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DESCRIPCION
Reactivo y kit de reactivos para el analisis de leucocitos primitivos
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un reactivo y un kit de reactivos para clasificar y contar leucocitos en una muestra
bioldgica.

Técnica anterior

Las células sanguineas se producen en la médula 6sea, se diferencian de células inmaduras a células maduras y
migran a la sangre periférica. En sujetos sanos, los leucocitos inmaduros no aparecen en la sangre periférica. Sin
embargo, en algunos casos, aparecen leucocitos inmaduros en sangre periférica de pacientes que sufren leucemia,
metastasis de cancer en la médula ésea, mieloma multiple, infeccién grave o similares. Por lo tanto, es muy
importante clasificar y medir los leucocitos maduros e inmaduros en muestras biologicas para diagnosticar estas
enfermedades.

Un reactivo descrito en la Publicacion de Patente Japonesa No Examinada Num. Hei 10(1998)-206423 es conocido
como reactivo para medir leucocitos inmaduros. Este reactivo se mezcla con una muestra biolégica para formar una
muestra de medicion, la muestra de medicién obtenida se introduce en un citémetro de flujo y los leucocitos maduros
e inmaduros de la muestra se clasifican y cuentan respectivamente en funciéon de la informacién 6ptica obtenida
aplicando luz que tiene una longitud de onda especifica. Ademas, los leucocitos inmaduros se pueden clasificar
adicionalmente en mieloblastos, granulocitos inmaduros y similares y se pueden medir respectivamente.

El documento EP1004880 se refiere a reactivos y a un método para la discriminacion y el recuento de eritroblastos
en muestras de sangre periférica o relacionadas con el sistema circulatorio. Los reactivos incluyen un agente
hemolitico para disolver eritrocitos en una muestra de fluido corporal y para acondicionar leucocitos y eritroblastos en
la muestra para que sean adecuados para su tincion, e incluyen al menos un colorante fluorescente seleccionado
para tefir leucocitos y eritroblastos diferencialmente. Los reactivos incluyen adicionalmente tensioactivo afiadido al
agente hemolitico.

El documento US2003/0219850 describe un método automatico para analizar células de médula ésea nucleadas
que comprende dividir una muestra de fluido de médula 6sea con dos muestras, siendo tratada una muestra con un
primer agente de lisis y una primera solucion de tincion y siendo tratada la otra muestra con un segundo agente de
lisis y una segunda solucioén de tincion; y medir cada muestra en un citometro de flujo utilizando una luz dispersada y
fluorescencia que permite clasificar y contar leucocitos, células eritroides y particulas de lipidos, asi como células
mieloides maduras, células linfoides y células mieloides inmaduras, y calcular el nimero de células mieloides asi
como la proporcion de células mieloides y células eritroides. El documento US 5.389.549 describe reactivos para
permitir que los leucocitos se clasifiquen y se cuenten como productos lisados de eritrocitos y actuen sobre los
leucocitos para estabilizarlos. Los reactivos contienen tensioactivos basados en polioxietileno, y pueden contener
agentes hiperosmoticos o hipoosmoticos y agentes solubilizantes. EI documento EP0525398 se refiere a un método
que comprende preparar una muestra para analizar eliminando influencias de eritrocitos de una muestra
hematoldgica sin cambiar morfolégicamente los leucocitos afiadiendo una primera solucién acuosa de baja presion
osmotica que comprende un tampon para ajustar el valor de pH dentro de una region acida y una segunda solucion
acuosa que comprende un agente compensador de la osmolaridad y un tampén para proporcionar un valor de pH
adecuado para la tincién, afiadiendo adicionalmente opcionalmente una sal, que se disocia en iones en soluciones
acuosas para controlar la conductividad eléctrica de la soluciéon acuosa a un nivel preferible, al tiempo que dafia las
membranas celulares de los eritroblastos contenidos en dicha muestra; y tefiir los leucocitos con al menos cuatro
colorantes.

Descripcion de la invencion
Problemas que debe resolver la invencion

En el analisis de células sanguineas utilizando el reactivo convencional, cuando las células sanguineas deben
medirse con un citémetro de flujo, por ejemplo, la region de sefial de los residuos de eritrocitos lisados (fantasmas de
eritrocitos) y la regién sefial de mieloblastos se solapan parcialmente, en algunos casos. En los analisis que utilizan
dicho reactivo, incluso cuando se analiza una muestra de sangre que no contiene mieloblastos, la sefial de los
residuos de eritrocitos se reconoce incorrectamente como la sefial de los mieloblastos, por lo que podria no
obtenerse el resultado de analisis preciso de las células sanguineas. Por ejemplo, la sangre periférica de pacientes
que padecen las enfermedades especificas tales como mieloma multiple, cancer de las vias biliares, peritonitis,
diabetes, nefritis gromerular, pleuresia o similares no contiene mieloblastos. Sin embargo, cuando las células
sanguineas se analizan en sangre periférica tomada de tales pacientes utilizando el reactivo convencional, ha
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habido algunos casos en los que se detecta una sefial en la regién donde se detectan los mieloblastos en el
diagrama de dispersion. Se considera que la razén de esto es que los eritrocitos en la muestra de tales pacientes
especificos no se lisan adecuadamente, a diferencia de los eritrocitos en la muestra de sujetos sanos o pacientes
con enfermedades distintas a las descritas anteriormente. Existe una posibilidad de diagnodsticos y tratamientos
falsos si la cantidad de mieloblastos detectados en la sangre periférica es mas alta que su cantidad real. Segun se
utiliza en la presente memoria, el término "fantasma de eritrocitos" significa eritrocitos que perdieron su hemoglobina
como resultado de la reaccidon de una muestra de sangre y un reactivo para el anadlisis de sangre, pero no se
contrajeron lo suficiente.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion es proporcionar un reactivo que permita clasificar y contar los
leucocitos inmaduros de manera mas precisa incluso cuando se analicen muestras de sangre de pacientes con
enfermedades especificas tales como las descritas anteriormente.

Medios para resolver los problemas

Los autores de la presente invencién han realizado estudios intensivos para resolver los problemas anteriormente
descritos y han encontrado que los problemas anteriores se pueden resolver disminuyendo la presion osmatica del
reactivo para el andlisis de leucocitos inmaduros hasta un nivel inferior al que se ha utilizado convencionalmente.

Se ha considerado que el reactivo convencional para el andlisis de leucocitos inmaduros es adecuado para tener la
presién osmotica similar a la de los leucocitos inmaduros y los leucocitos maduros con el fin de evitar la lisis de estas
células sanguineas en el momento de la medicion.

Sin embargo, ahora se encuentra que la precision del andlisis de muestras bioldgicas de pacientes que padecen
enfermedades especificas tales como mieloma multiple, cancer de las vias biliares, peritonitis, diabetes, nefritis
gromerular, pleuresia o similares mejora cuando se utiliza un reactivo de analisis que tiene una presion osmotica
sorprendentemente baja en comparacion con los conocimientos técnicos comunes. Por ejemplo, utilizando el
reactivo de analisis que tiene baja presion osmoética, los mieloblastos y los eritrocitos lisados podrian discriminarse
mas claramente. Por otra parte, sorprendentemente, ahora se encuentra que el reactivo de analisis de la presente
invencion hace posible distinguir leucocitos inmaduros de leucocitos maduros tan claro como lo hace el reactivo
convencional que tiene alta presion osmética, incluso para muestras biolégicas de pacientes que padecen
enfermedades distintas de las enfermedades especificas anteriores. Por ejemplo, se encuentra que pueden evitarse
fantasmas de eritrocitos utilizando el reactivo de analisis de la presente invencion.

Dependiendo de los especimenes, hay algunos casos en los que la sefial de los mieloblastos y la sefial de los
baséfilos se superponen incluso cuando se utiliza un reactivo que tiene baja presion osmética. Debido a esto, existia
la posibilidad de que se identifiquen mieloblastos en la sangre periférica del sujeto sano, aunque no existan
mieloblastos en la misma que conduzcan a un resultado falso. Este problema adicional de que las sefales de los
mieloblastos y los baséfilos se solapen podria resolverse disminuyendo las concentraciones de tensioactivo y agente
solubilizante en el reactivo para el analisis de leucocitos inmaduros al nivel mas bajo que el que se ha considerado
convencionalmente. En consecuencia, es posible distinguir mas claramente los basdfilos de los mieloblastos incluso
en muestras de sangre que contienen una gran cantidad de basofilos utilizando el reactivo de la presente invencion.
Ademas, la disminucion de las concentraciones de un tensioactivo y un agente solubilizante permite la clasificacion
de leucocitos maduros en al menos tres especies en condiciones de baja presion osmdtica.

La presente invencion proporciona el objeto de estudio como se expone en una cualquiera y todas las
reivindicaciones 1 a 14 adjuntas.

Un aspecto de la presente invencion es un reactivo como se menciona en las reivindicaciones para el analisis de
leucocitos inmaduros que comprende:

un agente tensioactivo que puede danar las membranas celulares de los eritrocitos y los leucocitos maduros,
un agente solubilizante que puede reducir las células sanguineas dafiadas y

un colorante para tefiir el acido nucleico,

en donde el reactivo tiene una presion osmatica no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a 150 mOsm/kg.

Otro aspecto de la presente invencion es un kit de reactivos como se describe en las reivindicaciones para el andlisis
de leucocitos inmaduros que comprende:

un primer reactivo que comprende un tensioactivo que puede danar las membranas celulares de eritrocitos y
leucocitos maduros y un agente solubilizante que puede contraer las células sanguineas dafiadas y que tiene
una presion osmotica no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a 150 mOsm/kg, y

un segundo reactivo que comprende un colorante para tefir el acido nucleico.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un método como se describe en las reivindicaciones
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adjuntas para clasificar leucocitos inmaduros que comprende las etapas de:

mezclar una muestra biolégica que posiblemente contiene leucocitos inmaduros con un reactivo para el
analisis de leucocitos inmaduros que comprende un agente tensioactivo que puede dafar las
membranas celulares de eritrocitos y leucocitos maduros, un agente solubilizante que puede contraer
las células sanguineas dafiadas y un colorante para tefiir acido nucleico y que tiene una presion
osmotica no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a 150 mOsm/kg, para tefir el acido nucleico de los
leucocitos maduros, y

medir al menos la luz dispersada y al menos la fluorescencia de los leucocitos inmaduros tratados en la
etapa anterior para clasificar los leucocitos inmaduros basandose en las diferencias en las intensidades
de la luz dispersada y la fluorescencia.

Efecto de la invencion

El reactivo y el kit de reactivos para el analisis de leucocitos inmaduros de la presente invencion permiten una
clasificacion y recuento mas preciso de leucocitos inmaduros y leucocitos maduros en comparacién con el reactivo
convencional, incluso cuando se analizan muestras biologicas de pacientes que padecen enfermedades especificas
tales como mieloma mudltiple, cancer de las vias biliares, peritonitis, diabetes, nefritis gromerular, pleuritis o similares.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es una representacion esquematica que muestra un ejemplo de un citémetro de flujo que puede
utilizarse para analisis de leucocitos inmaduros utilizando el reactivo o kit de reactivos de la presente
invencion.

La Fig. 2 representa un diagrama de dispersion obtenido en el Ejemplo 1.

La Fig. 3 representa un diagrama de dispersién obtenido en el Ejemplo 2.

La Fig. 4 representa un diagrama de dispersién obtenido en el Ejemplo 3.

La Fig. 5 representa un diagrama de dispersion obtenido en el Ejemplo 4.

La Fig. 6 representa un diagrama de dispersion obtenido en el Ejemplo 5.

La Fig. 7 representa un diagrama de dispersion obtenido en el ejemplo 6.

La Fig. 8 representa un diagrama de dispersién obtenido en el Ejemplo 7.

La Fig. 9 representa un diagrama de dispersion obtenido en el Ejemplo 8.

La Fig. 10 representa un diagrama de dispersion obtenido en el Ejemplo 9.

La Fig. 11 representa un diagrama de dispersién obtenido en el ejemplo 10.

Descripcion de los niumeros de referencia

6 Boquilla

21 Fuente de luz

22 Lente colimadora

23 Celda de flujo

24 Lente condensadora

25 Placa con diafragma

26 Detector de luz dispersada frontal
27 Lente condensadora

28 Espejo dicroico

28' Filtro

29 Detector de luz dispersada lateral
30 Placa con orificio

31 Detector de fluorescencia lateral
32,33y 34 Amplificadores

35 Seccién de analisis

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

El reactivo para el analisis de leucocitos inmaduros de la presente realizacién (denominado en lo sucesivo "reactivo")
permite clasificar los leucocitos contenidos en una muestra bioldgica en leucocitos maduros e inmaduros y contarlos
respectivamente. También hace posible clasificar los leucocitos maduros en al menos tres especies, tales como
linfocitos, monocitos, granulocitos, basoéfilos y similares, y contarlos respectivamente. Adicionalmente, el presente
reactivo permite clasificar adicionalmente los leucocitos inmaduros en granulocitos y mieloblastos inmaduros y
contarlos con precision, respectivamente.

El término "leucocitos inmaduros" segun se utiliza en la presente memoria se refiere a leucocitos inmaduros que
existen habitualmente en la médula ésea y no se producen en la sangre periférica del sujeto sano. Los leucocitos
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inmaduros incluyen, por ejemplo, mieloblastos, promielocitos, mielocitos, metamielocitos y similares. En algunos
casos, los promielocitos, mielocitos y metamielocitos se denominan colectivamente "granulocitos inmaduros”. Los
mieloblastos incluyen células precursoras hematopoyéticas leucociticas tales como células madre de la serie
mieloide (CFU-GEMN), células formadoras de colonias de neutrdéfilos y macréfagos (CFU-GM), células formadoras
de colonias de eosindfilos (CFU-EOS) y similares.

La muestra bioldgica que se debe analizar con el reactivo de la presente realizacion no esta limitada siempre que
comprenda leucocitos e incluya, por ejemplo, sangre, urea, producto aspirado de médula 6sea, una muestra tomada
en aféresis y similares.

El reactivo de la presente realizaciéon comprende el tensioactivo que puede danar las membranas celulares de
eritrocitos y leucocitos maduros, el agente solubilizante que puede contraer las células sanguineas dafiadas y el
colorante para tefir el acido nucleico y tiene una presién osmética no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a 150
mOsm/kg.

Al mezclar la muestra bioldgica y el reactivo, las membranas celulares de las células sanguineas contenidas en la
muestra se dafian por la accién del agente tensioactivo y el agente solubilizante. El tensioactivo tiende a dafar las
membranas celulares de los eritrocitos y los leucocitos maduros, mientras que las membranas celulares de los
leucocitos inmaduros son resistentes al dafio. Las células sanguineas dafiadas, tales como los eritrocitos y los
leucocitos maduros, se contraen por la accion del agente solubilizante. Por otro lado, debido a que las membranas
celulares de los leucocitos inmaduros son dificiles de dafar, estas células son menos contraidas por el agente
solubilizante que los eritrocitos y los leucocitos maduros.

Entre las células sanguineas dafiadas, los nucleos de los leucocitos tienden a tefirse intensamente por la accion del
colorante para tefiir el acido nucleico. Sin embargo, los leucocitos inmaduros no dafiados son dificiles de tefir.
Ademas, debido a que los eritrocitos no tienen nucleos, son dificiles de tefir por el colorante anterior para tefiir el
acido nucleico. Como consecuencia, los leucocitos inmaduros, los leucocitos maduros y los eritrocitos pueden
discriminarse respectivamente.

La presién osmotica del reactivo de la presente invencion es no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a 150 mOsm/kg,
preferiblemente de 10 a 100 mOsm/kg, y mas preferiblemente de 10 a 60 mOsm/kg. Tal presion osmética se puede
obtener mezclando los componentes descritos a continuacion en la cantidad descrita a continuacion, o ajustando
adecuadamente la concentracion de un agente tamponador. Sin embargo, también es posible ajustar la presion
mediante la adicion de sacaridos, aminoacidos, cloruro de sodio y similares, si se desea.

Los sacaridos pueden mencionar monosacaridos tales como glucosa, fructosa y similares; polisacaridos tales como
arabinosa y similares; y alcoholes de azucares tales como xilitol, sorbitol, manitol, ribitol y similares, sin ninguna
limitacion a los mismos.

Cuando se utiliza xilitol, por ejemplo, se puede utilizar en una cantidad de 0 a 10 g/L, mas preferiblemente de 4 a 8
g/L en el reactivo.

Los aminoacidos pueden incluir valina, prolina, glicina, alanina y similares. Se prefiere utilizar uno o ambos de glicina
y alanina.

Cuando se utiliza glicina, por ejemplo, puede utilizarse en una cantidad de 0 a 10 g/L, mas preferiblemente de 2 a 6
g/L en el reactivo.

El tensioactivo que puede dafiar las membranas celulares de eritrocitos y leucocitos maduros es preferiblemente un
tensioactivo no ionico y es mas preferiblemente un tensioactivo no iénico de polioxietileno. El tensioactivo no idnico
de polioxietileno es mas preferiblemente el que tiene la siguiente férmula (1):

R'-R?- (CH2CH,0) n-H )

(en donde R representa un grupo alquilo, alquenilo o alquinilo Co-Cps ; R? representa -O-, -COO- o

I

y n es un ndmero entero de 10 a 40).

El tensioactivo representado por la férmula (I) anterior puede incluir polioxietilen(15)oleil éter, polioxietilen(20)oleil
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éter, polioxietilen(20)estearil éter, polioxietilen(15)cetil éter, polioxietilen(20)cetil éter y similares. El tensioactivo
puede ser una 0 mas especies.

La concentracion del tensioactivo en el reactivo puede seleccionarse apropiadamente de acuerdo con el tipo de
tensioactivo. Cuando el tensioactivo es el polioxietilen oleil éter, la concentracién del mismo en el reactivo es
preferiblemente de 500 a 15.000 ppm, mas preferiblemente de 750 a 10.000 ppm, y aun mas preferiblemente de
1.000 a 2.500 ppm.

En una realizacion mas preferida de la presente invencién, la concentracion del tensioactivo se establece en un
intervalo relativamente bajo tal como de 1.000 a 10.000 ppm, por ejemplo. En tal intervalo de concentracion, el dafio
a las membranas celulares de uno de los leucocitos maduros, basofilos, se suprime en el caso de utilizar el reactivo
que tiene una concentracion relativamente alta del tensioactivo, de modo que se puede evitar que los basdfilos se
dafien y los componentes celulares de los basodfilos se liberen al exterior de las células. En consecuencia, los
basodfilos son faciles de tedir por la accion del colorante para tefir el acido nucleico de forma similar a otros
leucocitos maduros. Por otro lado, las membranas celulares de uno de los leucocitos inmaduros, mieloblastos, no se
dafian como anteriormente, por lo que son dificiles de tefiir. Como consecuencia, los basdfilos y los mieloblastos se
discriminan de manera mas eficaz.

Cuando se utilizan multiples tensioactivos, la razén de mezcla de estos tensioactivos se puede seleccionar
apropiadamente de acuerdo con un indice de hidroxilo de los tensioactivos. Por ejemplo, cuando se utiliza
polioxietilen(15)oleil éter que tiene el indice de hidroxilo de 64,8 y polioxietilen(20)oleil éter que tiene el indice de
hidroxilo de 52,4, la razén de mezcla es preferiblemente de 1:9.

El agente solubilizante anterior es un derivado de sarcosina que tiene la siguiente férmula estructural y sus sales:

O CHj

[

Ry—C—N—(CH,),—COOH

en donde Ry es un grupo alquilo C10-C22; y n es de 1 a 5. Especificamente, se mencionan N-lauroilsarcosinato de
sodio, lauroil metil-B-alanina sédica, lauroilsarcosina y similares.

La concentracion del agente solubilizante en el reactivo se puede seleccionar apropiadamente de acuerdo con el tipo
de agente solubilizante utilizado. Cuando se utiliza el derivado de sarcosina como agente solubilizante, la
concentracion del agente solubilizante en el reactivo es preferiblemente de 50 a 3.000 ppm, mas preferiblemente de
100 a 400 ppm.

Cuando se utilizan, la concentraciéon de los mismos en el reactivo es preferiblemente de 5 a 50.000 ppm, mas
preferiblemente de 5 a 6.600 ppm. Se pueden utilizar solos o combinados uno o mas agentes solubilizantes.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion, debido a la concentracion relativamente baja del agente
solubilizante, el dafio a las membranas celulares de uno de los leucocitos maduros, los baséfilos, se suprime en el
caso en el que se utiliza el reactivo que tiene una concentracion relativamente alta del agente solubilizante, de modo
que se puede evitar que los baséfilos se dafien y los componentes celulares de los basdfilos se liberen al exterior de
las células. En consecuencia, los basofilos son faciles de tefiir por la accidn del colorante para teiir el acido nucleico
de forma similar a otros leucocitos maduros. Por otro lado, las membranas celulares de uno de los leucocitos
inmaduros, los mieloblastos, no se dafian como anteriormente, por lo que son dificiles de tefiir. Como consecuencia,
los baséfilos y los mieloblastos se discriminan de manera mas eficaz.

El colorante anterior para tefiir el acido nucleico no esta limitado siempre que pueda tefir acido nucleico, y es
preferiblemente un colorante fluorescente. Al utilizar dicho colorante, los eritrocitos que no tienen acido nucleico
apenas se tifien, mientras que los leucocitos que tienen acido nucleico se tifien intensamente. Basandose en la
diferencia en la intensidad de la tincion, se pueden discriminar los eritrocitos y los leucocitos. Ademas, los leucocitos
maduros cuya membrana celular se dafia de manera que el colorante puede penetrar son tefiidos intensamente por
el colorante, mientras que la mayoria de los leucocitos inmaduros no dafiados son dificiles de tefiir. Basandose en la
diferencia en la intensidad de la tincion, se pueden discriminar los leucocitos maduros y los leucocitos inmaduros
entre los leucocitos.

El colorante para tefiir el acido nucleico se selecciona apropiadamente dependiendo de la luz que se aplicara en un
analisis. Por ejemplo, se utilizan preferiblemente los colorantes que tienen las siguientes formulas estructurales.

(1) Un colorante que tiene la siguiente férmula (11):
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Z pre—
| >——<H—g>c N—R
+/ n H 2 (I 1)
N —————
| X
R4

en donde R1 y Rz son un grupo alquilo inferior; n es 1 0 2; X" es un anién; y Z es un atomo de azufre, un
atomo de oxigeno o un atomo de carbono que esta sustituido con un grupo alquilo inferior.

El grupo alquilo inferior con respecto a R y Rz de la formula (1) anterior se refiere a un grupo alquilo C4-Cg
lineal o ramificado. Incluye, por ejemplo, grupos metilo, etilo, propilo, butilo, isobutilo, sec-butilo, terc-butilo,
pentilo y hexilo, entre los cuales se prefiere el grupo metilo.

El grupo alquilo inferior con respecto a Z incluye los mismos grupos que los anteriores. Z es preferiblemente
un atomo de azufre.

El anién con respecto a X incluye iones halégeno (ion fluoruro, cloruro, bromuro o yoduro), iones haluro de
boro (BF)4, BCls, BBrs4, etc.), iones de compuestos de fdsforo, iones acidos halégeno-oxigeno, iones de
acido fluorosulfurico, iones sulfato de metilo e iones de compuestos de tetrafenilboro que tienen un grupo
halégeno o halégeno-alquilo como sustituyente en los anillos aromaticos. Entre ellos, se prefiere el ion
yoduro.

El siguiente colorante es adecuado como colorante para tefiir el acido nucleico que tiene la formula (ll)
anterior.

Colorante A:

s
H H
) c=c—¢ N— C,Hs
N+
| "

CoHs

(2) Un colorante que tiene la siguiente formula (l11):

| X

+/
f|\l CH—CH+-CH N—R, (111
n

R1
<

en donde R1 y Rz son un grupo alquilo inferior; n es 1 0 2; y X es un anion

Para el grupo alquilo inferior de Ry y Rz y el anién X de la formula (ll) anterior se pueden mencionar los
mismos que se han descrito para la férmula (I1) anterior.

El siguiente colorante es adecuado como colorante para tefiir el acido nucleico que tiene la formula (lll)
anterior.

Colorante B:

x

+/ -
N CH=CH—CH N—C,Hs
l' ————

CoHs

(3) Un colorante que tiene la siguiente féormula (1V):
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2y (W H o O—Ry
| )—Cc=C/)-C N/\]/
\ N+ n H - (1V)
| X Rs
R, p
\ &,

en donde Ry es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior; Rz y R3z son un atomo de hidrégeno, un
grupo alquilo inferior o un grupo alcoxi inferior; R4 es un atomo de hidrégeno, un grupo acilo o un grupo alquilo
inferior; Rs es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior opcionalmente sustituido; Z es un atomo de
azufre, un atomo de oxigeno o un atomo de carbono que esta sustituido con un grupo alquilo inferior; nes 1 o
2; y X es un anion.

Para el grupo alquilo inferior de Ry de la formula (IV) anterior se pueden mencionar los mismos que se han descrito
la formula (Il) anterior.

Lo mismo que antes se puede mencionar para el grupo alquilo inferior de R, y Rs. El grupo alcoxi inferior significa un
grupo alcoxi C+-Cs € incluye grupos metoxi, etoxi y propoxi, entre los cuales se prefieren los grupos metoxi y etoxi.
R2 y R3 son preferiblemente un atomo de hidrégeno.

En la férmula (1V) anterior, el grupo acilo de R4 es preferiblemente un grupo acilo derivado de un acido carboxilico
alifatico e incluye, por ejemplo, acetilo, propionilo y similares, entre los cuales se prefiere un grupo acetilo. Se
mencionan los grupos alquilo inferior anteriores.

Lo mismo se puede mencionar para el grupo alquilo inferior de Rs. El grupo alquilo inferior opcionalmente sustituido
significa un grupo alquilo inferior que puede estar sustituido con uno a tres grupos hidroxi, atomos de halégeno
(flaor, cloro, bromo o yodo) y similares y es preferiblemente un grupo metilo o etilo sustituido con un grupo hidroxi.

Se puede mencionar lo mismo que antes para el grupo alquilo inferior de Z. Z es preferiblemente un atomo de
azufre.

El anién X es preferiblemente un ion bromuro o BF4".

Los siguientes colorantes son adecuados como el colorante para tefiir el acido nucleico que tiene la férmula (1V)
anterior.

Colorante C:
H H H o OH
\/>7 C=C—C NN
|‘i]+ —_— BF,
HsC
S —
H H H OH
)—C=C—cC N/w/ Br-
T — CH,OH
H,C
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s —
H H H O—COCH;
>_C:C—*C N/\\/
Tr = Br-
HsC

(4) Un colorante que tiene la siguiente formula (V):

CHs

N(CHz3),
Xi{(H3C)s'N C
i : \

N*(CH3)o}Xo

en donde X1 y X2 son independientemente Cl o I.

(5) Un colorante que tiene la siguiente formula (V1) (NK-3975):

@CH CHj >:°H<\ t@ (V1)

C2H5
Cz Hs CzH5 r

(6) Un colorante que tiene la siguiente formula (VII) (NK-1570):

HyC. CHs
s
VII
‘ }—a | ( )
) )
CHs CHy

(7) Un colorante que tiene la siguiente formula (V1) (NK-1049):

©':>7 (VIII)

C2H5 C2H5

(8) Un colorante que tiene la siguiente férmula (1X) (NK-98):

T

N H H
N+

b

3

(9) Un colorante que tiene la siguiente férmula (X) (NK-141):

(V)
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S S
O
HiC I\r T CHj (X)

CHs; CHs
(10) Yoduro de propidio o bromuro de etidio

(11) Heterodimero de etidio-acridina, diazida de etidio, homodimero-1 de etidio, homodimero-2 de etidio, monoazida
de etidio, bis[[3-[[4-[[(3-metilbenzotiazol-3-il)-2-ijmetileno]-1,4-dihidroquiolinin]-1-il]propilldimetilaminio]tetrayoduro de
trimetileno (TOTO-1) , diyoduro de 4-[(3-metilbenzotiazol-2(3H)-iliden)metil]-1-[3-(trimetilaminio)propilJquinolinio (TO-
PRO-1), tetrayoduro de N,N,N',N'-tetrametil-N,N'-bis[3-[4-[3-[(3-metilbenzotiazol-3-il)-2-il]-2-propeniliden]-1,4-
dihidroquinolin-1-il]propil]1,3-propanodiamina  (TOTO-3), o diyoduro de 2-[3-[[1-[3-(trimetilamino)propil]1,4-
dihidroquinolin]-4-iliden]-1-propenil]3-metilbenzotiazol-3-io (TO-PRO-3).

La concentracion del colorante anterior es preferiblemente de 0,01 a 500 ppm, y mas preferiblemente de 0,1 a 200
ppm en el reactivo. El colorante anterior puede utilizarse solo o se pueden combinar dos o mas colorantes.

El pH del reactivo de acuerdo con la presente realizacion es preferiblemente de 5,0 a 9,0, mas preferiblemente de
6,5 a 7,5, y aun mas preferiblemente de 6,8 a 7,3. El pH del reactivo puede ajustarse con un agente tamponador. El
agente tamponador utilizado puede ser, por ejemplo, un tampén de Good tal como HEPES, MOPS (acido 3-
morfolinopropanosulfénico), MOPSO (acido 2-hidroxi-3-morfolinopropanosulfénico) o BES (acido 2-[bis(2-
hidroxietil)amino]etanosulfonico), soluciéon salina tamponada con fosfato y similares. También se puede utilizar un
agente de ajuste del pH tal como hidréxido de sodio.

El reactivo de la presente realizacion se puede obtener disolviendo el tensioactivo anterior, el agente solubilizante, el
colorante para tefir el acido nucleico y el componente o los componentes opcionales en un medio apropiado con las
concentraciones descritas anteriormente. EI medio apropiado no esta limitado siempre que pueda disolver los
componentes anteriores e incluye agua, alcohol, etilenglicol, dimetilsulféxido (DMSO), la mezcla de los mismos y
similares.

El tensioactivo, el agente solubilizante y el colorante anteriores para la tincion de acido nucleico se pueden utilizar
como un unico reactivo para mezclarlo con una muestra bioldégica para el analisis de leucocitos inmaduros.
Alternativamente, puede utilizarse un kit de reactivos que contiene un primer reactivo que comprende el tensioactivo
y el agente solubilizante y un segundo reactivo que comprende el colorante para tefiir el acido nucleico para el
analisis de leucocitos inmaduros.

Por lo tanto, la presente invencién también proporciona un kit de reactivos como se describe en las reivindicaciones
para el andlisis de leucocitos inmaduros que comprende un primer reactivo que comprende un agente tensioactivo
que puede dafar las membranas celulares de los eritrocitos y leucocitos maduros y un agente solubilizante que
puede contraer las células sanguineas dafiadas y que tiene una presion osmética no inferior a 10 mOsm/kg e inferior
a 150 mOsm/kg, y un segundo reactivo que comprende un colorante para tefiir el acido nucleico.

Las concentraciones de tensioactivo y agente solubilizante en el primer reactivo anterior pueden ser tales que las
concentraciones de las mismas descritas anteriormente para el reactivo para el andlisis de leucocitos inmaduros se
puedan obtener cuando el primer reactivo se mezcla con el segundo reactivo. La presién osmética del primer
reactivo se puede ajustar al intervalo deseado disolviendo el tensioactivo y el agente solubilizante en el medio
apropiado descrito anteriormente y ajustando apropiadamente la cantidad del agente tamponador, si se desea. Los
sacaridos y aminoacidos anteriores y similares se pueden utilizar para el ajuste.

La concentracion del colorante para tefiir el acido nucleico en el segundo reactivo puede ser tal que la concentracion
del mismo descrita anteriormente para el reactivo para el analisis de leucocitos inmaduros se puede obtener cuando
el segundo reactivo se mezcla con el primer reactivo. Es preferible que el segundo reactivo sea aquel en el que el
colorante para tefir el acido nucleico se disuelva en un disolvente organico tal como etilenglicol debido a que se
puede mejorar la estabilidad de almacenamiento del colorante.

El reactivo y el kit de reactivos se pueden utilizar para el andlisis de leucocitos inmaduros mediante la preparacion
de una muestra de medicion mezclando el reactivo o los reactivos con una muestra biolodgica y sometiendo la
muestra de medicién a un citdmetro de flujo. La razén de mezcla (en volumen) de la muestra bioldgica y el reactivo o
la suma del primer y segundo reactivos en el kit de reactivos es preferiblemente de 1:10 a 1:1.000.

En el kit de reactivos, la razon de mezcla (en volumen) del primer y segundo reactivos es preferiblemente de 1000:1
a 10:1.
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Cuando se utiliza el kit de reactivos, el orden de adicion para mezclar el reactivo respectivo en el kit de reactivos y la
muestra bioldgica no esta especificamente limitado. Preferiblemente, el primer reactivo y el segundo reactivo se
mezclan y a continuacién se afiade a esto la muestra biologica.

Las condiciones para mezclar el reactivo o los reactivos en el kit de reactivos y la muestra biolégica se pueden
seleccionar apropiadamente de acuerdo con el reactivo o los reactivos. Por ejemplo, la temperatura y el tiempo de
reaccion se pueden seleccionar entre 20 a 40°C y de 3 a 30 segundos, respectivamente. Cuando la temperatura de
reaccion es alta, el tiempo de reaccion puede ser mas corto; cuando la temperatura de reaccién es baja, el tiempo
de reaccion puede ser mas largo.

Cuando se utiliza un citometro de flujo para el analisis, se puede aplicar luz a las células sanguineas en la muestra
de medicion que fluye a través de una celda de flujo para obtener informacién optica tal como luz dispersada,
fluorescencia y similares. La especie y el numero de células sanguineas se pueden medir basandose en la
informacion.

Especificamente, el andlisis anterior se puede llevarse a cabo utilizando el citdmetro de flujo que se muestra en la
Fig. 1. A continuacion, se describe una medicién de mieloblastos como un ejemplo de las presentes realizaciones.

Una muestra de medicidon descargada desde una boquilla 6 fluye a través de una porcién con orificio de una celda
de flujo 23. Las células sanguineas en la muestra pasan a través de la porcion con orificio en un conducto. La luz
emitida desde una fuente de luz 21 se aplica a través de una lente colimadora 22 a las células sanguineas que
fluyen a través de la celda de flujo 23. La luz dispersada lateral, la fluorescencia lateral y la luz dispersada frontal se
generan aplicando luz a las células sanguineas. La luz dispersada lateral se introduce en un detector de luz
dispersada lateral (tubo fotomultiplicador) 29 a través de una lente de condensacion 27 y un espejo dicroico 28. La
fluorescencia lateral se introduce en un detector lateral de fluorescencia (tubo fotomultiplicador) 31 a través de la
lente condensadora 27, el espejo dicroico 28, un filtro 28' y una placa con diafragma 30. La luz dispersada frontal se
introduce en un detector de luz dispersada frontal (fotodiodo) 26 a través de una lente de condensacion 24 y una
placa con diafragma 25.

La sefal de luz dispersada frontal, la sefial de luz dispersada lateral y la sefial de fluorescencia lateral generadas
desde el detector de luz dispersada frontal 26, el detector de luz dispersada lateral 29 y el detector de fluorescencia
lateral 31, respectivamente, son amplificadas por los amplificadores 32, 33 y 34 e introducida en una seccion de
analisis 35.

La seccion de analisis 35 calcula las intensidades de la luz dispersada frontal, la luz dispersada lateral y la
fluorescencia, respectivamente, a partir de la sefial de luz dispersada frontal, la sefial de luz dispersada lateral y la
sefial de fluorescencia lateral introducidas. La seccion de analisis 35 genera un primer mapa de distribucion
bidimensional que tiene dos ejes de intensidad de luz dispersada frontal y la intensidad de fluorescencia e identifica
una region donde aparecen todos los leucocitos en la muestra (region de leucocitos totales) en el mapa de
distribucion bidimensional. Adicionalmente, la seccidon de analisis genera un segundo mapa de distribucion
bidimensional que tiene dos ejes de intensidad de luz dispersada lateral e intensidad de fluorescencia de las células
que aparece en la region total de leucocitos. En este mapa de distribucion bidimensional, se establecen una region
donde aparecen leucocitos maduros (region de leucocitos maduros), una regiéon donde aparecen linfocitos (regién de
linfocitos), una region donde aparecen monocitos (regién de monocitos) y una regiéon donde aparecen granulocitos
(region de granulocitos). Adicionalmente, se identifica una regidon donde aparecen mieloblastos (region de
mieloblastos 1) y una region donde aparecen granulocitos inmaduros (region de granulocitos inmaduros).

A continuacion, se genera un tercer mapa de distribucion bidimensional que tiene dos ejes de intensidad de luz
dispersada lateral y la intensidad de luz dispersada frontal, y se identifica una region donde aparecen mieloblastos
(region de mieloblastos 2) en este mapa de distribucion bidimensional. El nimero de mieloblastos contenidos en la
muestra se calcula como el nimero de células que aparecen en la region de mieloblastos 1 y mieloblastos 2, y el
numero de granulocitos inmaduros contenidos en la muestra se calcula como el nimero de células que aparecen en
la regién de granulocitos inmaduros. Circunstancialmente, debido a que los mieloblastos tienen un tamafo grande y
tienen un solo nucleo, generan una fuerte intensidad de luz dispersada frontal y una débil intensidad de luz
dispersada lateral. Ademas, generan una intensidad de fluorescencia débil puesto que apenas estan tefidas, como
se describid anteriormente. Debido a que los granulocitos inmaduros tienen un gran tamafio y sus nucleos estan
segmentados, generan una fuerte intensidad de luz dispersada frontal e intensidad de luz dispersada lateral.
Ademas, generan una débil intensidad de fluorescencia porque apenas estan tefidas.

La presente invencién proporciona adicionalmente un método segun se describe en las reivindicaciones adjuntas
para analizar leucocitos inmaduros que comprende mezclar el presente reactivo para analisis o los reactivos en el kit
de reactivos para analisis con una muestra biologica.

En la realizacion preferida del método de la presente invencion, la concentracion del agente tensioactivo en el
11
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reactivo para analisis o el reactivo mixto del primer y segundo reactivos en el kit de reactivos para analisis es
preferiblemente de 750 a 10.000 ppm y mas preferiblemente de 1.000 a 2.500 ppm.

En otras realizaciones preferidas del método de la presente invencion, cuando el derivado de sarcosina o la sal del
mismo se utiliza como agente solubilizante, la concentracion del agente solubilizante en el reactivo o en el reactivo
mixto del primer y segundo reactivo del reactivo el kit es de 100 a 400 ppm; cuando se utiliza el derivado de acido
cdlico, es de 50 a 1.300 ppm; y cuando se utiliza la metilglucanamida, es de 500 a 1.100 ppm.

De acuerdo con estas realizaciones preferidas, los basofilos y los mieloblastos en la muestra biolégica se pueden
discriminar mas claramente.

Ejemplos

La presente invencion se explicara mediante los siguientes ejemplos con mas detalle. Sin embargo, la presente
invencion no esta limitada por los siguientes ejemplos.

(Ejemplo 1)
Se prepararon un primer reactivo y un segundo reactivo que tenian la siguiente composicion.

<Primer reactivo>

Polioxietilen(20)oleil éter (Nikko Chemicals) 2000 ppm
N-lauroilsarcosinato de sodio (producto comercial) | 125 ppm
MOPSO (producto comercial) 10 mM
Agua purificada 1L

Los componentes anteriores se mezclaron y el pH se ajusté a 7,0 con NaOH. La presién osmética y la conductividad
eléctrica del primer reactivo fueron 20 mOsm/kg y 0,78 mS/cm, respectivamente.

<Segundo reactivo>

Colorante para tefiir acido nucleico |50 ppm

Etilenglicol 1L

El colorante se disolvié en etilenglicol para preparar el segundo reactivo. Como colorante para tefir el acido nucleico,
se utilizé el colorante C descrito anteriormente.

El primer reactivo (980 L), 20 yL del segundo reactivo y 20 pl de una muestra de sangre obtenida de un donante
sano (siendo la razén de basdfilos de 2,1%, sin contener mieloblastos) se mezclaron y se hicieron reaccionar a 35°C
durante 19 segundos para preparar un muestra de medicion. La muestra de medicion obtenida se someti6 al
citdmetro de flujo mostrado en la Fig. 1 y se midieron la intensidad de la luz dispersada lateral, la intensidad de la luz
dispersada frontal y la intensidad de fluorescencia. La fuente de luz utilizada fue laser semiconductor rojo.

Basandose en la intensidad de la luz dispersada frontal y la intensidad de fluorescencia obtenidas, se generé un
primer mapa de distribucion bidimensional (diagrama de dispersiéon) que tenia dos ejes de intensidad de luz
dispersada frontal y la intensidad de fluorescencia. De acuerdo con este primer mapa de distribucion bidimensional,
se identifico la region leucocitaria total. El nimero de células que aparecen en la region leucocitaria total identificada
se calculé como el numero total de leucocitos contenidos en la muestra. La Fig. 2 (1) muestra el diagrama de
dispersion obtenido. Para las células que aparecen en la regidon leucocitaria total identificada, se generaron un
segundo mapa de distribucién bidimensional (diagrama de dispersiéon) que tiene dos ejes de intensidad de luz
dispersada lateral e intensidad de fluorescencia y un tercer mapa de distribucion bidimensional (diagrama de
dispersion) que tiene dos ejes de la intensidad de luz dispersada lateral y la intensidad de luz dispersada frontal. En
el segundo y tercer mapas de distribucion bidimensional, se establecieron las regiones de mieloblastos 1y 2. Las
Fig. 2 (2) y (3) muestran los diagramas de dispersion obtenidos. El nUmero de células que aparecen en las regiones
de mieloblastos 1y 2 se calculé como el nimero de mieloblastos contenidos en la muestra. La Fig. 2(4) muestra el
diagrama de dispersion obtenido.

Como se puede observar en las Fig. 2 (1) a (4), no se detecta sefial en el diagrama de dispersion en una region
donde aparece la sefal potencial de los mieloblastos, debido a que no hay mieloblastos en la muestra de sangre del
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donante sano. No aparece ninguna sefial para los eritrocitos lisados. Adicionalmente, los baséfilos no aparecen en la
region de mieloblastos porque estan tefiidos con la misma intensidad que otros leucocitos maduros.

Se calcul6 que la proporcion de mieloblastos a leucocitos totales (proporcion de mieloblastos = numero de
mieloblastos/nimero total de leucocitos x 100) era de 0%. La proporcion de mieloblastos confirmada visualmente
también fue de 0%.

(Ejemplo 2)

Se prepar6 un primer reactivo que tenia la siguiente composicion.

<Primer reactivo>

Polioxietilen(20)oleil éter (Nikko Chemicals) 1500 ppm
N-lauroilsarcosinato de sodio (producto comercial) |225 ppm
MOPSO (producto comercial) 10 mM
Agua purificada 1L

Los componentes anteriores se mezclaron y el pH se ajustd a 7,25 con NaOH. La presién osmdtica y la
conductividad eléctrica del primer reactivo fueron 20 mOsm/kg y 0,78 mS/cm, respectivamente.

La muestra de sangre del donante sano se analiz6 como se describe en el Ejemplo 1, excepto que se utilizo el
primer reactivo anterior en lugar del primer reactivo utilizado en el Ejemplo 1.

Las Fig. 3 (1) a (4) muestran los diagramas de dispersion obtenidos.

Como se puede observar en las Fig. 3 (1) a (4), no se detecta sefial en el diagrama de dispersion en una region
donde aparece la sefal potencial de los mieloblastos, debido a que no hay mieloblastos en la muestra de sangre del
donante sano. No aparece ninguna sefial para los eritrocitos lisados. Ademas, los baséfilos no aparecen en la region
de mieloblastos porque estan tefidos con la misma intensidad que otros leucocitos maduros.

La proporcién de mieloblastos a leucocitos totales (proporcion de mieloblastos = nimero de mieloblastos/nimero
total de leucocitos x 100) era de 0%. La proporcion de mieloblastos confirmada visualmente también fue de 0%.

(Ejemplo 3)

El analisis se realiz6 como se describe en el Ejemplo 1 excepto que en lugar de la muestra de sangre del donante
sano, se utilizd una muestra de sangre que contenia mieloblastos de un paciente con leucemia mieloide aguda, y se
obtuvieron la intensidad de luz dispersada lateral, la intensidad de luz dispersada frontal y la intensidad de
fluorescencia.

Las Fig. 4 (1) a (4) muestran los diagramas de dispersion obtenidos.

Basandose a los diagramas de dispersion de las Fig. 4 (1) a (4), la proporcién de mieloblastos a leucocitos totales
fue de 1,2%. La proporcion de mieloblastos confirmada visualmente de la misma muestra de sangre fue de 4,0%.

(Ejemplos 4 a 9)
Se prepararon un primer reactivo y un segundo reactivo que tenian la siguiente composicion.

[Tabla 1]
Ejemplos (Fig.)

4 (Fig. | 5(Fig. | 6 (Fig. | 7 (Fig. | 8 (Fig. | 9 (Fig. | 10 (Fig.
5) 6) 7) 8) 9) 10) 11)

Primer reactivo

Tensioactivos (ppm) |Polioxietilen(15)oleil éter 2000 4000
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Ejemplos (Fig.)

4 (Fig. | 5 (Fig. | 6 (Fig. | 7 (Fig. | 8 (Fig. | 9 (Fig. | 10 (Fig.
5) 6) 7) 8) 9) 10) 11)

Primer reactivo
Polioxietilen(20)oleil éter | 2500 5000 | 10000 | 20000 | 8000 16000 2500

Agente  solubilizante | N-lauroilsarcosinato de 125 250 325 250 375 375 125
(ppm) sodio
Agente  tamponador |HEPES 30 30 30 30 30
(mM) BES 10

MOPSO 10
Medio Agua purificada 1L 1L 1L 1L 1L 1L 1L
pH 7,0 6,75 6,75 6,65 7,25 7,25 7,0
Presion osmotica (mOsm/kg) 50 50 50 50 50 50 50
Segundo reactivo
Colorante (ppm) Colorante A 50 50 50 50 | 50 50 50
Medio Etilenglicol 1L 1L 1L 1L | 1L 1L 1L

El primer reactivo (980 pL), 20 pL del segundo reactivo y 20 pl de cualquiera de las siguientes muestras de sangre
se mezclaron y se hicieron reaccionar a 35°C durante 13 segundos (17,5 segundos para los Ejemplos 4 y 11) para
preparar muestras de medicion. Se obtuvieron los diagramas de dispersion como se describe en los Ejemplos 1 a 3.

Como muestra de sangre, se utilizaron una muestra de sangre de un paciente con leucemia que contenia
mieloblastos (en lo sucesivo denominada "muestra de mieloblastos") o una muestra de sangre de un paciente con
mieloma mudltiple que no contenia mieloblastos (los eritrocitos se lisaron inadecuadamente) (en lo sucesivo
denominada " muestra con hemdlisis inadecuada").

Las Fig. 5 a 11 muestran los diagramas de dispersién obtenidos. En la figura respectiva de las Fig. 5 a 11, (A)
muestra un diagrama de dispersion cuando se utilizé la muestra de mieloblastos como muestra de sangre y (B)
muestra un diagrama de dispersion cuando se utilizé la muestra de hemodlisis incorrecta como muestra de sangre.
Normalmente, los mieloblastos se detectan en la regién "BL" en los diagramas de dispersion.

El eje x y el eje y de los diagramas de dispersion de las Fig. 5 a 11 muestran la intensidad de la luz dispersada
lateral y la intensidad de fluorescencia, respectivamente. "Ly", "Mo", "Gran" e "IG" representan las secciones en las
que aparecen linfocitos, monocitos, granulocitos y granulocitos inmaduros, respectivamente.

Basandose en estos diagramas de dispersion, las proporciones de mieloblastos a leucocitos totales se calcularon y
describieron como "region BL" en las Fig. 6 a 11.

Los resultados de las Fig. 5 a 11 muestran que cuando los analisis se llevaron a cabo utilizando el reactivo o los
reactivos de la presente invencion, se detectaron mieloblastos a partir de la muestra de mieloblastos y la proporcion
de mieloblastos fue muy baja en la muestra de hemdlisis inadecuada. Ademas, el espectro de eritrocitos, que se
detecta cuando se utiliza el reactivo convencional apenas se detectd en el andlisis de la muestra de hemodlisis
inadecuada. Por lo tanto, se muestra que al utilizar el presente o los presentes reactivos, se pueden obtener
resultados de analisis precisos debido a que los mieloblastos no se detectan incorrectamente incluso cuando se
analizaron muestras de hemdlisis inadecuadas. Ademas, la region mieloblastica y la regiéon de fantasmas de
eritrocitos no se solaparon en el diagrama de dispersion cuando se detectaron fantasmas de eritrocitos (datos no
mostrados). A saber, se muestra que al utilizar el presente o los presentes reactivos, los mieloblastos pueden
distinguirse claramente de los fantasmas de eritrocitos y los leucocitos inmaduros pueden medirse con precision
incluso a partir de muestras de sangre tales como las de pacientes con mieloma multiple, debido a que los
fantasmas de eritrocitos no aparecen en la region de los mieloblastos en los diagramas de dispersion.
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REIVINDICACIONES
1. Un reactivo para el andlisis de leucocitos inmaduros en sangre periférica que comprende:

un tensioactivo que es un tensioactivo no iénico de polioxietileno,
un agente solubilizante que es un derivado de sarcosina que tiene la siguiente férmula estructural o sus sales,

O CHjs

[

Ry—C—N—(CH,),—COOH

en donde R es un grupo alquilo C10-C22; y nes 1 a5,

y
un colorante para tefiir el acido nucleico,

en donde la concentracion del tensioactivo en el reactivo es de 500 a 15.000 ppm y el reactivo tiene una
presién osmotica no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a 150 mOsm/kg.

2. El reactivo de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el derivado de sarcosina es N-lauroilsarcosinato sédico,
lauroil metil B-alanina sédica o lauroilsarcosina.

3. El reactivo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el tensioactivo no iénico de polioxietileno tiene la
siguiente formula (1):
R'-R?- (CH2CH,0) n-H )

(en donde R representa una Cy.25 grupo alquilo, alquenilo o alquinilo; R? representa -O-, -COO- o

y n es un ndmero entero de 10 a 40).

4. El reactivo de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde el tensioactivo no iénico de polioxietileno es
polioxietilen oleil éter.

5. El reactivo de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde el polioxietilen oleil éter tiene la formula (1) en donde n es
de 15 a 20.

6. El reactivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la concentracion del agente
solubilizante en el reactivo es de 100 a 400 ppm.

7. El reactivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el colorante para tefir el acido
nucleico es al menos un colorante seleccionado del grupo que consiste en:

(1) un colorante que tiene la siguiente formula (I1):

Z prm—
1) Vs
N+/ hH N\ 2 amn
| X
R1

en donde Ry y Rz son un grupo alquilo inferior; n es 1 0 2; X" es un anioén; y Z es un atomo de azufre, un atomo de
oxigeno o un atomo de carbono que esta sustituido con un grupo alquilo inferior;

(2) un colorante que tiene la siguiente formula (I1):
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[
F
N CH—CH+—CH —R, (IT1)
| n -
R4
v

en donde R1 y Rz son un grupo alquilo inferior; n es 1 0 2; y X" es un anion:

(3) un colorante que tiene la siguiente formula (IV):

Qf»u

en donde Ry es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior; Rz y Rz son un atomo de hidrégeno, un grupo
alquilo inferior o un grupo alcoxi inferior; R4 es un atomo de hidrégeno, un grupo acilo o un grupo alquilo inferior; Rs
es un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo inferior opcionalmente sustituido; Z es un atomo de azufre, un atomo
de oxigeno o un atomo de carbono que esta sustituido con un grupo alquilo inferior; nes 1 0 2; y X es un anion;

(4) un colorante que tiene la siguiente formula (V):

CH
‘xq{(HBC);N—@c\ (V)

N*(CH3)1%y

en donde X; y X2 son independientemente Cl o |;

(5) un colorante que tiene la siguiente formula (VI):

CE]ICH—CH
j o] Q (vr)

C2H5
C2H5 C2H5 I

(6) un colorante que tiene la siguiente formula (VII):

HyC. CHs
S
@E /¢ | (VI1T1)
N’ N
| |
CH

3 CH;
16
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(7) un colorante que tiene la siguiente formula (VIII):

s 0
©i> """ _ﬁ:/\ | (V111)
1 |

C2Hs CzHs
(8) un colorante que tiene la siguiente formula (IX):

CH,

rl\l H H
N+
I

CHa

(9) un colorante que tiene la siguiente formula (X):

S S
o]
w

CHj CHs

(10) yoduro de propidio o bromuro de etidio;

(11) Heterodimero de etidio-acridina, diazida de etidio, homodimero-1 de etidio, homodimero-2 de etidio, monoazida
de etidio, bis[[3-[[4-[[(3-metilbenzotiazol-3-il)-2-iljmetileno]-1,4-dihidroquiolinin]-1-ilJpropilldimetilaminio]tetrayoduro de
trimetileno (TOTO-1) , diyoduro de 4-[(3-metilbenzotiazol-2(3H)-iliden)metil]-1-[3-(trimetilaminio)propil]quinolinio (TO-
PRO-1), tetrayoduro de N,N,N'N'-tetrametil-N,N'-bis[3-[4-[3-[(3-metilbenzotiazol-3-il)-2-il]-2-propeniliden]-1,4-
dihidroquinolin-1-il]propil]1,3-propanodiamina  (TOTO-3), o diyoduro de 2-[3-[[1-[3-(trimetilamino)propil]1,4-
dihidroquinolin]-4-iliden]-1-propenil]3-metilbenzotiazol-3-io (TO-PRO-3).

8. El reactivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que tiene un pH de 5,0 a 9,0.
9. Un kit de reactivos para el analisis de leucocitos inmaduros en sangre periférica que comprende:

un primer reactivo que comprende un tensioactivo que es un tensioactivo no idnico de polioxietileno y un
agente solubilizante que es un derivado de sarcosina que tiene la siguiente formula estructural o sus sales,

O CHjs

Ry—C—N—(CH,),—COOH
en donde R es un grupo alquilo C10-C22; y n es de 1 a 5, en donde la concentracion del agente tensioactivo
en el reactivo es de 500 a 15.000 ppm, y que tiene una presién osmatica no inferior a 10 mOsm/kg e inferior a
150 mOsm/kg, y
un segundo reactivo que comprende un colorante para tefiir acido nucleico.

10. El kit de reactivos de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde dicho derivado de sarcosina es N-
lauroilsarcosinato sédico, lauroil metil-3-alanina sédica o lauroilsarcosina.

11. El kit de reactivos de acuerdo con la reivindicaciéon 9 o 10, en donde la concentracion del agente solubilizante en
el reactivo es de 100 a 400 ppm.

12. Un método para clasificar leucocitos que comprende las etapas de:
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mezclar sangre periférica que posiblemente contiene leucocitos inmaduros con un reactivo como se define en
la Reivindicacion 1, para tefir acido nucleico de leucocitos inmaduros, en donde la razén de mezcla (en
volumen) de la sangre periférica y el reactivo es 1:10 a 1:1.000; y

medir al menos la luz dispersada y al menos la fluorescencia de los leucocitos inmaduros tratados en la etapa
anterior para clasificar los leucocitos inmaduros basandose en las diferencias de intensidades de la luz
dispersada y la fluorescencia.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 12, en donde dicho derivado de sarcosina es N-lauroilsarcosinato
sédico, lauroil metil-B-alanina sédica o lauroilsarcosina.

14. El método de acuerdo con la reivindicacién 12 o 13, en donde la concentracion del agente solubilizante en el
reactivo es de 100 a 400 ppm.
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]

(1) (2)
WMCIPT - FSC M C3P3 - SFLL

TNCC Férmula de calculo: TNCC

Intensidad de fluorescencia
Intensidad de fluorescencia

Regién mieloblastica 1

B C3P3 - SFLL W G2P3 - SSCL
Intensidad de luz dispersada frontal Intensidad de luz dispersada lateral
(3) (4)

BC1P1 - FSC M C3P3 - SFLL

Formula de calculo: TNCC
Regién mieloblastica 2
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Intensidad de fluorescencia

Intensidad de luz dispersada frontal

W C2P3 - 55CL I C2P2 - SSCW

Intensidad de luz dispersada lateral Intensidad de luz dispersada lateral
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[Fig. 3]

(1) (2)
WOCIP - FSC W C3P3 - SFLL

TNCCE Férmula de calculo: TNCC

Intensidad de fluorescencia
Intensidad de fluorescencia

Regién mieloblastica 1

M C3P3 - SFLL B C2P3 - SSCL

Intensidad de luz dispersada frontal Intensidad de luz dispersada lateral

(3) (4)
WGP - FSC B GC3P3 - SFLL

Férmula de célculo: TNCC

Regién mieloblastica 2

’ Particulas mieloblasticas

Intensidad de fluorescencia

Intensidad de luz dispersada frontal

W C2P3 - SSCL M C2P3 - SSCL

Intensidad de luz dispersada lateral Intensidad de luz dispersada lateral
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[Fig. 4]

(1) (2)

MCIP1 - FSC W C3P3 - SFLL

TNCC Férmula de calculo: TNCC

Intensidad de fluorescencia
Intensidad de fluorescencia

Regién mieloblastica 1

W C3P3 - SFLL Il C2P3 - SSCL
Intensidad de luz dispersada frontal Intensidad de luz dispersada lateral
(3) (4)
BC1P1 - FSC B C3P3 - SFLL
Formula de calculo: TNCC
Region mielobléstica 2

Particulas mieloblasticas

Intensidad de fluorescencia

Intensidad de luz dispersada frontal

B C2P3 - SSCL W C2P2 - SSCW

Intensidad de luz dispersada lateral Intensidad de luz dispersada lateral
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[Fig. 7]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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