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DESCRIPCION
Ensayos de analitos macromoleculares
Antecedentes

La presente invencion se refiere en general a composiciones y métodos utiles para determinar la presencia o
ausencia de analitos, en particular, analitos macromoleculares.

El campo del diagnéstico clinico ha experimentado una amplia expansion a lo largo de los afios, tanto en cuanto a la
variedad de materiales de interés que pueden determinarse con facilidad y precisién, como en los métodos para la
determinacion. Se desean medios convenientes, fiables y no peligrosos para detectar la presencia de bajas
concentraciones de materiales en liquidos. En quimica clinica, estos materiales pueden estar presentes en fluidos
corporales en concentraciones por debajo de 107'2 molar. La dificultad de detectar bajas concentraciones de estos
materiales se ve aumentada por los tamafios de muestra relativamente pequefios que pueden utilizarse. Se conoce
un inmunoensayo de reconocimiento dual para la deteccion de anticuerpos en una muestra con alta especificidad y
sensibilidad (patente US 2010/0196878 A1). Ademas, la patente US 2009/0258435 A1 proporciona un método para
disefiar un reactivo de anticuerpo para su uso en un ensayo para la deteccidon de un analito para obtener una
sensibilidad y/o intervalo dinamico del ensayo 6ptimos.

Enfermedades como, por ejemplo, una enfermedad infecciosa o una enfermedad autoinmune, se manifiestan en la
formacion de un anticuerpo contra un antigeno especifico que es caracteristico de la enfermedad y que se encuentra
en la sangre de un paciente. Por lo tanto, en la detecciéon de dichas enfermedades es importante detectar la
presencia y/o cantidad del anticuerpo contra un antigeno especifico caracteristico de dicha enfermedad. Por
ejemplo, la patente EP 0 351 248 A2 y el documento WO 01/27621 A2 estén dirigidos a un método de
inmunoensayo para la deteccion o medicion de sustratos en fluidos bioldgicos como la sangre, el suero o el plasma.
Las muestras como la sangre, por ejemplo, el suero, normalmente tienen una gran cantidad de anticuerpos
presentes en la muestra. Se conocen métodos para la deteccién de anticuerpos contra antigenos especificos.
Dichos métodos implican la unién, covalente o no covalente, de todos los anticuerpos en una muestra con un
reactivo y a continuacion identificar, de todos los anticuerpos unidos, el anticuerpo contra el antigeno especifico.
Como resultado, se debe usar una gran cantidad de este reactivo porque la mayoria del reactivo se une a los
anticuerpos que no estan dirigidos al antigeno especifico de interés. Los ejemplos de dichos enfoques incluyen
poner en contacto una muestra humana con una IgG de mamifero biotinilada dirigida contra humano que reconoce y
se une no covalentemente a todos los anticuerpos humanos en la muestra. En otro ejemplo, todos los anticuerpos
en una muestra se biotinilan a través de la union covalente de la biotina a los anticuerpos.

Existe la necesidad de un ensayo para un analito macromolecular como un anticuerpo que no utilice un reactivo que
se una a todas las sustancias macromoleculares en una muestra. El ensayo debe minimizar el numero de reactivos
necesarios para medir el analito macromolecular de interés que esta presente en una muestra.

Sumario

El objeto de la presente invencion es un método para determinar un analito macromolecular en una muestra
sospechosa de contener el analito macromolecular. El método comprende combinar en un medio la muestra y un
reactivo conjugado que comprende una molécula pequefia y un compafero de unidn del analito macromolecular,
combinar el reactivo conjugado y un compariero de unién marcado de la molécula pequefa, y examinar el reactivo
conjugado o el medio para una cantidad de compafiero de uniéon marcado de la molécula pequefia que se une a la
molécula pequefia y relaciona la su cantidad con la cantidad del analito macromolecular en la muestra. El analito
macromolecular, cuando esta presente, se une al compafiero de unién del analito macromolecular. Tiene un tamafio
o una forma o una combinaciéon de tamafio y forma que dificulta la capacidad del compariero de unién para que la
molécula pequefia se una a la molécula pequefia cuando la molécula pequefia es parte del reactivo que también
comprende el compafero de unidon que es especifico para la sustancia macromolecular. El analito macromolecular
tiene un peso molecular de al menos 5000 y se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos, enzimas,
hormonas, polinucleétidos y carbohidratos. La molécula pequeiia es una molécula organica que tiene un peso
molecular en el intervalo de 100 a 2000, comprende grupos funcionales que son reactivos con el compafiero de
union del analito macromolecular y esta unida al compariero de unién del analito macromolecular. Preferiblemente,
el reactivo conjugado comprende ademas un soporte al que se unen la molécula pequefa y el compafiero de unién
del analito macromolecular.

En el método, el analito macromolecular es preferiblemente un analito de anticuerpos, el compariero de unién del
analito macromolecular es un antigeno que se une al analito de anticuerpos, y la molécula pequefia y la molécula
pequefia y el antigeno que se une al analito de anticuerpos se unen a un soporte, comprendiendo ademas el
método: incubar el medio en condiciones para la unién del compafiero de unién marcado a la molécula pequefa, y
examinar el soporte o el medio para una cantidad de compafiero de unién marcado de la molécula pequefia unida a
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la molécula pequefia y relacionar su cantidad con la cantidad del analito de anticuerpo en la muestra.

La molécula pequeina se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en biotina, destiobiotina, dinitrofenol,
digoxina, digoxigenina, rodamina y fluoresceina. El marcador del compafiero de unién marcado se selecciona del
grupo que consiste en enzimas, fluorescentes, quimioluminiscentes, bioluminiscentes, electroluminiscentes,
sensibilizadores y materiales radioactivos. La muestra puede ser una excrecion corporal, una aspiracion corporal,
una extirpacion corporal o un extracto corporal. El método es preferiblemente un método de ensayo homogéneo. El
soporte es, por ejemplo, una particula no magnética, una particula magnética, una placa o un tubo. El soporte puede
comprender un marcador que es interactivo con el marcador del compafero de unién marcado. Preferiblemente, en
el método, la molécula pequefia y el antigeno que se une al analito del anticuerpo se unen a una particula, el método
comprendiendo ademas: incubar el medio en condiciones para la union del compafiero de unién marcado a la
molécula pequefia, y examinar el soporte o el medio para una cantidad de compafero de unién marcado unida a la
molécula pequefia y relacionar la su cantidad con la cantidad del analito de anticuerpo en el muestra. El compafero
de unién marcado estd marcado preferiblemente con una particula que comprende un marcador sensibilizador y la
particula que tiene unida a la misma una molécula pequefia comprende un marcador quimioluminiscente. La
particula que tiene unida a ella una molécula pequefia es preferiblemente una particula magnética. En una
realizacion preferida, la molécula pequefa esta unida al antigeno, que esta unido a la particula.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que muestra una comparacion de diferentes reactivos biotinilados utilizados para llevar
a cabo un método de acuerdo con un ejemplo de acuerdo con los principios descritos en el presente documento.
La Figura 2 es un grafico que muestra una grafica de uno de los reactivos biotinilados de la Figura 1 utilizado en
la realizacién de un método de acuerdo con un ejemplo de acuerdo con los principios descritos en este
documento.

Descripcion detallada de realizaciones especificas

Los ejemplos de acuerdo con los principios descritos en el presente documento proporcionan un formato simple para
un ensayo para un analito macromolecular tal como, por ejemplo, un anticuerpo humano, que evita el desafio de
seleccionar el analito macromolecular de interés de todas las multiples sustancias macromoleculares presentes en
muestra de paciente. Los ejemplos de acuerdo con los principios descritos en el presente documento eliminan la
necesidad de una unién covalente o no covalente de un reactivo a esencialmente todas las sustancias
macromoleculares presentes en una muestra para evaluar un analito macromolecular de interés. Se evita el uso de
un reactivo de este tipo junto con su coste asociado y posibles problemas de interferencia.

En los ejemplos de acuerdo con los principios descritos en este documento, se emplea un sistema de reactivos en el
que los reactivos no incluyen un reactivo que se une de forma covalente o no covalente a esencialmente a todas las
sustancias macromoleculares presentes en una muestra. Por lo tanto, el sistema de reactivos esta esencialmente
libre de un reactivo que se une de forma covalente o no covalente a esencialmente todas las sustancias
macromoleculares en una muestra. Los ejemplos de acuerdo con los principios descritos en este documento utilizan
un sistema de reactivos en el que la Unica interaccion de un analito macromolecular es con un compafero de unién
especifico para el analito macromolecular. Por ejemplo, para un analito de anticuerpos, la Unica interaccion del
analito de anticuerpos es una interaccién anticuerpo-antigeno en la que el anticuerpo objetivo de una muestra
reconoce un antigeno especifico empleado en un sistema de reactivos de acuerdo con los principios descritos en
este documento. En algunos ejemplos, el antigeno especifico puede inmovilizarse sobre un soporte sélido. A través
de la atraccion del anticuerpo de muestra al antigeno especifico, el anticuerpo bloqueara fisicamente o impedira
estéricamente la disponibilidad de una molécula pequefia a un compafero de unién de la molécula pequefia, que
puede estar marcado o se puede marcar (es decir, comprende un resto que se une a un marcador como, por
ejemplo, un miembro de un par de union especifico). En algunos enfoques de acuerdo con los principios descritos en
este documento, una muestra de nivel cero sin anticuerpo tendra una alta sefial de generacion, y cantidades
crecientes de anticuerpos en la muestra reduciran progresivamente la cantidad de sefial generada a partir del
marcador.

El término "analito" se refiere a un componente de interés; el compuesto o composicion a detectar. El analito es un
miembro de un par de unién especifico.

El término "analito(s) macromolecular(es)" se refiere a una sustancia que tiene un tamafio o una forma o una
combinacién de tamafio y forma que dificulta la capacidad de un compafiero de unién para que una molécula
pequefia se una a la molécula pequefia cuando la molécula pequefia es parte de un reactivo que también
comprende un compafiero de unién (por ejemplo, material antigénico) que es especifico para la sustancia
macromolecular. Los analitos macromoleculares son moléculas poliméricas que tienen un peso molecular (peso
molecular promedio en peso) de al menos 5000, o al menos aproximadamente 10.000, o al menos
aproximadamente 50.000, o al menos aproximadamente 100.000, o al menos aproximadamente 500.000, o al
menos aproximadamente 1.000.000, por ejemplo. El peso molecular puede estar en un intervalo de 5.000 a
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aproximadamente 10.000.000 o mas, o de 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, o de aproximadamente
50.000 a aproximadamente 10.000.000 o mas, o de aproximadamente 50.000 a aproximadamente 8.000.000, o de
aproximadamente 50.000 a aproximadamente 6.000.000, o de aproximadamente 50.000 a aproximadamente
5.000.000 o de aproximadamente 50.000 a aproximadamente 4.000.000, o de aproximadamente 50.000 a
aproximadamente 3.000.000 o de aproximadamente 50.000 a aproximadamente 2.000.000, o de aproximadamente
50.000 a aproximadamente 1.000.000, o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente 10.000.000 o mas, o de
aproximadamente 100.000 a aproximadamente 8.000.000, o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente
6.000.000 o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente 5.000.000 o de aproximadamente 100.000 a
aproximadamente 4.000.000, o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente 3.000.000 o de aproximadamente
100.000 a aproximadamente 2.000.000, o de aproximadamente 100.000 a aproximadamente 1.000.000, por
ejemplo.

Los analitos macromoleculares pueden ser, por ejemplo, poli (aminoacidos), es decir, polipéptidos y proteinas;
carbohidratos, por ejemplo, polisacaridos; o acidos nucleicos; y combinaciones de los mismos. Dichas
combinaciones incluyen, pero no se limitan a, componentes de bacterias, virus, cromosomas, genes, mitocondrias,
nucleos y membranas celulares, por ejemplo. En la categoria de poli (aminoacidos), los poli (aminoacidos) de interés
tienen un peso molecular de 5000 a 5.000.000, o un peso molecular de aproximadamente 20.000 a 1.000.000; entre
las hormonas de interés, los pesos moleculares generalmente oscilaran entre 5000 y 60.000 de peso molecular. Los
analitos macromoleculares se seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos, enzimas, hormonas,
polinucleétidos y carbohidratos.

Una amplia variedad de proteinas estan incluidas dentro del término poli (aminoacidos). Dichas proteinas incluyen,
por ejemplo, inmunoglobulinas, citoquinas, enzimas, hormonas, antigenos del cancer, marcadores nutricionales,
antigenos especificos de tejidos, por ejemplo. Dichas proteinas incluyen, a titulo ilustrativo y no limitante,
protaminas, histonas, albuminas, globulinas, escleroproteinas, fosfoproteinas, mucoproteinas, cromoproteinas,
lipoproteinas, nucleoproteinas, glicoproteinas, receptores de células T, proteoglicanos, HLA, proteinas no
clasificadas, por ejemplo, somatotropina, prolactina, insulina, pepsina, proteinas que se encuentran en el plasma
humano, factores de coagulacion de la sangre, hormonas proteicas como, por ejemplo, hormona estimulante
folicular, hormona luteinizante, luteotropina, prolactina, gonadotropina coridnica, hormonas de tejidos, citoquinas,
antigenos del cancer como, por ejemplo, PSA, CEA, o-fetoproteina, fosfatasa acida, CA19. 9 y CA125, antigenos
especificos de tejido, tales como, por ejemplo, fosfatasa alcalina, mioglobina, CPK-MB vy calcitonina, y hormonas
peptidicas. Otros materiales poliméricos de interés son los mucopolisacaridos y los polisacaridos.

Para los analitos de inmunoglobulina, los pesos moleculares varian de aproximadamente 10.000 a
aproximadamente 2 x 108, o de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 10°. Para las inmunoglobulinas, IgA,
IgG, IgE e IgM, los pesos moleculares varian de aproximadamente 160.000 a aproximadamente 108. Los pesos
moleculares de las enzimas estan en el intervalo de aproximadamente 10.000 a aproximadamente 1.000.000. Los
receptores naturales varian ampliamente, y en general tienen un peso molecular de al menos aproximadamente
25.000 y pueden tener un peso molecular de aproximadamente 10° o superior, incluidos materiales como la avidina,
el ADN, el ARN, la globulina de unién a la tiroxina, la prealbumina de unién a la tiroxina y la transcortina, por
ejemplo. El término analito macromolecular incluye ademas analitos polinucleotidicos, tales como m-ARN, r-ARN, t-
ARN, ADN y duplex de ADN-ARN, por ejemplo.

La muestra a analizar puede ser biologica o no biolégica. Las "muestras no biolégicas" son aquellas que no se
relacionan con un material biolégico e incluyen, por ejemplo, muestras de suelo, muestras de agua, muestras de
aire, muestras de otros gases y muestras de minerales. La frase "muestra bioldgica" se refiere a cualquier material
biolégico como, por ejemplo, fluido corporal, tejido corporal, compuestos corporales y medios de cultivo. La muestra
puede ser un sélido, semisoélido o un fluido (un liquido o un gas) de cualquier fuente. En algunas realizaciones, la
muestra puede ser una excrecion corporal, una aspiracion corporal, una extirpacién corporal o un extracto corporal.
El cuerpo puede ser, por ejemplo, de mamiferos, reptiles, peces, plantas, hongos o bacterias. En algunos ejemplos,
la muestra es la de un mamifero y en algunas realizaciones, el cuerpo es un cuerpo humano.

Las excreciones corporales son aquellas sustancias que se excretan de un cuerpo (aunque también pueden
obtenerse por escision o extraccion) como, por ejemplo, orina, heces, deposiciones, mucosidad vaginal, semen,
lagrimas, aliento, sudor, liquido de ampollas y exudados inflamatorio. Las extirpaciones corporales son aquellos
materiales que se extraen de un cuerpo como, por ejemplo, muestras de piel, cabello y tejidos, incluidas biopsias de
organos y otras partes del cuerpo. Las aspiraciones corporales son aquellos materiales que se aspiran de un cuerpo
como, por ejemplo, moco, saliva y esputo. Los extractos corporales son aquellos materiales que se extraen de un
cuerpo como, por ejemplo, sangre entera, plasma, suero, liquido espinal, liquido cefalorraquideo, liquido linfatico,
liquido sinovial y liquido peritoneal.
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El reactivo empleado en la determinaciéon de un analito macromolecular comprende un conjugado de una molécula
pequefia y un compafiero de unién del analito macromolecular. En algunos ejemplos de acuerdo con los principios
descritos en el presente documento, un reactivo empleado en la determinaciéon de un analito macromolecular
comprende un soporte que tiene unido al mismo una molécula pequefia y un compafiero de unién del analito
macromolecular, que puede unirse individualmente al soporte o se puede unir como un conjugado de la molécula
pequefia y un compaiero de unidn del analito macromolecular.

El soporte puede ser sélido o semisodlido y puede comprender un material organico o inorganico, insoluble en agua,
que puede ser transparente o parcialmente transparente. El soporte sélido puede tener cualquiera de varias formas
tales como, por ejemplo, particulas, incluyendo esferas y particulas, pelicula, membrana, tubo que incluye fibra
hueca, pocillo, tira, varilla y superficies planas como, por ejemplo, placa. Dependiendo del tipo de ensayo, el soporte
soélido puede o puede no ser suspendible en el medio en el que se emplea. Los ejemplos de un soporte sélido
suspendible incluyen materiales poliméricos tales como particulas de latex y particulas magnéticas. Otras
composiciones solidas de soporte incluyen polimeros, tales como poli (cloruro de vinilo), poliacrilamida, poliacrilato,
polietileno, polipropileno, poli-(4-metilbuteno), poliestireno, polimetacrilato, poli (etilentereftalato), nailon, y poli (vinil
butirato), por ejemplo; ya se usen por si mismos o junto con otros materiales.

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

La molécula pequefia es una molécula organica que tiene un peso molecular por debajo de 2000, o por debajo de
aproximadamente 1500, o por debajo de aproximadamente 1000, o por debajo de aproximadamente 500, o por
debajo de aproximadamente 400, o por debajo de aproximadamente 300, por ejemplo. En algunos ejemplos, la
molécula pequefia tiene un peso molecular en el intervalo de aproximadamente 100 a 2000, o de aproximadamente
100 a aproximadamente 1500, o de aproximadamente 100 a aproximadamente 1000, o de aproximadamente 100 a
aproximadamente 500, o de aproximadamente 100 a aproximadamente 400, o de aproximadamente 100 a
aproximadamente 300, o de aproximadamente 100 a aproximadamente 200, o de aproximadamente 200 a
aproximadamente 2000, o de aproximadamente 200 a aproximadamente 1500, o de aproximadamente 200 a
aproximadamente 1000, o de aproximadamente 200 a aproximadamente 500, o de aproximadamente 200 a
aproximadamente 400, o de aproximadamente 200 a aproximadamente 300, por ejemplo. Los ejemplos del
companiero de uniéon a moléculas pequenas para los pares de moléculas pequeinas, a modo de ilustracion y no de
limitacion, incluyen el compariero de unién a biotina para la biotina (por ejemplo, avidina, estreptavidina, o anticuerpo
para biotina), compafiero de unidon a destiobiotina para destiobiotina (por ejemplo, avidina, estreptavidina o
anticuerpo para destiobiotina), compafiero de unién a digoxina para digoxina (por ejemplo, anticuerpo para digoxina,
etc.), compafiero de union a fluoresceina para fluoresceina (anticuerpo para fluoresceina, etc.), companero de unién
a rodamina para rodamina (por ejemplo, anticuerpo para rodamina) y compafiero de unién a péptido para el péptido
(anticuerpo para el péptido, etc.), por ejemplo.

La frase "compariero de union" se refiere a una molécula que es miembro de un par de unién especifico. Un
miembro de un par de unién especifico es una de las dos moléculas diferentes que tienen un area sobre la superficie
0 en una cavidad, que se une especificamente y por lo tanto se define como complementario con una organizacién
espacial y polar particular de la otra molécula. Los miembros del par de unién especifico pueden ser miembros de un
par inmunoldgico, como antigeno-anticuerpo o hapteno-anticuerpo, biotina-avidina, hormonas-receptores de
hormonas, enzima-sustrato, duplex de acidos nucleicos, IgG-proteina A, y pares de polinucleétidos tales como como
ADN-ADN, ADN-ARN, por ejemplo.

El compafiero de unién de la molécula pequena puede estar unida, covalente o no covalentemente, a un marcador
para formar un compafiero de unién marcado de la molécula pequefia 0 a un resto al que puede unirse el marcador.
El marcador puede ser cualquier molécula que esté involucrada directa o indirectamente en la generacion de una
sefial en el ensayo que corresponda a la presencia del analito en una muestra. El marcador es parte de un sistema
de produccién de sefales, que puede tener uno o mas componentes, con al menos un componente que es el
marcador. El sistema de produccién de sefiales genera una sefial que se relaciona con la presencia de un analito en
una muestra. El sistema de produccion de sefiales incluye todos los reactivos necesarios para producir una sefal
medible. Otros componentes del sistema de produccién de sefiales incluyen, entre otros, sustratos, potenciadores,
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activadores, compuestos quimioluminiscentes, cofactores, inhibidores, captadores, iones metalicos, sustancias de
union especifica requeridas para la unidn de sustancias que generan seiales, por ejemplo. Otros componentes del
sistema de produccion de sefales pueden ser coenzimas, sustancias que reaccionan con productos enzimaticos,
otras enzimas y catalizadores, por ejemplo.

El marcador puede detectarse directamente o es detectable indirectamente a través de, por ejemplo, una reaccion
de union especifica que une el marcador a un resto que comprende un componente generador de sefial que produce
una sefial detectable. EI marcador puede ser isotdpico o no isotdpico, y puede ser, a modo de ilustracion y sin
limitacion, un polinucleétido que codifica un catalizador, un promotor, un colorante, una molécula fluorescente, una
molécula quimioluminiscente, un sensibilizador que incluye fotosensibilizadores, una enzima, una coenzima, un
sustrato enzimatico, un resto radioactivo, una molécula orgdnica pequefia, una secuencia de polinucledtidos
amplificable, un soporte tal como, por ejemplo, una particula tal como, por ejemplo, una particula de latex o carbono,
un sol metalico, una cristalita, un liposoma, una célula, una placa de microtitulacion, por ejemplo. En algunos
ejemplos de acuerdo con los principios descritos en el presente documento, el marcador del compafero de unién
marcado se selecciona del grupo que consiste en enzimas, fluorescentes, quimioluminiscentes, sensibilizadores,
bioluminiscentes, electroluminiscentes y restos radioactivos.

El soporte comprende ademas un compafero de unién del analito macromolecular, cuya naturaleza depende de la
naturaleza del analito macromolecular. Por ejemplo, para un analito macromolecular que es un anticuerpo, el
compainiero de unién para el anticuerpo puede ser un antigeno que se une especificamente al anticuerpo, es decir,
un antigeno especifico para el analito de anticuerpo. Para un analito macromolecular que es una enzima, el
companiero de union para la enzima puede ser un sustrato para la enzima. Para un analito macromolecular que es
un polinucledtido, el compafiero de unién para el polinucleétido puede ser un segundo polinucleétido que es
complementario al primer polinucledétido.

La molécula pequefia y el compafiero de unién del analito macromolecular pueden asociarse cada uno
individualmente con el soporte o la molécula pequefia se puede unir al compafiero de uniéon del analito
macromolecular, que esta asociado con el soporte. La forma de asociacion de la molécula pequefia y/o el
compainiero de unién del analito macromolecular con un soporte depende de una o mas de la naturaleza del soporte,
la naturaleza de la molécula pequeia y el compafiero de unién del analito macromolecular, la superficie especifica y
la porosidad del soporte y la naturaleza de cualquier disolvente empleado, por ejemplo. La asociaciéon puede ser por
adsorcion de la molécula pequefia y/o el compafiero de union del analito macromolecular por el soporte, la unién
covalente de la molécula pequena y/o el compafiero de unién del analito macromolecular al soporte, la unién no
covalente de la molécula pequefia y/o el compafiero de union del analito macromolecular al soporte por medio de
miembros de pares de unién (por ejemplo, avidina-biotina y digoxina-anticuerpo para digoxina), por ejemplo. De esta
manera, la molécula pequefa y/o el compafero de union del analito macromolecular se "asocia con" el soporte
solido.

Para la unién de la molécula pequefia a un compafiero de union para que el analito macromolecular forme un
reactivo conjugado o para la uniéon covalente de una molécula pequena y/o un compafiero de unién del analito
macromolecular a un soporte, puede emplearse una funcionalidad reactiva o un grupo funcional en uno o mas de la
molécula pequefia, el compariero de unién del analito macromolecular y el soporte para unir la molécula pequefa y/o
el compafero de union del analito macromolecular entre si y/o al soporte. Los grupos funcionales en la molécula
pequefa y/o el compafiero de unién del analito macromolecular pueden estar presentes de forma natural o pueden
introducirse sintéticamente y se discuten mas detalladamente a continuacion. El término "conjugado” se refiere a un
compuesto formado por la unién covalente de dos 0 mas compuestos quimicos.

La naturaleza de los grupos funcionales empleados depende de una o mas de la naturaleza del soporte, la
naturaleza del grupo funcional en una molécula pequefia y/o el compariero de unién del analito macromolecular, la
naturaleza de cualquier recubrimiento como, por ejemplo, un polisacarido en el soporte, y la flexibilidad en la
incorporacién de grupos funcionales en el soporte, por ejemplo. Los grupos funcionales pueden estar presentes de
forma natural o pueden introducirse sintéticamente mediante técnicas que son bien conocidas en la técnica. El
término "grupo funcional" se refiere a una funcionalidad que puede reaccionar con una funcionalidad reactiva
correspondiente en otra molécula para formar un enlace covalente. Dichas funcionalidades reactivas incluyen, a
modo de ilustraciéon y no de limitacién, aldehido, carboxi, amino, imino, sulfhidrilo e hidroxi, por ejemplo. Estan
disponibles un gran numero de grupos funcionales adecuados para unirse a grupos amino (grupos funcionales
reactivos amina), grupos carboxi (grupos funcionales reactivos carboxi), sulfhidrilos (grupos funcionales reactivos
sulfhidrilo) y alcoholes (grupos funcionales reactivos alcohol), por ejemplo. Dichos grupos funcionales incluyen, pero
no se limitan a, ésteres activados que incluyen, por ejemplo, ésteres carboxilicos, ésteres imidicos, ésteres
sulfénicos y ésteres de fosfato; nitritos activados; aldehidos; cetonas; maleimidas; haloalquilamidas; y agentes
alquilantes, por ejemplo.

En algunos ejemplos, los grupos funcionales estan presentes en el soporte y/o en la molécula pequefa y/o el
companfero de unién del analito macromolecular por medio de un grupo de unién, que puede comprender una
cadena de 1 a aproximadamente 60 atomos o mas, o de 1 a aproximadamente 50 atomos, o de 1 a
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aproximadamente 40 atomos, o de 1 a 30 atomos, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 atomos, o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 atomos, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 60 o mas atomos,
o de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 atomos, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 40 atomos, o
de aproximadamente 5 a 30 atomos, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 20 atomos, o de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 atomos, cada uno seleccionado independientemente del grupo que
normalmente consiste en carbono, oxigeno, azufre, nitrégeno, y fésforo, generalmente carbono y oxigeno. El numero
de heteroatomos en el grupo de unidn puede variar de aproximadamente 0 a aproximadamente 8, de
aproximadamente 1 a aproximadamente 6, o de aproximadamente 2 a aproximadamente 4, e incluyen heteroatomos
que pueden estar presentes en un grupo funcional en el grupo de unién. Los atomos del grupo de unién pueden
estar sustituidos con otros atomos distintos al hidrégeno, como por ejemplo uno o mas de carbono, oxigeno y
nitrégeno en forma de, por ejemplo, grupos alquilo, arilo, aralquilo, hidroxilo, alcoxi, ariloxi o aralcoxi. Como regla
general, la longitud de un grupo de unién particular puede seleccionarse arbitrariamente para proporcionar la
conveniencia de la sintesis con la condiciéon de que haya una interferencia minima causada por el grupo de unién
con la capacidad de las moléculas unidas para realizar su funcién particular, como por ejemplo, su funcién en un
ensayo. El grupo de unidn puede ser alifatico o aromatico. Cuando hay heteroatomos, el oxigeno normalmente
estara presente como oxi u oxo, unido a carbono, azufre, nitrégeno o fosforo; el azufre estara presente como tioéter
o tiono; el nitrégeno normalmente estara presente como nitro, nitroso o amino, normalmente unido a carbono,
oxigeno, azufre o fésforo; el fésforo se unira al carbono, azufre, oxigeno o nitrégeno, generalmente como fosfonato y
mono o diéster fosfato. Las funcionalidades presentes en el grupo de unién pueden incluir ésteres, tioésteres,
amidas, tioamidas, éteres, ureas, tioureas, guanidinas, grupos azo, tioéteres, carboxilato, etc. El grupo de unién
también puede ser una macro-molécula tal como poliéteres, polisacaridos, péptidos, proteinas, nucledtidos y
dendrimeros.

Como se ha mencionado anteriormente, una molécula pequefia se une al compafiero de unién para que el analito
macromolecular forme un conjugado en lugar de unirse directamente al soporte. La molécula pequefia y el
companiero de unién del analito macromolecular cada una pueden contener una funcionalidad que son reactivas
entre si. Dichas funcionalidades incluyen las mencionadas anteriormente para unir la molécula pequena y/o el
compainiero de unién del analito macromolecular a un soporte.

En el método de determinacién de un analito macromolecular en una muestra sospechosa de contener el analito
macromolecular, la muestra y un reactivo conjugado que comprende una molécula pequefia y un compafero de
union del analito macromolecular, que puede o puede no estar unido a un soporte, se combinan en un medio, que
puede ser un medio de ensayo. En algunos ejemplos, el medio de ensayo es un medio acuoso tamponado que tiene
un pH moderado. El medio acuoso puede ser exclusivamente 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 miscible con agua, por
ejemplo, un alcohol, un éter o una amida. El pH para el medio generalmente 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, por ejemplo. El pH utilizado a menudo es el resultado de
un compromiso entre la union 6ptima de los miembros de unién de cualquier par de unién especifico y el pH éptimo
para otros reactivos del ensayo, como los miembros del sistema de produccion de sefiales, por ejemplo. Se pueden
usar varios tampones para lograr el pH deseado y mantener el pH durante la determinacién. Los tampones
ilustrativos incluyen, a modo de ilustracion y no de limitacion, borato, fosfato, carbonato, Tris (tris (hidroximetil)-
aminometano), barbital, PIPES, HEPES, MES, ACES, MOPS y BICINE, por ejemplo. El tampon particular empleado
no es critico, pero en un ensayo individual puede preferirse uno u otro tampodn.

Se pueden emplear diversos materiales auxiliares en el medio de ensayo. Por ejemplo, ademas de los tampones, el
medio puede comprender uno o mas estabilizadores para el medio y para los reactivos empleados y sales para
aumentar la fuerza idnica, por ejemplo. En algunos ejemplos, ademas de estos aditivos, el medio puede incluir
proteinas tales como, por ejemplo, albuminas; disolventes organicos tales como, por ejemplo, formamida; sales de
amonio cuaternario; polianiones tales como, por ejemplo, sulfato de dextrano; potenciadores de la union, por
ejemplo, polialquilenglicoles; polisacaridos tales como, por ejemplo, dextrano, trehalosa o similares. El medio
también puede comprender agentes para prevenir la formacion de coagulos de sangre. Dichos agentes son bien
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, EDTA, EGTA, citrato y heparina. El medio también puede
comprender uno 0 mas conservantes como se conocen en la técnica, tales como, por ejemplo, azida de sodio,
sulfato de neomicina, PROCLIN® 300 y estreptomicina. Cualquiera de los materiales anteriores, si se emplea, esta
presente en una concentracion o cantidad suficiente para lograr el efecto o funcion deseada.

El reactivo conjugado y el compafiero de union marcado de la molécula pequefia se combinan. En algunos ejemplos,
la muestra, el reactivo conjugado y el compafiero de unién marcado de la molécula pequefia se combinan
secuencialmente y, en algunos ejemplos, la muestra, el reactivo conjugado y el compafiero de unién marcado se
combinan de manera esencialmente simultanea. En algunos ejemplos, el orden de adicion mas simple es afadir
todos los materiales simultaneamente y examinar el medio o el reactivo conjugado para una cantidad de sefial como
en un ensayo homogéneo. Alternativamente, como se ha mencionado anteriormente, los reactivos se pueden
combinar secuencialmente.
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Cuando los reactivos anteriores se combinan secuencialmente, se pueden emplear uno o mas periodos de
incubacién entre las etapas de combinacién. Por lo tanto, se pueden aplicar uno o mas periodos de incubacion al
medio en uno o mas intervalos, incluidos los intervalos entre las adiciones de varios reactivos para determinar el
analito macromolecular. La naturaleza de los periodos de incubacion (por ejemplo, la duracion y la temperatura)
depende de la naturaleza de un método de ensayo particular empleado en las presentes determinaciones. En
muchas realizaciones, el medio se incuba a una temperatura y durante un tiempo suficiente para que se produzca la
unioén de los companferos de union y para que se produzca la unién y reacciéon de otros reactivos. Normalmente se
emplean temperaturas moderadas para llevar a cabo el método. Las temperaturas de incubacién pueden variar de
aproximadamente 5 °C a aproximadamente 70 °C, o de aproximadamente 15 °C a aproximadamente 70 °C, o de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 45 °C, por ejemplo. El periodo de tiempo para una incubacion es de
aproximadamente 0,2 segundos a aproximadamente 6 horas, o de aproximadamente 2 segundos a
aproximadamente 1 hora, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 minutos, por ejemplo. El periodo de
tiempo depende de la temperatura del medio y la velocidad de union de los diversos reactivos, que esta determinada
por la constante de velocidad de asociacion, la concentracion, la constante de unién y la constante de velocidad de
disociacion.

Después de la combinacion del reactivo conjugado y el compafiero de uniéon marcado de la molécula pequefia, se
examina el reactivo conjugado o el medio para determinar la cantidad de compafero de uniéon marcado unida a la
molécula pequefia. En algunos ejemplos, el reactivo o el medio se examinan en busca de una cantidad de sefal
procedente del marcador del compafero de uniéon marcado de la molécula pequefia. Cuando se examina el medio
en busca de una cantidad de sefal procedente del marcador, se puede emplear una cantidad conocida y controlada
del compafiero de unién marcado de la molécula pequefia, que exceda la cantidad maxima de analito
macromolecular que se espera que esté presente en una muestra. En cualquiera de los dos enfoques, la medicion
de la cantidad de sefial procedente del marcador permite medir una cantidad de analito macromolecular en la
muestra.

La frase "medir la cantidad de analito macromolecular" se refiere a la determinacidn cuantitativa, semicuantitativa y
cualitativa del analito macromolecular. Los métodos que son cuantitativos, semicuantitativos y cualitativos, asi como
todos los demas métodos para determinar el analito macromolecular, se consideran métodos para medir la cantidad
del analito macromolecular. Por ejemplo, un método, que simplemente detecta la presencia o ausencia del analito
macromolecular en una muestra sospechosa de contener el analito macromolecular, se considera que esta incluido
dentro del alcance de la presente invencion. Los términos "deteccion" y "determinacion”, asi como otros sinénimos
comunes para medir, se contemplan dentro del alcance de la presente invencién. La frase "muestra sospechosa de
contener el analito” incluye determinar si un analito esta presente o no en una muestra. Por lo tanto, la frase se
aplica para determinar tanto la presencia como la ausencia de analito en la muestra. Incluido dentro del alcance de
la frase esta el analisis de una muestra que no se sospecha que contenga el analito.

Como se ha mencionado anteriormente, el examen del reactivo conjugado o del medio implica la deteccién de una
sefial del reactivo conjugado o del medio. La presencia y/o cantidad de la sefial estan relacionadas con la presencia
y/o cantidad del analito macromolecular en la muestra. El modo particular de deteccién depende de una o mas de la
naturaleza del sistema de ensayo particular empleado y la naturaleza de los miembros del sistema de produccién de
sefiales empleados, incluido el marcador. Como se ha descrito anteriormente, existen numerosos métodos mediante
los cuales se puede emplear un marcador para dar como resultado la generacion de una sefial, que en algunas
realizaciones es detectable por medios externos.

La activacion de un sistema de produccién de sefiales depende de la naturaleza de los miembros del sistema que
producen sefales. La luminiscencia o la luz producida como resultado de la activacion del sistema de produccién de
sefiales puede medirse de forma visual, fotografica, actinométrica, espectrofotométricamente o por cualquier otro
medio conveniente para determinar la cantidad del mismo, que esta relacionada con la cantidad de analito
macromolecular en el medio. El examen de la presencia y/o cantidad de la sefial también incluye la deteccion de la
sefial, que en general simplemente es una etapa en la que se lee la sefal. La sefial normalmente se lee usando un
instrumento, cuya naturaleza depende de la naturaleza de la sefal. El instrumento puede ser un espectrofotémetro,
un fluorémetro, un espectrometro de absorcion, un luminémetro, un quimioluminémetro y similares.

Las temperaturas durante las mediciones generalmente varian de aproximadamente 10 °C a aproximadamente
70 °C o de aproximadamente 20 °C a aproximadamente 45 °C, o de aproximadamente 20 °C a aproximadamente
25 °C. En algunas realizaciones, la temperatura durante la medicion es esencialmente constante. En un enfoque, se
forman curvas patrén utilizando concentraciones conocidas del analito. También se pueden usar calibradores y otros
controles.

La concentracién de analito macromolecular que puede analizarse generalmente oscila de aproximadamente 10 a
aproximadamente 10-'7 M, mas en general de aproximadamente 10 a aproximadamente 10-'* M. Consideraciones,
como si el ensayo es cualitativo, semicuantitativo o cuantitativo (en relacion con la cantidad de analito
macromolecular presente en la muestra), la técnica de deteccion particular y la concentracion del analito
macromolecular normalmente determinan las concentraciones de los diversos reactivos. El intervalo de interés de
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concentracion del analito macromolecular generalmente determinara las concentraciones de los diversos reactivos
en el medio de ensayo. Sin embargo, la concentracion final de cada uno de los reactivos normalmente se determina
empiricamente para optimizar la sensibilidad del ensayo en el intervalo. Es decir, una variacion en la concentracion
de analito macromolecular que sea importante debe proporcionar una diferencia de sefial medible con precision.

Descripcidn general de los ensayos en los que se pueden utilizar los anticuerpos

La siguiente discusion es a modo de ilustracion y no de limitacion. Los enfoques de acuerdo con los principios
descritos en este documento pueden emplearse en cualquier formato de ensayo que permita un método que esté de
acuerdo con los principios descritos en este documento. El formato del ensayo debe permitir la union de un
companfero de union de un analito macromolecular al analito macromolecular donde se bloquea la unién o se
dificulta estéricamente la unidén entre una molécula pequefia asociada con el compafero de unién del analito
macromolecular y un compafiero de union de la molécula pequena.

Los ensayos pueden realizarse sin separacion (homogénea) o con separacion (heterogénea) de cualquiera de los
componentes o productos del ensayo y pueden ser manuales o automatizados. Los ensayos heterogéneos
generalmente implican una o mas etapas de separacién y pueden ser competitivos o no competitivos. Los ensayos
implican la unién entre miembros de un par de unién especifico. Los miembros del par de union especifico en
muchos casos son miembros de un par inmunolégico tal como antigeno-anticuerpo y los ensayos se denominan
inmunoensayos. Como se ha descrito anteriormente, otros pares de unién especificos como, por ejemplo, biotina-
avidina, hormonas-receptores hormonales, enzima-sustrato, duplex de acidos nucleicos, IgG-proteina A, y pares de
polinucledtidos tales como ADN-ADN, ADN-ARN, son pares no inmunolégicos pero estan incluidos dentro del
alcance del miembro de pares de unién especificos. Son aplicables métodos de ensayo similares a las técnicas de
inmunoensayo a miembros de pares de unién especificos distintos de los pares de unién especificos de antigeno-
anticuerpo.

En muchas realizaciones, los inmunoensayos implican reactivos marcados. Los inmunoensayos que implican
reactivos marcados incluyen, entre otros, inmunoensayos de quimioluminiscencia, inmunoensayos enzimaticos,
inmunoensayos de polarizacion de fluorescencia, radioinmunoensayos, ensayo de inhibicién, ensayos de
luminiscencia inducida y ensayos de canalizacion de oxigeno fluorescente, por ejemplo. Dentro del alcance de los
ensayos que pueden emplearse estan incluidos los inmunoensayos que usan una concentracion limitada de uno de
los reactivos de ensayo y los inmunoensayos que usan un exceso de uno o mas de los reactivos principales.

Como se ha mencionado anteriormente, los ensayos pueden realizarse sin separacion (homogénea) o con
separacion (heterogénea) de cualquiera de los componentes o productos del ensayo. Los inmunoensayos
homogéneos se ejemplifican mediante el ensayo EMIT® (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Deerfield, IL)
descrito en Rubenstein, et al., patente US n.° 3.817.837, columna 3, linea 6 a columna 6, linea 64; el inmunoensayo
de luminiscencia inducida ("tecnologia LOCI®") descrito en la patente US n.° 5.340.716 (Ullman, et al.); métodos de
inmunofluorescencia como los descritos en Ullman, et al., patente US n.° 3.996.345, columna 17, linea 59, a
columna 23, linea 25; inmunoensayos de canalizaciéon de enzimas ("ECIA") como los descritos en Maggio, et al.,
patente US n.° 4.233.402, columna 6, linea 25 a columna 9, linea 63; el inmunoensayo de polarizacién de
fluorescencia ("FPIA") como se describe, por ejemplo, entre otros, en la patente US n.° 5.354.693;
inmunoensayosenzimaticos, como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas ("ELISA"). Ejemplos de ensayos
heterogéneos son el radioinmunoensayo, descrito en Yalow, et al., J. Clin. Invest. 39: 1157 (1960).

Otros inmunoensayos enzimaticos son el inmunoensayo mediado por un modulador enzimatico ("EMMIA") descrito
por Ngo y Lenhoff, FEBS Lett. (1980) 116: 285-288; el inmunoensayo de fluorescencia marcado con sustrato
("SLFIA") descrito por Oellerich, J. Clin. Chem. Clin. Biochem. (1984) 22: 895-904; los inmunoensayos de donadores
de enzimas combinados ("CEDIA") descritos por Khanna, et al.,, Clin. Chem. Acta (1989) 185: 231-240;
inmunoensayos homogéneos marcados con particulas tales como inmunoensayos de inhibicidon turbidimétrica
potenciada por particulas ("PETINIA"), e inmunoensayo turbidimétrico potenciada por particulas ("PETIA"), etc.; por
ejemplo.

Otros ensayos incluyen el inmunoensayo de particulas de sol ("SPIA"), el inmunoensayo de colorante disperso
("DIA"); el metaloinmunoensayo ("MIA"); los inmunoensayos de membrana enzimatica ("EMIA");
luminoinmunoensayos ("LIA"); etcétera. Otros tipos de ensayos incluyen ensayos de inmunosensores que involucran
la monitorizacién de los cambios en las propiedades opticas, acusticas y eléctricas de un reactivo tras la union de un
analito. Dichos ensayos incluyen, por ejemplo, ensayos de inmunosensores épticos, ensayos de inmunosensores
acusticos, ensayos de inmunosensores semiconductores, ensayos de inmunosensores de transductores
electroquimicos, ensayos de inmunosensores potenciométricos y ensayos de electrodos amperométricos.

En un ejemplo de un ensayo homogéneo, a modo de ejemplo y no de limitacién, un reactivo conjugado que
comprende una molécula pequefia y un compafero de unién de un analito macromolecular se combinan con un
medio que contiene la muestra sospechosa de contener el analito macromolecular donde también se incluye un
companfero de unién marcado de la molécula pequefia. Si el analito macromolecular esta presente, el analito
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macromolecular se une al compafiero de uniéon del analito macromolecular, lo que dificulta estéricamente y bloquea
la unién del comparfiero de unidn marcado de la molécula pequefia a la molécula pequefa del reactivo conjugado.
En este ejemplo, se realiza una disminucion en la sefial del marcador. La sefial puede determinarse mediante
técnicas convencionales y una reducciéon en la cantidad de sefial esta relacionada con la cantidad del analito
macromolecular en la muestra.

Muchos ensayos conocidos utilizan un sistema de produccion de sefiales que emplea el primer y segundo miembros
de sistema de produccion de sefiales. Los miembros del sistema de produccion de sefiales pueden estar
relacionados en el sentido de que la activacién de un miembro del sistema de produccion de sefiales produce un
producto tal como, por ejemplo, luz, que da como resultado la activacion de otro miembro del sistema de produccion
de senales.

En una variacion homogénea del ensayo anterior, una muestra sospechosa de contener un analito macromolecular
en un medio adecuado se pone en contacto con un soporte que tiene unido al mismo una molécula pequefia y un
companiero de unién del analito macromolecular; el soporte comprende un marcador. Opcionalmente, el medio se
incuba durante un periodo de tiempo. El soporte se pone en contacto con un compafiero de unién marcado de la
molécula pequefia que comprende un segundo marcador en la que un producto de la activacién de uno de los
marcadores es reactivo con el otro marcador. Después de un periodo de incubacién, el soporte se examina para
detectar la presencia de una sefial, que esta relacionada con la presencia o la cantidad de analito.

En una variaciéon heterogénea del ensayo anterior, una muestra sospechosa de contener un analito macromolecular
en un medio adecuado se pone en contacto con un soporte que tiene unido al mismo una molécula pequefia y un
companiero de unién del analito macromolecular. EI medio se incuba durante un periodo de tiempo. El soporte se
separa del medio y se lava para eliminar los materiales no unidos. El soporte se pone en contacto con un compafiero
de union marcado de la molécula pequefa. Después de un periodo de incubacién, se examina el soporte para
detectar la presencia de una sefial del marcador, que se relaciona con la presencia o la cantidad de analito.

En algunas realizaciones de ensayos conocidos, los miembros del sistema de produccién de sefiales comprenden
un sensibilizador tal como, por ejemplo, un fotosensibilizador y una composicién quimioluminiscente en la que la
activacion del sensibilizador da como resultado un producto que activa la composicion quimioluminiscente. Un
miembro del sistema de produccion de sefales genera una sefial detectable que se relaciona con la cantidad de
miembro del sistema de produccién de sefiales unido y/o no unido, es decir, la cantidad de miembro del sistema de
produccion de sefiales unido o no unido al reactivo conjugado o a un agente que refleja la cantidad del analito
macromolecular a detectar. En algunos ejemplos de acuerdo con los principios descritos en este documento, el
marcador empleado, por ejemplo, en el compafiero de unidon marcado de la molécula pequefia, puede ser uno de los
reactivos sensibilizadores o el reactivo quimioluminiscente o puede ser un miembro del par de unién especifico que
se une a un miembro del par de unién especifico complementario que comprende el sensibilizador o el reactivo
quimioluminiscente. El otro de los marcadores, por ejemplo, el sensibilizador o reactivo quimioluminiscente, puede
unirse al reactivo conjugado que comprende la molécula pequefia y el compafiero de unién del analito
macromolecular. Una realizacién de dicho ensayo es el inmunoensayo de luminiscencia inducida (ensayo LOCI®).
Como se ha indicado anteriormente, el inmunoensayo de luminiscencia inducida se describe en la patente US n.°
5.340.716 (Ullman).

Un compuesto quimioluminiscente (quimioluminiscente) es un compuesto que se puede activar quimicamente v,
como resultado de dicha activacion, emite luz a una cierta longitud de onda. Los ejemplos de quimioluminiscentes, a
modo de ilustracién y no de limitacidn, incluyen olefinas capaces de reaccionar con oxigeno singlete o un peroxido
para formar hidroperéxidos o dioxetanos, que pueden descomponerse en cetonas o derivados de acido carboxilico;
dioxetanos estables que pueden descomponerse por accién de la luz; acetilenos que pueden reaccionar con el
oxigeno singlete para formar dicetonas; hidrazonas o hidrazidas que pueden formar compuestos azo o azo
carbonilos como el luminol; y compuestos aromaticos que pueden formar endoperoxidos, por ejemplo. Como
consecuencia de la reaccion de activacion, los quimioluminiscentes causan directa o indirectamente la emision de
luz.

Un sensibilizador es una molécula, generalmente un compuesto, para la generacién de un intermedio reactivo tal
como, por ejemplo, oxigeno singlete, para la activacion de un compuesto quimioluminiscente. En algunas
realizaciones, el sensibilizador es un fotosensibilizador. Otros sensibilizadores que pueden activarse quimicamente
(por ejemplo, mediante enzimas y sales metalicas) incluyen, a modo de ejemplo y sin limitacidn, otras sustancias y
composiciones que pueden producir oxigeno singlete con o, menos preferiblemente, sin activacion por una fuente de
luz externa. Por ejemplo, se ha demostrado que ciertos compuestos catalizan la conversion de peréxido de
hidrégeno en oxigeno singlete y agua. También se incluyen dentro del alcance de los fotosensibilizadores los
compuestos que no son sensibilizadores verdaderos pero que, por excitacion por calor, luz, radiaciéon ionizante o
activacion quimica, liberaran una molécula de oxigeno singlete. Los miembros de esta clase de compuestos
incluyen, por ejemplo, los endoperéxidos tales como el 1,4-biscarboxietil-1,4-naftaleno endoperdxido, 9,10-
difenilantraceno-9,10-endoperoxido y 5,6,11,12-tetrafenil naftaleno 5,12-endoperdxido. El calentamiento o la
absorcion directa de la luz por estos compuestos libera oxigeno singlete.
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Un fotosensibilizador es un sensibilizador para la activacion de un compuesto fotoactivo, por ejemplo, mediante la
generacion de oxigeno singlete por excitacion con luz. Los fotosensibilizadores son fotoactivables e incluyen, por
ejemplo, tintes y compuestos aromaticos, y generalmente son compuestos que comprenden atomos unidos
covalentemente, en general con multiples enlaces dobles o triples conjugados. Los compuestos deben absorber la
luz en el intervalo de longitud de onda de 200 a 1100 nm, o de 300 a 1000 nm, o de 450 a 950 nm, con un
coeficiente de extincion a su absorbancia maxima superior a 500 M-' cm-', o superior a 5000 M-' cm-', o superior a
50.000 M cm™, a la longitud de onda de excitacion. Los fotosensibilizadores deberian ser relativamente
fotosensibles vy, preferiblemente, no reaccionar eficientemente con el oxigeno singlete. Los ejemplos de
fotosensibilizadores, a modo de ilustraciéon y no de limitacién, incluyen acetona, benzofenona, 9-tioxantona, eosina,
9,10-dibromoantraceno, azul de metileno, metalo-porfirinas, tales como hematoporfirina, ftalocianinas, clorofilas, rosa
de bengala y buckminsterfullereno, por ejemplo, y derivados de estos compuestos.

Ejemplos de compuestos quimioluminiscentes y fotosensibilizadores que pueden utilizarse en realizaciones de
ensayos que emplean métodos de acuerdo con los principios descritos en este documento se exponen en la patente
US n.° 5.340.716 (Ullman, et al.).

En un ejemplo de un inmunoensayo de luminiscencia inducida a modo de ejemplo y no de limitacién, el ensayo
utiliza una particula asociada con un reactivo quimioluminiscente en el que la particula tiene una molécula pequefia
(por ejemplo, biotina) y un compafero de unién del analito macromolecular unido a la particula. Se emplea una
segunda particula que esta marcada con un fotosensibilizador y tiene un compafiero de unién para la molécula
pequefia unida a la misma, como por ejemplo un comparero de unién para la biotina, como por ejemplo avidina o
estreptavidina (reactivo fotosensibilizador). El reactivo quimioluminiscente que comprende la molécula pequefia y el
comparniero de unién del analito macromolecular se une al analito macromolecular y, como resultado, se bloquea la
union del compafiero de unidon de la molécula pequefia del reactivo fotosensibilizador a la molécula pequeia del
reactivo quimioluminiscente, reduciendo asi la cantidad de reactivo fotosensibilizador, se une al reactivo
quimioluminiscente. Por lo tanto, cuanto mayor sea el analito macromolecular en la muestra, mayor sera la reduccién
de la sefal producida por el fotosensibilizador y el compuesto quimioluminiscente que se aproxima mucho en virtud
de la union del compafero de union de la molécula pequefia con la molécula pequefia del reactivo
quimioluminiscente. El fotosensibilizador genera oxigeno singlete y activa el reactivo quimioluminiscente cuando los
dos marcadores estan muy cerca. El reactivo quimioluminiscente activado produce posteriormente luz. La cantidad
de luz producida estd inversamente relacionada con la cantidad del complejo formado entre el reactivo
fotosensibilizador y el reactivo quimioluminiscente.

En algunos ejemplos de un ensayo de luminiscencia inducida a modo de ilustracion y no de limitacion, se emplea
una particula fotosensibilizadora que se conjuga con avidina o estreptavidina. Se emplea un compariero de unién
biotinilado para el analito macromolecular como parte de un reactivo de particulas que esta marcado con un reactivo
quimioluminiscente. El medio de reaccién se incuba para permitir que el compafiero de unién del analito
macromolecular se una al analito macromolecular y para permitir que las particulas fotosensibilizadoras se unan al
analito macromolecular biotinilado en virtud de la union entre la avidina y la biotina. A continuacién, el medio se
irradia con luz para excitar el fotosensibilizador, que en su estado excitado es capaz de activar el oxigeno a un
estado singlete. Debido a que el reactivo quimioluminiscente esté ahora cerca del fotosensibilizador en virtud de la
presencia del analito, se activa por el oxigeno singlete y emite luminiscencia. A continuacién se examina el medio
para determinar la presencia y/o la cantidad de luminiscencia o luz emitida, y su presencia esta relacionada con la
presencia y/o cantidad del analito. Debido a que la presencia de analito macromolecular en la muestra resulta en el
bloqueo de la unién entre la molécula pequefia del reactivo quimioluminiscente y el compafiero de unién de la
molécula pequefia que forma parte del reactivo fotosensibilizador, se observa una disminucién en la cantidad de
sefial producida en presencia de analito macromolecular y esta relacionada con la cantidad de analito
macromolecular en la muestra.

Otro ejemplo, a modo de ilustracion y no de limitaciéon, de un formato de ensayo para la deteccion de un analito
macromolecular es un formato de ensayo que utiliza una particula magnética tal como, por ejemplo, una particula de
cromo. Para este formato de ensayo, se emplean particulas de cromo, a las que se unen una molécula pequeia y
un companiero de union del analito macromolecular. También se emplea un reactivo que comprende un compafero
de unién marcado de la molécula pequefa donde el marcador es, a modo de ilustracion y no de limitacién, una
enzima tal como, por ejemplo, un éster de acridinio. El reactivo de particulas magnéticas se combina con una
muestra que se sospecha que contiene el analito macromolecular, que, si esta presente, se une al compafiero de
union del analito macromolecular del reactivo de particulas magnéticas. Se afiade el reactivo que comprende el
companiero de unidon marcado de la molécula pequefia y se incuba el medio. A continuacion, se aplica un iman, que
extrae todas las particulas magnéticas de la suspension, y las particulas magnéticas o el sobrenadante se
transfieren a un recipiente de reaccién final. Las particulas magnéticas o el sobrenadante se examinan para
determinar la cantidad de sefal procedente del marcador, que se relaciona con la cantidad de analito
macromolecular en la muestra. En un ejemplo donde el marcador es una enzima, se afiade un sustrato para la
enzima, y la actividad de la enzima se mide espectrofotométricamente como un cambio en la absorbancia a lo largo
del tiempo. La cantidad de esta sefial esta relacionada con la cantidad de analito macromolecular en la muestra.
Cuando las particulas magnéticas se examinan para determinar la cantidad de sefal, la cantidad de senal es
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inversamente proporcional a la cantidad de analito macromolecular en la muestra. Cuando se examina el
sobrenadante para determinar la cantidad de sefal, la cantidad de sefal es directamente proporcional a la cantidad
de analito macromolecular en la muestra.

Como se ha mencionado anteriormente, la muestra y los reactivos se proporcionan en combinacién en el medio. Si
bien el orden de adicién de los reactivos al medio puede variar, habrd ciertas preferencias para algunas
realizaciones de los formatos de ensayo descritos en el presente documento. El orden de adicion mas simple, por
supuesto, es afadir todos los materiales simultdneamente y determinar el efecto que el medio de ensayo tiene sobre
la sefial como en un ensayo homogéneo. Alternativamente, cada uno de los reactivos, o grupos de reactivos, se
pueden combinar secuencialmente. En algunas realizaciones, se puede introducir una etapa de incubacién después
de cada adiciéon como se ha descrito anteriormente. En ensayos heterogéneos, también pueden emplearse etapas
de lavado después de una o mas etapas de incubacion.

Kits que comprenden reactivos para la realizacion de ensayos

Los reactivos para realizar un ensayo para un analito macromolecular de acuerdo con los principios descritos en el
presente documento y otros reactivos para realizar un ensayo particular para un analito macromolecular pueden
estar presentes en un kit util para realizar convenientemente un ensayo para la determinaciéon de un analito
macromolecular. En algunos ejemplos, un kit comprende en una combinacién empaquetada un reactivo conjugado
que comprende una molécula pequefia y un compafiero de union del analito macromolecular. El reactivo conjugado
puede ser una fase liquida o un reactivo en fase soélida donde el reactivo conjugado también comprende un soporte.
El kit también puede comprender un compaiero de unién marcado de la molécula pequefia y también puede incluir
miembros de un sistema de produccion de sefiales distinto del marcador. El kit puede incluir ademas otros reactivos
para realizar el ensayo, y su naturaleza depende del formato de ensayo particular.

Los reactivos pueden estar cada uno en recipientes separados o se pueden combinar varios reactivos en uno o mas
recipientes, dependiendo de la reactividad cruzada y la estabilidad de los reactivos. El kit puede incluir ademas otros
reactivos empaquetados por separado para realizar un ensayo como, por ejemplo, miembros de pares de unién
especificos adicionales, miembros del sistema que producen sefiales y reactivos auxiliares.

Las cantidades relativas de los diversos reactivos en los kits se pueden variar ampliamente para proporcionar
concentraciones de los reactivos que optimizan esencialmente las reacciones que deben ocurrir durante los métodos
de ensayo y ademas para optimizar esencialmente la sensibilidad de un ensayo. Bajo circunstancias apropiadas,
uno o mas de los reactivos en el kit pueden proporcionarse como un polvo seco, generalmente liofilizado, incluyendo
excipientes, que en la disolucién proporcionaran una solucién de reactivo que tiene las concentraciones apropiadas
para realizar un método o ensayo utilizando realizaciones del presente conjugados. El kit puede incluir ademas una
descripcién escrita de un método como se describe anteriormente.

Definiciones

Las siguientes definiciones, como se usan en esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, se
proporcionan para términos y frases que no se han definido especificamente de otro modo anteriormente. Debe
entenderse que la terminologia utilizada en este documento tiene el propésito de describir solo realizaciones
particulares y no pretende ser limitante.

La frase "al menos" como se usa en este documento significa que el numero de elementos especificados puede ser
igual o mayor que el niumero recitado.

La frase "aproximadamente" como se usa en este documento significa que el valor designado puede variar mas o
menos el doce por ciento, o el once por ciento, o el diez por ciento, o el nueve por ciento, o el ocho por ciento, o el
siete por ciento, o el seis por ciento, o el cinco por ciento, o el cuatro por ciento, o el tres por ciento, o el dos por
ciento, o el uno por ciento. Por ejemplo, " aproximadamente 5" con una variacion de mas o menos el 10 % significa
un intervalo de 4,5 a 5,5.

Las designaciones "primero" y "segundo" se usan unicamente con el fin de diferenciar entre dos elementos como,
por ejemplo, "primer marcador" y "segundo marcador", o "primer miembro sbp" y "segundo miembro sbp" y no se
pretende que implique ninguna secuencia, orden o importancia para un elemento sobre otro o cualquier orden de
adicion, por ejemplo.

Las formas singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contenido indique claramente
lo contrario.

El término "esencialmente" cuando no se define especificamente anteriormente varia con el contexto segun
entienden los expertos en la técnica relevante y generalmente significa al menos el 70 %, o al menos el 80 %, o al
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menos el 90 %, o al menos el 95 %, o menos el 99 %, o el 100 %.
"Opcionalmente" significa que el elemento especificado puede estar presente o no estar presente.

Los siguientes ejemplos describen con mas detalle las realizaciones especificas de la invencién a modo de
ilustraciéon y no de limitacion, y pretenden describir y no limitar el alcance de la invencion. Las partes y porcentajes
descritos en el presente documento estan en volumen, a menos que se indique lo contrario.

Ejemplos

En el siguiente ejemplo, se empleé un formato de ensayo ELISA para cuantificar anticuerpos anti-BSA en una
muestra de suero de ratdn inmunizado, es decir, suero de ratones que se inocularon previamente con un
inmundgeno basado en BSA. La BSA biotinilada se produjo e inmovilizé en una placa ELISA para servir como fase
de captura para los anticuerpos anti-BSA de la muestra, con la subsiguiente generacion de la sefial proporcionada
por un conjugado de estreptavidina-HRP disponible en el mercado.

Materiales:

A menos que se indique lo contrario, los reactivos se adquirieron en Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI) y se usaron tal
como se recibieron.

Abreviaturas:

BSA - albumina de suero bovino
HRP - peroxidasa de rabano
NHS - N-hidroxisuccinimida
PEG - polietilenglicol

hrs - horas

min - minutos

ml - mililitros

mg - miligramos

g - gramos

mM - milimolar

kDa - kilodalton(s)

nm - nanémetro(s)

vol - volumen

p - peso

Preparacion de reactivos

Para formar el material antigénico biotinilado, se derivd albumina de suero bovino con reactivos de biotinilacién a
través de aminas primarias y grupos tiol. Para el material derivado de amina, se disolvieron 60 mg de albumina de
suero bovino (Millipore Corp., Kankakee IL) a una concentracion de 10 mg/ml en fosfato de sodio 10 mM, pH
7,0/NaCl 300 mM, y a continuacion se dividié en 3 alicuotas x 20 mg. A cada alicuota respectiva se le afiadié NHS-
PEGus-biotina (Thermo Scientific, Rockford IL) suficiente para una relacién de exposicion molar 2:1, 5:1 y 10:1 de
biotina a proteina. Las mezclas se dejaron reaccionar a temperatura ambiente durante 3 horas, y a continuacion las
mezclas se purificaron en el mismo tampdén a pH 7 en una columna de SEPHADEX® G-25 de 1,6 x 28 cm (GE
Healthcare BioSciences, Uppsala, Suecia). La concentracion de proteina del producto se determiné por absorbancia
a A280 nm.

Para el material derivado de tiol, se disolvi6 BSA a 10 mg/ml en fosfato de sodio 100 mM a pH 8,0. Se afadio
yodoacetil-PEG2-biotina (Thermo Scientific, Rockford IL) en una cantidad suficiente para una relacion de exposicion
molar de 20:1 de biotina a proteina. La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante la noche, y a
continuaciéon la mezcla se fracciond en una columna BIOSEP® SEC-S3000 de 21,2 x 300 mm (Phenomenex,
Torrance CA) en fosfato de sodio 10 mM pH 7,0/NaCl 300 mM; las fracciones del monémero de 66 kDa se
agruparon. La concentracion de proteina del producto se determiné por absorbancia a A280 nm.

Ensayo

Placas ELISA de poliestireno de fondo plano de 96 pocillos (Thermo Fisher Nunc, Rochester, NY) se recubrieron por
separado con las diversas preparaciones de BSA biotiniladas de las concentraciones diana diluidas anteriores a 1
ug/ml. Las placas se lavaron con una solucion de lavado, que consistia en agua desionizada que contenia el 0,05 %
vol/vol de TWEEN® 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), se bloqued con solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco de BioWhittaker (Lonza, Walkersville, MD) con la adicién de caseina al 0,5 % p/vol (MP Biomedicals, LLC,
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Solon, OH) y TWEEN® 20 al 0,05 % vol/vol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), y a continuacion se volvié a lavar con la
solucién de lavado. A continuacion se afadieron diluciones de la muestra de suero de ratén, inmunizada frente a un
control de suero no inmunizado, seguido de otra etapa de lavado como se ha indicado anteriormente. Se afiadié
conjugado de estreptavidina-HRP (ZyMed, San Francisco CA) a una dilucion de 1:1000, seguido de una ultima etapa
de lavado con la solucién de lavado anterior. Se afiadié sustrato TMB (Moss Substrates, Inc., Pasadena MD) y la
sefial generada se midié6 mediante A650 nm.

La Figura 1 indica los resultados para cada uno de los cuatro materiales de BSA biotinilados producidos, expresados
como la A650 de la respuesta sérica no inmunizada que se resta de la respuesta inmunizada frente a la dilucion
sérica. Se produce una diferencia decreciente con respecto a la dilucién de la muestra a partir de la generacién de
sefial creciente debido a cantidades reducidas de anticuerpos de muestra anti-BSA que bloquean fisicamente la
union de biotina de la BSA biotinilada con la estreptavidina del conjugado de estreptavidina-HRP.

La Figura 2 es una nueva grafica de los datos para el material con el mejor rendimiento de mas arriba, la BSA-
yodoacetil-PEG2-biotina (derivada con tiol), expresada como A650 frente a dilucion de suero tanto para suero
inmunizado como no inmunizado. Se presenta que la muestra no inmunizada da una sefal constantemente alta
independientemente de la dilucion, ya que no hay un anticuerpo anti-BSA presente en la muestra para bloquear la
unioén del conjugado de estreptavidina-HRP a la BSA biotinilada inmovilizada. En contraste, la muestra inmunizada
muestra una sefial baja de una baja dilucion de la muestra debido al efecto de bloqueo de los anticuerpos anti-BSA
presentes en la muestra, con un aumento constante de la sefial con una dilucién creciente debido a la disminucion
de las cantidades de bloqueo de la unién de la biotina de la BSA biotinilada con la estreptavidina del conjugado de
estreptavidina-HRP.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar un analito macromolecular en una muestra sospechosa de contener el analito
macromolecular, comprendiendo el método:

(a) combinar en un medio la muestra y un reactivo conjugado que comprende una molécula pequefia y un
compariero de union del analito macromolecular,

(b) combinar el reactivo conjugado y un compafiero de unidon marcado de la molécula pequefia, y

(c) examinar el reactivo conjugado o el medio en busca de una cantidad de compafiero de unién marcado de la
molécula pequefia que se une a la molécula pequefia y relacionar su cantidad con la cantidad del analito
macromolecular en la muestra,

en el que dicho analito macromolecular, cuando esta presente, se une al compafiero de unién del analito
macromolecular y tiene un tamafio o una forma o una combinacion de tamafo y forma que dificulta la capacidad del
companiero de unién para que la molécula pequefia se una a la molécula pequefia cuando la molécula pequena es
parte del reactivo que también comprende el compafiero de unidon que es especifico para la sustancia
macromolecular, en el que el analito macromolecular tiene un peso molecular de al menos 5000 y se selecciona del
grupo que consiste en anticuerpos, enzimas, hormonas, polinucleétidos, y carbohidratos, y

en el que la molécula pequefia es una molécula organica que tiene un peso molecular en el intervalo de 100 a 2000,
comprende grupos funcionales que son reactivos con el compafiero de unién del analito macromolecular y esta
unida al compafiero de unién del analito macromolecular.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el reactivo conjugado comprende ademas un soporte al
que se unen la molécula pequeia y el compafiero de unién del analito macromolecular.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el analito macromolecular es un analito de anticuerpo, el
companiero de union del analito macromolecular es un antigeno que se une al analito de anticuerpo, y la molécula
pequefia y el antigeno que se une al analito de anticuerpo se unen a un soporte,

el método comprendiendo ademas:

incubar el medio en condiciones para la unién del compafiero de unién marcado a la molécula pequefia, y
examinar el soporte o el medio en busca de una cantidad de comparfiero de unién marcado unida a la molécula
pequeia y relacionar su cantidad con la cantidad del analito de anticuerpo en la muestra.

4. El método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 3, en el que la molécula pequefa se selecciona del grupo que
consiste en biotina, destiobiotina, dinitrofenol, digoxina, digoxigenina, rodamina y fluoresceina.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3, en el que el marcador del compafiero de unién marcado se
selecciona del grupo que consiste en enzimas, fluorescentes, quimioluminiscentes, bioluminiscentes,
electroluminiscentes, sensibilizadores y materiales radiactivos.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3, en el que la muestra es una excrecién corporal, una aspiracion
corporal, una extirpacién corporal o un extracto corporal.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 3, en el que el método es un método de ensayo homogéneo.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, en el que el soporte es una particula no magnética, una
particula magnética, una placa o un tubo.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, en el que el soporte comprende un marcador en la que el
marcador es interactivo con el marcador del compaiiero de unién marcado.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la molécula pequeia y el antigeno que se une al analito
de anticuerpo estan unidos a una particula,
el método comprendiendo ademas:

incubar el medio en condiciones para la unién del compafiero de unién marcado a la molécula pequefia, y
examinar el soporte o el medio en busca de una cantidad de compafiero de unién marcado unida a la molécula
pequefia y relacionar su cantidad con la cantidad del analito de anticuerpo en la muestra.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que el compafiero de unién marcado se marca con una
particula que comprende un marcador sensibilizador y la particula que tiene unida a la misma una molécula pequefia
comprende un marcador quimioluminiscente.
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12. El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que la particula que tiene unida a ella una molécula
pequefa es una particula magnética.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que la molécula pequefia esta unida al antigeno, que esta
unido a la particula.
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