compuesto olefinico y un quelato metalico en el que el compuesto olefinico se
selecciona entre el grupo que consiste en

- tioxenos, dioxenos, éteres de enol, enaminas, 9-alquilidenxantanos, 9-alquiliden-N-alquilacridanos, éteres de aril
vinilo, arilimidazoles y lucigenina y en el que

el metal del quelato metdlico se selecciona entre el grupo que consiste en
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- europio, terbio, disprosio, samario, osmio y rutenio y en el que
el quelato del quelato metalico se selecciona entre el grupo que consiste en

- 2-(1',1,1°,2",2",3',3-heptafluoro-4’,6’-hexanodion-6'-il)-naftaleno, 4,4’-bis(2",3",3"-heptafluroro-4",6"-hexano-dion-6"-
il)-o--terfenilo, 4,4'-bis(1,"1",1",2",2",3",3"-heptafluoro-4",6"-hexanodion-6"-il)-clorosulfo-o-terfenilo, fenantrolina, acido
carboxilico de fenantrolina, 4,7-difenil-1,10-fenantrolina, 3-(2-tienoilo, 1,1,1-trifluoroacetona, tiofentrifluorobutano-
diona, 3-naftoil-1,1,1-trifluoroacetona, naftiltrifluorobutanodiona, 6xido de fosfina de trioctilo, 6xido de fosfina de
trifenilo, 3-benzoil-1,1,1-trifluoroacetona, 2,2-dimetil-4-perfluorobutinoil-3-butanona, 2,2'-dipiridilo, acido salicilico,
acido bipiridilcarboxilico, éteres con corona aza, 6xido de trioctilfosfina y criptandos aza, y combinaciones de los
mismos

en un método de la reivindicacion 14.

19. Un kit que comprende, en combinacién empaquetada, una pareja de enlace para la biotina para un conjugado de
analito, particulas de sensibilizador de estreptavidina y un reactivo quimioluminiscente no particulado en el que el
reactivo es no particulado, soluble en un medio acuoso, y que comprende una pareja de enlace para el analito
enlazada covalente o no covalentemente con una composicion quimioluminiscente que comprende un compuesto
olefinico y un quelato metalico en el que el compuesto olefinico se selecciona entre el grupo que consiste en

- tioxenos, dioxenos, éteres de enol, enaminas, 9-alquilidenxantanos, 9-alquiliden-N-alquilacridanos, éteres de aril
vinilo, arilimidazoles y lucigenina y en el que

el metal del quelato metdlico se selecciona entre el grupo que consiste en
- europio, terbio, disprosio, samario, osmio y rutenio y en el que
el quelato del quelato metdlico se selecciona entre el grupo que consiste en

- 2-(1',1,1°,2",2",3',3-heptafluoro-4’,6’-hexanodion-6'-il)-naftaleno, 4,4’-bis(2",3",3"-heptafluroro-4",6"-hexano-dion-6"-
il)-o--terfenilo, 4,4’-bis(1,"1",",2",2",3",3"-heptafluoro-4",6"-hexanodion-6"-il)-clorosulfo-o-terfenilo, fenantrolina, acido
carboxilico de fenantrolina, 4,7-difenil-1,10-fenantrolina, 3-(2-tienoilo, 1,1,1-trifluoroacetona, tiofentrifluorobutano-
diona, 3-naftoil-1,1,1-trifluoroacetona, naftiltrifluorobutanodiona, éxido de fosfina de trioctilo, 6xido de fosfina de
trifenilo, 3-benzoil-1,1,1-trifluoroacetona, 2,2-dimetil-4-perfluorobutinoil-3-butanona, 2,2'-dipiridilo, acido salicilico,
acido bipiridilcarboxilico, éteres con corona aza, 6xido de trioctilfosfina y criptandos aza, y combinaciones de los
mismos,

en el que la pareja de enlace para el analito del reactivo quimioluminiscente reconoce y se enlaza con un epitopo
diferente en el analito de la pareja de enlace para el analito que es parte de la pareja de enlace para la biotina para
el conjugado de analito.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3

ID de muestra |krecuentos miu/l . Media DT cv

Nivel A de 6BD036. 0,10 -0,05 0,00 0,13 N/A
013 0,14
0,09 -0.10

Nivel B de 6BD036 0,24 1,02 0,98 0,05 489
0,24 0,98
023 0,93

Nivel C de 6BD036 0,67 4,06 3,89 0,24 6,26
0,66 3,99
0,60 361

Nivel D de 6BD036 255 17,00 17 07 0,18 1,07
254 16,94
2,59 17,28

Nivel E de 6BD036 6,26 45,50 46,32 1,45 3,12
6,53 47 99
6,25 45,46

Nivel F de 6BD036' 10,77 98,06 96,43 361 3,74
10,40 9229
10,83 98 93
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Figura 4
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