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ES 2901625 7T3

DESCRIPCION

Procedimiento de produccién de un portador unido a la sonda y procedimiento de deteccién o separaciéon de una
sustancia objetivo

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un portador unido a la sonda, y a un
procedimiento de deteccion o separacion de una sustancia objetivo.

TECNICA ANTECEDENTE

Los portadores, tales como las particulas de polimero organico y las particulas magnéticas, se utilizan, por ejemplo,
para una fase sélida de reaccion para agentes de diagndstico con base en reacciones antigeno-anticuerpo para
detectar sustancias objetivo (objetivos de inspeccion), tales como marcadores de enfermedades infecciosas/cancer y
hormonas. Por ejemplo, las sondas de prueba (sondas primarias), tales como los anticuerpos o los antigenos, se
inmovilizan en portadores para dichos agentes de diagndstico. Un objetivo de inspeccion en una muestra queda
atrapado en un soporte mediante una sonda primaria y luego reacciona con una segunda sonda de prueba (sonda
secundaria). En un caso en el que la sonda secundaria esta, por ejemplo, marcada con un fésforo o una enzima, el
objetivo de inspeccion puede ser detectado con base en la fluorescencia, una reaccién enzimatica o algo similar.

En los ultimos afos, hay una demanda para lograr una alta sensibilidad en las pruebas con el fin de la deteccion
temprana de enfermedades o similares. Es una tarea importante para mejorar la sensibilidad de los agentes de
diagnéstico. Con el fin de mejorar la sensibilidad de los agentes de diagndstico que utilizan portadores también, hay
una tendencia a cambiar la forma de deteccion de la tecnologia que implica el desarrollo de color enzimatico a la
tecnologia que implica la emisién de fluorescencia o quimioluminiscencia que puede lograr una mayor sensibilidad.

Por ejemplo, las particulas magnéticas que tienen grupos tosilos en la superficie de las mismas se conocen como
portadores para el uso previsto anteriormente (Documento de Patente 1).

Documentos de la técnica relacionados
Documentos de patentes
Documento de patente 1: JP H3-46565 A

YAN JUNHONG et al., "A tosyl-activated magnetic bead cellulose as solid support for sensitive protein detection",
JOURNAL OF BIOTECHNOLOGY, (20130627), vol. 167, no. 3, doi:10.1016/J.JBIOTEC.2013.06.010, ISSN 0168-
1656, paginas 235 - 240, describe que la celulosa de perlas magnéticas (MBC) se prepard utilizando la transicion sol-
gel de la viscosa en presencia de nanoparticulas de maghemita (y-Fe;Os). A continuacion, las particulas MBC se
activaron con cloruro de p-toluenosulfonilo para obtener celulosa de perlas magnéticas activada con tosilo (MBC-Ts).

El documento WO 2009/028449 A1 describe una particula de polimero organico para separar una sustancia
bioquimica de una muestra bioldgica mediante la interaccidon con una sonda. La particula tiene un grupo funcional
activo que se une a una sonda y un grupo hidrofilico no iénico. El valor obtenido al dividir el area superficial de la
particula por la cantidad de grupos funcionales activos es de 20-5.000 A2.

El documento JP 2006 226691 A describe una particula magnética para el examen inmunoldégico, que se caracteriza
porque la cantidad de los grupos funcionales en la superficie de la particula magnética utilizada en la conexion de la
sonda primaria, que esta conectada a una sustancia que se va a examinar, y la particula magnética muestran un valor
superior a 50 A cuadrados/grupo funcional como &rea de estacionamiento.

REYMOND F. et al., "Fabrication and characterization of tosyl-activated magnetic and nonmagnetic monodisperse
microspheres for use in microfluic-based ferritin immunoassay", BIOTECHNOLOGY PROGRESS APRIL 2013 JOHN
WILEY AND SONS INC. USA, (201304), vol. 29, no. 2, doi:10.1002/BTPR.1683, paginas 532 - 542 describe la
preparacion de microesferas no magnéticas de poli(2-hidroxietil metacrilato-co-metacrilato de glicidilo) [P(HEMA-
GMA)] activadas por tosilo mediante polimerizacion por dispersion y de microesferas magnéticas de poli(2-hidroxietil
metacrilato-co-metacrilato de etileno) [P(HEMA-EDMA)] activadas por tosilo mediante el procedimiento de
polimerizacién por hinchamiento en varios pasos y la precipitacion de éxido de hierro dentro de los poros.

DIVULGACION DE LA INVENCION
PROBLEMAS QUE DEBE RESOLVER LA INVENCION

Los portadores convencionales, tales como las particulas magnéticas divulgadas en el Documento de Patente descrito
anteriormente, son insuficientes en cuanto a la relacion sefial/ruido (S/N) en el diagndstico, la deteccion o similares
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con el uso de los portadores. En este sentido, los portadores convencionales aun deben mejorar.

En una realizacién de la presente invencioén, se proporciona un portador unido a la sonda, que es poco probable que
cause la adsorcién no especifica de sustancias biolégicamente relevantes tales como proteinas y acidos nucleicos, y
mediante el cual se puede realizar una alta relacion S/N en el diagndstico, la deteccion o similares, y un procedimiento
de produccién del portador.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

Como resultado de los estudios intensivos para resolver los problemas descritos anteriormente, los presentes
inventores encontraron que los problemas pueden ser resueltos con base en los ejemplos de configuraciéon descritos
a continuacion. Esto ha llevado a la realizacion de la presente invencion que se define por las reivindicaciones adjuntas.

Los ejemplos de configuracion de la presente invencion se describen a continuacion.
<1> Un procedimiento de produccién de un portador unido a la sonda como se define en la reivindicacion 1.

<2> Un procedimiento de deteccién o separacion de una sustancia objetivo, como se define en la
reivindicacion 9.

EFECTO DE LA INVENCION

De acuerdo con una realizacion de la presente invencion, es posible obtener facilmente un portador unido a la sonda
que tenga una alta actividad de sonda, que es poco probable que adsorba una sustancia biolégicamente relevante tal
como una proteina o un acido nucleico de manera no especifica. También es posible obtener resultados de alta
relacion S/N utilizando dicho portador en el diagndstico, la deteccion o similares y, en particular, el inmunoensayo
como el inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA), el inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente (CLEIA), el
inmunoensayo enzimatico bioluminiscente (BLEIA) o el inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (ECLIA) (es
posible realizar el diagndstico, la deteccién o similares con alta sensibilidad).

EL MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

Las realizaciones preferidas de acuerdo con la presente invencién se describen en detalle a continuacion. Notese que
la presente invencion no se limita exclusivamente a las realizaciones descritas a continuacion. Debe entenderse que
la presente invencién puede abarcar diversos ejemplos modificados dentro del alcance que no cambia el objeto de la
presente invencién. Cualquier expresion utilizada en el presente documento que represente un intervalo numérico tal
como "de A a B" indica lo mismo que "de no menor que A a no mayor que B" y, por tanto, el intervalo numérico incluye
AyB.

Ademas, la expresion "... El "(me)acrilato” utilizado en el presente documento se refiere a un concepto que abarca
tanto el "...acrilato" como el "...metacrilato" Las expresiones similares tienen el mismo significado.

<Procedimiento de Produccién del Portador Unido a la Sonda y del Portador Unido a la Sonda>

Un procedimiento de producciéon de un portador unido a la sonda de acuerdo con una realizacién de la presente
invencion (en lo sucesivo también denominado "el presente procedimiento") comprende: el paso 1 de mezclar un
portador que tiene grupos tosilo y una sonda; y el paso 2 de reducir la cantidad de grupos tosilo en la superficie de un
portador, en el que una proporcién del area S2 que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador
obtenida en el paso 2 con respecto al area S1A que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie del portador
utilizado en el paso 1 (S2/S1A x 100 %) no es menor que 140 %.

Un portador unido a la sonda de acuerdo con una realizacion de la presente invencion es un portador que tiene grupos
tosilo, al que se une una sonda, y en el que el area S2' que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie del
portador unido a la sonda no es inferior a 15 A2/grupo tosilo.

El procedimiento de produccién del portador unido a la sonda no esta particularmente limitado. El procedimiento es
preferentemente el presente procedimiento, aunque puede ser un procedimiento convencional.

<Paso 1>

El paso 1 descrito anteriormente no esta particularmente limitado siempre que se mezcle un portador que tenga grupos
tosilo con una sonda. Sin embargo, el paso 1 es preferentemente un paso de mezcla del portador y la sonda en un
liqguido desde el punto de vista de que, por ejemplo, el portador se pone facilmente en contacto con la sonda, lo que
permite obtener convenientemente un portador unido a la sonda. En este caso, se puede afadir un liquido y mezclarlo
con una mezcla del portador y la sonda. Alternativamente, el portador puede afadirse y mezclarse con un liquido de
dispersion de la sonda o con una muestra que contenga la sonda. Sin embargo, es preferible afiadir una sonda a un
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liquido de dispersién del portador.

La forma de mezclar no esta particularmente limitada. En el caso de que el portador se mezcle con una sonda en un
liquido, el liquido puede simplemente dejarse quieto o puede agitarse, por ejemplo.

El tiempo necesario para el mezclado en el paso 1 puede variar en funcién de condiciones tales como los tipos y pesos
de un portador y una sonda que se va a utilizar. Sin embargo, el tiempo de mezcla es preferentemente no menor que
2 horas, mas preferentemente no menor que 6 horas, y particularmente de manera preferida no menor que 8 horas
desde el punto de vista de que, por ejemplo, puede obtenerse un portador unido a la sonda, al que esta suficientemente
unida. El tiempo de mezclado es también preferentemente no mayor que 48 horas, mas preferentemente no mayor
que 36 horas, y de manera particular preferentemente no mayor que 24 horas desde el punto de vista de que, por
ejemplo, un portador unido a la sonda puede ser producido eficientemente.

El paso 1 puede realizarse a temperatura ambiente o durante el calentamiento.

La temperatura de calentamiento puede seleccionarse adecuadamente en funcién de condiciones tales como los tipos
de portador y de sonda que se van a utilizar. Sin embargo, la temperatura de calentamiento es preferentemente de 4
°C a 50 °C, mas preferentemente de 20 °C a 45 °C, y particularmente de manera preferida de 35 °C a 40 °C desde el
punto de vista de que, por ejemplo, se puede producir eficientemente un portador unido a la sonda mientras se
mantiene la actividad de la misma.

En un caso en el que el paso 1 es un paso de mezcla de portadores y sondas en un liquido, el pH del liquido es
preferentemente de 6 a 12, mas preferentemente de 7 a 11, y particularmente de manera preferida de 8 a 10 desde el
punto de vista de que, por ejemplo, se mejora la cantidad de sondas unidas a los portadores.

El paso 1 se realiza normalmente en el aire. Sin embargo, puede llevarse a cabo en una atmésfera de gas especifica,
tal como una atmdsfera de gas inerte, o en un recipiente o sistema especifico, tal como una caja de cultivo, en funcién
de un portador y una sonda que se vaya a utilizar, por ejemplo.

El paso 1 es un paso mezclar el portador y la sonda en presencia de sulfato de amonio.

La presencia de sulfato de amonio en un sistema de mezcla del portador y la sonda permite aumentar la cantidad de
sondas unidas a los portadores. En un caso particular en el que se utiliza una sonda altamente hidrofilica, aunque la
cantidad de sondas unidas a los portadores tiende a disminuir, se puede obtener facilmente un portador unido a la
sonda, que consigue una gran cantidad de sondas unidas a los portadores, realizando el salado para hacer una
proteina o similares hidrofébica incluso con el uso de dichas sondas.

El paso 1 es un paso que incluye el paso 1a de mezclar el portador con el sulfato de amonio y el paso 1b de mezclar
una sonda con el liquido obtenido en el paso 1a. Este paso permite evitar que las sondas se expongan a una alta
concentracion local de sulfato de amonio. Esto dificulta que las sondas se precipiten o se agreguen, permitiendo asi
que las sondas se unan a los portadores de manera mas uniforme. En consecuencia, se puede lograr un bajo ruido y
altas sefales en el diagndstico, la deteccion o similares con el uso del portador obtenido.

La presente divulgacion también describe un procedimiento en el que el paso 1 es un paso de mezcla de un portador
con una sonda en un liquido que contiene sulfato de amonio. En tal caso, la concentracién de sulfato de amonio en un
liquido en el que el portador se pone en contacto con la sonda puede ajustarse en funcion de la hidrofilia de la sonda.
Sin embargo, la concentracion es, pero no esta particularmente limitada a, preferentemente no mayor que 2,0 mol/l,
mas preferentemente desde 0,1 hasta 2,0 mol/l, y particularmente de manera preferida de 0,2 a 1,0 mol/l.

En un caso en el que la concentracién de sulfato de amonio es menor que el limite inferior, podria ser dificil unir una
cantidad suficiente de sondas a los portadores. Esto puede causar una reduccién de la sefial en el diagnéstico, la
deteccién o similares con el uso del portador obtenido. En el caso de que la concentracion de sulfato de amonio supere
el limite superior, las sondas tienden a precipitarse o agregarse, lo que puede provocar una reduccion de la sefial en
el diagndstico, la deteccion o similares con el uso del portador obtenido.

En un caso habitual en el que los grupos hidroxilo protegidos con grupos tosilo se unen a grupos amino o similares de
las sondas, si las sondas tienen una baja hidrofilia y tienden a interactuar con las superficies de los portadores, el
sulfato de amonio se utiliza a una baja concentracion o no es necesario. Sin embargo, se ha comprobado que en el
caso de que se utilicen sondas altamente hidrofilicas, la eficacia de la union al portador disminuye significativamente.
En el caso de que se utilicen sondas altamente hidrofilicas, es necesario reducir la hidrofilia de las sondas para facilitar
la interaccién de las sondas con las superficies de los portadores, con el fin de mejorar la eficiencia de unién de las
sondas a los portadores. Sin embargo, cuando la concentracion de sulfato de amonio se encuentra dentro del intervalo
mencionado, es poco probable que las sondas se precipiten hasta que se complete la unién de una cantidad suficiente
de sondas, lo cual es preferible. Ademas, cuando la concentraciéon de sulfato de amonio esta dentro del intervalo
mencionado, es posible evitar que las sondas se desnaturalicen o se agreguen. Por lo tanto, es posible obtener
facilmente un portador unido a la sonda, al que la sonda esta suficientemente unida, y en el que las caracteristicas de
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la sonda no se ven perjudicadas (la actividad de la sonda es alta), lo que permite obtener resultados de alta relacion
S/N utilizando el portador en el diagnéstico, la deteccion, o similares, y en particular, el inmunoensayo tal como CLIA
o CLEIA (para realizar el diagndstico, la deteccion, o similares con alta sensibilidad).

En el caso de que el paso 1 se lleve a cabo en un liquido, el liquido no esta particularmente limitado, y puede
seleccionarse en funcién de un portador y de una sonda que se va a utilizar. Sin embargo, se suele utilizar un medio
acuoso desde el punto de vista de que, por ejemplo, se puede utilizar preferentemente para fines bioquimicos y
similares, es menos probable que afecte negativamente al medio ambiente y es muy seguro para el trabajador que lo
manipula. Mas concretamente, se utilizan diversas soluciones tampoén, agua y un disolvente mixto de agua y un
disolvente organico, tal como el alcohol, que se mezcla con agua en una relacion arbitraria, y similares. De ellas, son
preferibles las soluciones tampon. Es preferible una solucién tampén que tenga una capacidad de amortiguacion a un
pH de 6 a 12, es mas preferible una solucion tampdn que tenga una capacidad de amortiguacion aunpHde 7 a 11,y
es particularmente preferible una solucién tampoén que tenga una capacidad de amortiguacién a un pH de 8 a 10.
Ademas, es preferible que dicha solucidon tampdn no contenga componentes que reaccionen con los grupos tosilo. Un
ejemplo es una solucién tampén de borato de sodio.

El medio acuoso no esta particularmente limitado mientras contenga agua, y puede contener uno o mas tipos de
medios no acuosos distintos del agua.

Ademas, el liquido puede contener aditivos convencionalmente conocidos, ademas del portador, la sonda, el sulfato
de amonio y el medio acuoso. Algunos ejemplos de estos aditivos son los tensoactivos, los dispersantes, los
ajustadores de pH, las sales y los estabilizadores, tales como los polimeros.

<Portadores gue tienen Grupos Tosilo>

El portador es una particula magnética que tiene grupos tosilos en su superficie. Normalmente, una sonda puede
unirse quimicamente a la superficie del portador que tiene grupos tosilo s6lo mezclando o poniendo en contacto el
portador con la sonda. Por lo tanto, se utiliza preferentemente un portador que tenga grupos tosilos. Ademas, incluso
sin el uso de un agente de condensacion o similares, como el portador tiene grupos tosilo, una sonda puede unirse al
portador. En consecuencia, mediante el uso del portador, es posible obtener facilmente un portador unido a la sonda
para llevar a cabo convenientemente el diagndstico, la deteccion o similares.

En el paso 1 pueden utilizarse dos o mas tipos de portadores. Sin embargo, se suele utilizar un tipo de portador.
Notese que el término "grupo tosilo" utilizado en la presente invencion se refiere a un grupo p-toluenesulfonilo.

Los ejemplos de un portador en forma de particula incluyen una particula formada con un polimero organico, una
particula formada con un material inorganico y una particula que comprende un polimero organico y un material
inorganico. De estos, una particula de polimero organico que comprende un polimero organico es preferible desde el
punto de vista de que, por ejemplo, es ligero, y se puede formar faciimente una particula deseable.

La particula de polimero organico puede ser un polimero entrecruzado o un polimero no entrecruzado. Sin embargo,
puede ser preferentemente una particula que tenga un polimero entrecruzado al menos en su superficie. En el caso
de llevar a cabo el presente procedimiento en un liquido, la estructura entrecruzada formada con un polimero
entrecruzado permite inhibir la disolucién de las particulas en el liquido o el hinchamiento de las superficies de las
particulas debido al liquido. En el caso de llevar a cabo el presente procedimiento en un liquido cuando una particula
de polimero organico no tiene un polimero entrecruzado al menos en su superficie, la superficie de la particula puede
disolverse en el liquido, lo que podria dar lugar a una reduccioén de la sensibilidad debido al desprendimiento de una
sonda unida a la particula, o el liquido puede causar la hinchazén de la superficie de la particula, lo que podria
promover la adsorcion no especifica de una sustancia biolégicamente relevante.

Nétese que la expresion "que tiene... al menos en su superficie de particula” utilizada en la presente invencion se
refiere a un componente que constituye la superficie de la particula. Sin embargo, esto no significa necesariamente
un requisito de que una particula de polimero organico tenga una estructura de nucleo-caparazén. Por lo tanto, la
particula de polimero organico en su conjunto puede estar formada por un polimero entrecruzado.

El portador es una particula magnética que tiene un cuerpo magnético. Resulta facil, por ejemplo, eliminar los
componentes unidos al portador y los demas componentes utilizando una particula magnética como portador, lo que
permite simplificar notablemente la operacién de diagnéstico, deteccion, separacion o similares.

Ejemplos especificos de la particula magnética incluyen las siguientes particulas (i) a (iv). De éstas, es preferible una
particula (ii) o (iii) que tenga una estructura de nucleo-caparazén y una particula (i) es mas preferible desde el punto
de vista de que, por ejemplo, el tamafio de la particula o el contenido del cuerpo magnético pueden ajustarse
facilmente.

(i) Particula que tiene una fase continua que contiene un polimero organico o un material inorganico tal como
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silice, en la que se dispersan las particulas del cuerpo magnético

(i) Particula que tiene un nucleo formado con una particula de cuerpo magnético o un agregado secundario
de particulas de cuerpo magnético y un caparazén formado con un polimero organico o un material inorganico
tal como silice

(iii) Particula que tiene un nudcleo formado con una particula base que tiene una particula nuclear que
comprende un polimero organico o un material inorganico tal como silice y una capa de cuerpo magnético
(capa de agregado secundario) que comprende particulas de cuerpo magnético formadas en la superficie de
la particula nuclear y que tiene un caparazén que es una capa que comprende un polimero organico

(iv) Particula que es una particula porosa que consiste en un polimero organico o un material inorganico que
tiene poros, en la que se dispersan las particulas del cuerpo magnético, que la particula puede estar provista
con una capa que comprende un polimero organico como caparazon en la capa mas externa de la particula

El polimero organico no esta particularmente limitado, y, por lo tanto, puede ser un polimero natural como la agarosa,
el dextrano o la celulosa o un polimero sintético. Los ejemplos del polimero organico incluyen polimeros obtenidos a
partir de uno o mas tipos de polimeros seleccionados entre mondmeros monofuncionales y monomeros de
entrecruzamiento.

Los ejemplos de mondmeros monofuncionales incluyen: monémeros vinilicos aromaticos monofuncionales tales como
estireno, a-metilestireno y estireno halogenado; mondémeros monofuncionales de (met)acrilato tal como
metil(met)acrilato, etil(met)acrilato, estearil(met)acrilato, el ciclohexil(met)acrilato, isobornil(met)acrilato, 2-
aminoetil(met)acrilato y mono(met)acrilato de 1,4-ciclohexanodimetanol; mondmeros que contienen grupo glicidilo,
tales como glicidil(meti)acrilato, alilgicidiléter, 3,4-epoxiciclohexil(met)acrilato, y metilglicidilo(met)acrilato; monémeros
que contienen grupos hidroxilo tales como 2-hidroxietii (met)acrilato, 2-hidroxietil(met)acrilamida, 2-
hidroxipropil(met)acrilato, 2-hidroxipropil(met) acrilamida, 2-hidroxibutil(met)acrilato, 2-hidroxibutil(met)acrilamida,
glicerol mono(met)acrilato y glicerol mono(met)acrilamida.

Entre los ejemplos de mondmeros entrecruzados se encuentran los mondmeros vinilicos aromaticos polifuncionales,
tales como divinilbbenceno; monémeros de (met)acrilato polifuncionales, tales como etilenglicol di(met)acrilato
trimetilolpropano tri(met)acrilato, dipentaeritritol hexa(met)acrilato y alil(met)acrilato; y diolefinas conjugadas tales
como butadieno e isopreno.

Es preferible utilizar uno o mas tipos de mondmeros que contengan grupos glicidilo y mondmeros que contengan
grupos hidroxilo para el polimero organico desde el punto de vista de que, por ejemplo, los grupos tosilo pueden
introducirse facilmente en la superficie de un portador.

La particula (iii) se describe a continuacion.

La particula nuclear es basicamente una sustancia no magnética. Para ello puede utilizarse una sustancia organica o
una sustancia inorganica y seleccionarse adecuadamente en funcion del uso previsto de un portador unido a la sonda
o similares. Sin embargo, es preferible una particula que consiste en un polimero organico en vista de la capacidad
de trabajo tras la conjugacion, las propiedades de ligereza y similares.

El polimero organico que constituye la particula nuclear es preferentemente un polimero de vinilo y mas
preferentemente poliestireno entrecruzado, acrilato entrecruzado o polimetilmetacrilato entrecruzado. En estos
polimeros puede introducirse un grupo funcional, tal como un grupo carboxilo.

Dicha particula nuclear puede producirse de acuerdo con procedimientos convencionales tales como los descritos
en los documentos JP S57-24369 B, JP S61-215602 A, JP S61-215603 Ay JP S61-215604 A.

El tamafio promedio de las particulas en volumen (en lo sucesivo también denominado simplemente "tamafrio de las
particulas") de la particula nuclear puede medirse por el procedimiento descrito en los Ejemplos. El tamafio de las
particulas es preferentemente de 0,1 a 10 ym, mas preferentemente de 0,2 a 5 ym, y particularmente de manera
preferible de 0,3 a 2 ym desde el punto de vista de que, por ejemplo, se consigue una excelente propiedad de
separacion magnética, es improbable que se produzca sedimentacion gravitacional y se puede generar un campo de
reaccion uniforme.

Los ejemplos del cuerpo magnético incluyen el tetradxido de trihierro (Fesz0.), triéxido de dihierro (y-Fe203), diversas
ferritas, metales tales como hierro, manganeso, niquel, cobalto y cromo, y aleaciones de cobalto, niquel y manganeso.

De éstas, son preferibles las particulas finas superparamagnéticas de 6xido de hierro que tienen tamafios de particula
no mayores que 50 nm y preferentemente de 5 a 30nm. Son mas preferibles las particulas finas superparamagnéticas
que contienen ferrita representada por AFe2O4 (A denota Mn, Co, Ni, Mg, Cu, Zn, Lio.sFeo.s, o similares), magnetita
(Fe304), 0 y-Fe,0s. Las particulas finas superparamagnéticas que consisten en y-Fe>O3 y/o Fe304 son particularmente
preferibles debido a la fuerte magnetizacion saturada y a las pocas magnetizaciones residuales.

Notese que el tamario de las particulas del cuerpo magnético es un valor promedio de los tamafios de las particulas
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de 100 particulas seleccionadas al azar en una imagen de microscopio electronico.
La particula del cuerpo magnético es preferentemente una particula con superficie hidréfoba

Un procedimiento para hidrofobizar la superficie de una particula de cuerpo magnético no esta particularmente
limitado. Sin embargo, los ejemplos del procedimiento incluyen un procedimiento en el que una sustancia hidréfoba
que tiene una porcidon que tiene alta afinidad por una particula de cuerpo magnético y una porcion hidréfoba en su
molécula se pone en contacto con una particula de cuerpo magnético, uniendo asi la sustancia hidréfoba y la particula
de cuerpo magnético. Ejemplos especificos del procedimiento incluyen un procedimiento en el que se obtiene una
particula a partir de un fluido magnético aceitoso disponible en el mercado y la particula se seca.

La cantidad de la particula de cuerpo magnético utilizada puede ser cambiada, si es apropiado, dependiendo del
tamafio de particula de una particula base, una particula de cuerpo magnético o similares, y, por lo tanto, no esta
particularmente limitada. Sin embargo, la particula de cuerpo magnético se utiliza preferentemente en una cantidad
que permita que una pluralidad de particulas de cuerpo magnético cubra toda la superficie de la particula nuclear vy,
mas preferentemente, en una cantidad que permita que la relacion de masas de la particula nuclear y la particula de
cuerpo magnético sea de 10: 1 a 1: 3.

Un procedimiento de produccidon de una particula base, en el que una capa del cuerpo magnético se forma en la
superficie de una particula nuclear, no esta particularmente limitado. Sin embargo, los ejemplos de la misma incluyen
un procedimiento en el que una particula nuclear, tal como una particula de polimero organico que es un cuerpo no
magnético, y una particula de cuerpo magnético se mezclan en seco, y se aplica externamente una fuerza fisica,
conjugando asi ambas particulas.

Los ejemplos de un procedimiento de aplicacion de fuerza fisica incluyen un procedimiento que utiliza un mortero, un
mortero automatico o un molino de bolas, un procedimiento de compresién de polvo por presurizacion de cuchillas, un
procedimiento que utiliza efectos mecanoquimicos tales como un procedimiento de mecanofusion, y un procedimiento
que utiliza un impacto dado por una corriente de aire de alta velocidad utilizando un molino de chorro, un hibridador,
o similares. Para conseguir una fuerte conjugacion, es preferible que la capacidad de adsorcion fisica sea fuerte. Esto
puede lograrse, por ejemplo, agitando en un recipiente equipado con una cuchilla agitadora a una velocidad
circunferencial de la cuchilla agitadora que preferentemente no sea menor que 15 m/segundo, mas preferentemente
que no sea menor que 30 m/segundo, y mas preferentemente de 40 a 150 m/segundo. En el caso de que la velocidad
circunferencial de la cuchilla agitadora sea inferior a 15 m/segundo, podria ser incapaz de permitir que una particula
del cuerpo magnético se adsorba suficientemente a la superficie de una particula nuclear. Ademas, aunque el limite
superior de la velocidad circunferencial de la cuchilla agitadora no esta particularmente limitado, puede determinarse
en funcion de un sistema que se va a utilizar, la eficiencia energética y otras condiciones.

El caparazon puede formarse, por ejemplo, llevando a cabo la polimerizacion en un liquido al que se han afadido
materiales principales (por ejemplo, uno o mas tipos de los monémeros monofuncionales y mondémeros de
entrecruzamiento descritos anteriormente) y, si es necesario, materiales auxiliares (por ejemplo, un iniciador de la
polimerizacién, un emulsionante, un dispersante, un tensoactivo, un electrolito, un agente de entrecruzamiento y un
ajustador del peso molecular) bajo presencia de particulas base preparadas de la manera descrita anteriormente.

La particula de polimero organico o la particula magnética tiene grupos tosilos en su superficie. Un procedimiento de
produccion de una particula que tenga grupos tosilo en su superficie puede ser, por ejemplo, un procedimiento de
preparacion de una particula utilizando un monémero que tenga grupos tosilo o un procedimiento de generacion de
grupos tosilo a través de una reaccion para formar un caparazon o similares. Sin embargo, un procedimiento en el que
se prepara una particula que tiene grupos hidroxilo en su superficie y luego se permite que los grupos hidroxilo
reaccionen con un compuesto que contiene grupos tosilo, tal como el cloruro de p-toluenesulfonilo, bajo la presencia
de una amina o similares, introduciendo asi grupos tosilo, es preferible desde el punto de vista de que, por ejemplo,
se puede obtener facilmente un portador deseable.

El procedimiento de produccién de una particula que tiene grupos hidroxilos en su superficie no esta particularmente
limitado y puede llevarse a cabo de acuerdo con un procedimiento convencionalmente conocido. Sin embargo, el
procedimiento es preferentemente, por ejemplo, un procedimiento en el que el mondémero que contiene grupos
hidroxilo se utiliza como un polimero organico para formar el caparazén un procedimiento en el que un monémero que
contiene grupos glicidilo se utiliza como un polimero organico para formar el caparazén y el grupo glicidilo se hace
abrir en anillo con un acido o similares.

El grupo hidroxilo es preferentemente un grupo 2,3-dihidroxipropilo (-CH.CH(OH)CH>(OH)) desde el punto de vista de
que, por ejemplo, los grupos tosilo pueden introducirse eficaz y facilmente en la superficie de un portador.

Un portador, en el que aun no se han introducido grupos tosilo, es preferentemente altamente hidrofilico. Tal portador
tiene un angulo de contacto con el agua (25 °C) y es preferentemente no mayor que 40°, mas preferentemente no
mayor que 30°, y particularmente preferentemente de 10° a 25°.
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Cuando el angulo de contacto se encuentra dentro del intervalo anterior, se puede obtener facilmente un portador
unido a la sonda, mediante el cual se puede lograr una alta relacion S/N en el diagndstico, la deteccion o similares.
Cuando el angulo de contacto supera el limite superior del intervalo, se puede promover la adsorciéon no especifica de
una sustancia biolégicamente relevante a un portador unido a la sonda.

En la presente invencion, en la que un portador esta en forma de particulas, el angulo de contacto se mide utilizando
una pelicula de recubrimiento seca formada con el portador.

La pelicula de recubrimiento seca es una pelicula de recubrimiento obtenida aplicando 0,2 ml de un liquido de
dispersion de agua que contiene 50 mg de particulas portadoras a un material de base liso, tal como un portaobjetos
de vidrio, utilizando un aplicador y secando el liquido de dispersion de agua a una humedad del 40 % y una temperatura
del aire de 25 °C durante 24 horas.

El angulo de contacto entre la pelicula de recubrimiento seca y el agua se determina afiadiendo gota a gota
aproximadamente 1 pl de una gota de agua (25 °C) a la pelicula de recubrimiento seca, tomando inmediatamente una
imagen de la pelicula de recubrimiento desde la direccion horizontal, y obteniendo un angulo entre la linea horizontal
de la pelicula de recubrimiento y el contorno de la gota, que se asume como una parte de la circunferencia de un
circulo.

Un portador que tenga un angulo de contacto que caiga dentro del intervalo anterior, en el que aun no se hayan
introducido grupos tosilo, puede prepararse ajustando condiciones tales como la cantidad y el tipo de un monémero
utilizado para formar una particula (superficie).

Los grupos tosilo pueden introducirse permitiendo que al menos un grupo hidroxilo en la superficie de la particula
reaccione con un compuesto que contenga grupos tosilo.

Por lo tanto, una particula obtenida mediante la introduccion de grupos tosilo en una particula que tenga grupos 2,3-
dihidroxipropilo puede ser una particula que tenga cualquiera de los grupos 2-hidroxi-3-(4'-metilfenilo) sulfonilopropilo,
grupos 3-hidroxi-2-(4'-metilfenilo) sulfonilopropilo y grupos 2,3-di(4'-metilfenilo) sulfonilopropilo.

Los grupos hidroxilo no tosilados restantes contribuyen a hacer que un portador sea hidrdfilo y, por lo tanto, tienden a
contribuir a reducir el ruido tras el diagnéstico, la deteccién o similares.

. Tamafo de las Particulas

El tamafrio de las particulas magnéticas del portador es preferentemente de 0,1 a 20 ym, mas preferentemente de 0,2
a 15 ym, y particularmente de manera preferida de 0,3 a 10 pm.

Cuando el tamafio de la particula se encuentra dentro del intervalo anterior, se puede obtener faciimente un portador
que tenga una gran cantidad de sondas unidas por unidad de volumen. Al utilizar dicho portador, se puede mejorar la
sensibilidad en el diagndstico, la deteccion o similares. En el caso de que el tamafio de las particulas esté por debajo
del limite inferior del intervalo anterior, la separacion por centrifugacion o similares tiende a ser muy larga. Ademas, la
separacion de las particulas de un disolvente de lavado tal como el agua tiende a ser insuficiente, lo que puede dar
lugar a una eliminacion insuficiente de moléculas indeseables (por ejemplo, una sustancia biolégicamente relevante
tal como una proteina o un acido nucleico). Esto hace que, en algunos casos, sea imposible realizar una depuracion
suficiente. Mientras tanto, cuando el tamafo de las particulas supera el limite superior del intervalo anterior, el area
de superficie especifica tiende a disminuir y la cantidad de sondas unidas al portador tiende a disminuir, lo que puede
dar lugar a una baja sensibilidad.

El tamanio de las particulas se determina por el procedimiento de la resistencia eléctrica de los poros (procedimiento
de la zona de deteccion eléctrica). Los detalles se describen mas adelante.

. Area Ocupada por Un Grupo Tosilo en la Superficie del Portador

El area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador (ya sea el area S1A que esta ocupada por un grupo
tosilo en la superficie de un portador utilizado en el paso 1 o el area S1A' que esta ocupada por un grupo tosilo en la
superficie de un portador al que atn no se ha unido una sonda) no es menor que 20 A%/grupo tosilo, y preferentemente
no es mayor que a 80 A2/grupo tosilo, méas preferentemente no es mayor que 60 A2/grupo tosilo, y particularmente de
manera preferida no es superior a 40 A%/grupo tosilo.

En un caso en el que S1A o S1A' caen dentro del intervalo anterior, se puede obtener facilmente un portador unido a
la sonda, mediante el cual se puede lograr una alta relacién S/N en el diagnéstico, la deteccion o similares.

En un caso en el que las areas S1A y S1A' estan por debajo del limite inferior del intervalo anterior, ya que la densidad
de grupos tosilo en la superficie de un portador es alta, una sonda tiende a unirse en multiples sitios en la superficie
de un portador, lo que podria causar la reduccion de la sefial debido a la desnaturalizacion de las sondas. Ademas,
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un exceso de grupos tosilo tiende a permanecer en un portador unido a la sonda, lo que tiende a hacer que la superficie
del portador sea mas hidréfoba. Por lo tanto, podria causar un aumento de ruido en el diagndstico, la deteccion, o
similares con el uso del portador. Mientras tanto, en un caso en el que las areas S1A y S1A’ superan el limite superior
del intervalo anterior, es probable que sea imposible unir una cantidad suficiente de sondas a los portadores. Esto
podria causar la reduccion de la sefial en el diagnostico, la deteccion, o similares con el uso del portador.

Como resultado de estudios intensivos, los presentes inventores encontraron que en un caso en el que el portador es
una particula que contiene un polimero organico, al medir la cantidad de grupos tosilo en un medio organico, no solo
se miden los grupos tosilo presentes en la superficie del portador, sino también los grupos tosilo presentes en el interior
del portador, debido al hinchamiento del mismo, y por lo tanto, dicho procedimiento de medicién no es apropiado como
procedimiento de evaluacién de las propiedades de la superficie del portador. En consecuencia, los presentes
inventores lograron determinar cuantitativamente la cantidad de grupos tosilo en la superficie del portador
exclusivamente mediante la determinacion de la cantidad de grupos tosilo en la superficie del portador en un medio
acuoso. Los detalles se describen a continuacion. Como resultado, se ha podido evaluar la cantidad de grupos tosilo
que intervienen en la unién de las sondas y la cantidad de grupos tosilo que pueden causar una adsorcién no
especifica.

El area ocupada por un grupo tosilo es un valor obtenido por medicion en un medio acuoso segun la presente
invencion. Los detalles se describen a continuacion.

. Angulo de contacto

El angulo formado entre la superficie de un portador que tiene grupos tosilo y el agua (25 °C) es preferentemente no
menor que 50°. Como el portador esta en forma de particulas, un angulo de contacto formado entre una pelicula de
recubrimiento seca que consiste en el portador y el agua (25 °C) es preferentemente no menor que 70°, mas
preferentemente no menor que 90°, y particularmente de manera preferida no de 105° a 120°.

Cuando el angulo de contacto se encuentra dentro del intervalo anterior, se puede obtener facilmente un portador
unido a la sonda, mediante el cual se puede lograr una alta relacion S/N en el diagndstico, la deteccion o similares.
Cuando el angulo de contacto esta por debajo del limite inferior del intervalo anterior, la sensibilidad en el diagndstico,
la deteccioén o similares con el uso del portador unido a la sonda obtenido podria disminuir.

Ademas, al utilizar un portador cuyo angulo de contacto antes de la introduccion de los grupos tosilo se encuentra
dentro del intervalo anterior y cuyo angulo de contacto después de la introduccion de los grupos tosilo también se
encuentra dentro del intervalo anterior, es posible inhibir la adsorcion no especifica de una sustancia biolégicamente
relevante al portador unido a la sonda, logrando asi una alta sensibilidad en el diagnéstico, la deteccién o similares
con el uso del portador unido a la sonda.

Un portador que tiene grupos tosilo para el que el angulo de contacto se encuentra dentro del intervalo anterior puede
ajustarse en funcién del grado de introduccion de los grupos tosilo o similares.

<Sonda>

La sonda descrita anteriormente no esta particularmente limitada, y puede ser una sustancia utilizada para el
diagndstico, la deteccion o similares. Sin embargo, la sonda es preferentemente una sustancia de unidn especifica.
Especificamente, es preferentemente una proteina o un acido nucleico, mas preferentemente un antigeno, un
anticuerpo o una avidina, y particularmente de manera preferida un antigeno o un anticuerpo.

Se pueden utilizar dos o mas tipos de sondas en el paso 1. Sin embargo, se suele utilizar un tipo de sonda.

El antigeno o anticuerpo reacciona preferentemente con un componente que suele estar contenido en un objeto de
prueba. Ejemplos de ello son: antigenos o anticuerpos para pruebas relacionadas con la coagulacion/fibrindlisis, tales
como un anticuerpo antiantiplasmina para la prueba de antiplasmina, un anticuerpo anti-dimero D para la prueba de
dimero D, un anticuerpo antiFDP para la prueba de FDP, un anticuerpo antitPA para la prueba de tPA, un anticuerpo
anti-complejo TAT para la prueba de TAT, y un anticuerpo antiFPA para la prueba de FPA; antigenos o anticuerpos
para pruebas relacionadas con tumores, como un anticuerpo antiBFP para la prueba BFP, un anticuerpo antiCEA para
la prueba CEA, un anticuerpo antiAFP para la prueba AFP, un anticuerpo antiferritina para la prueba de ferritina y un
anticuerpo antiCA19-9 para la prueba CA19-9; antigenos o anticuerpos para pruebas relacionadas con las proteinas
séricas, tales como un anticuerpo antiapolipoproteina para la prueba de apolipoproteina, un anticuerpo antip2-
microglobulina para la prueba de B2microglobulina, un anticuerpo antia1-microglobulina para la prueba de a1-
microglobulina, un anticuerpo antiinmunoglobulina para la prueba de inmunoglobulina y un anticuerpo antiPCR para
la prueba de PCR; antigenos o anticuerpos para pruebas de funcion endocrina, tales como un anticuerpo antiHCG
para la prueba de HCG; antigenos o anticuerpos para pruebas relacionadas con enfermedades infecciosas, tales como
un anticuerpo antiHBs para la prueba de antigeno HBs, un antigeno HBs para la prueba de anticuerpos HBs, un
antigeno VHC para la prueba de anticuerpos VHC, un antigeno VIH-1 para el anticuerpo VIH-1 un antigeno del VIH-2
para la prueba de anticuerpos del VIH-2, un antigeno del HTLV-1 para la prueba del HTLV-1, un antigeno del
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micoplasma para la prueba de infeccion por micoplasma, un antigeno del toxoplasma para la prueba del toxoplasma
y un antigeno de la estreptolisina O para la prueba del ASO; antigenos o anticuerpos para pruebas relacionadas con
la autoinmunidad, tal como un antigeno de ADN para la prueba de anticuerpos anti ADN y una IgG humana
desnaturalizada por calor para la prueba de FR; y antigenos o anticuerpos para el analisis de drogas, tales como un
anticuerpo antidigoxina para la prueba de digoxina y un anticuerpo antilidocaina para la prueba de lidocaina.

El anticuerpo que se va a utilizar puede ser un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal.

Los ejemplos de la sonda altamente hidrofilica descrita anteriormente incluyen una sonda que no se precipita al salar
incluso en una solucién acuosa o solucidon tampdn que contiene la sonda al 1 % en masa y sulfato de amonio al 33 %
en masa.

Es preferible utilizar sondas en el paso 1 en una cantidad en la que la proporcién del area S1B que esta ocupada por
un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 1 con respecto al area S1A que esta ocupada por
un grupo tosilo en la superficie de un portador que se va a utilizar (antes de ser unido a la sonda) en el paso 1
(S1B/S1Ax100%) cae dentro del intervalo descrito a continuacion desde el punto de vista de que, por ejemplo, se
puede conseguir una alta sensibilidad en el diagndstico, la deteccion o similares con el uso del portador obtenido unido
a la sonda.

Como se utiliza una particula magnética como portador, la cantidad de sondas utilizadas en el paso 1 es
preferentemente no menor que 0,5 partes en masa y mas preferentemente no menor que 1 parte en masa con respecto
a 100 partes en masa de particulas magnéticas desde el punto de vista de que, por ejemplo, se puede conseguir una
alta sensibilidad en el diagndstico, la deteccion o similares con el uso del portador unido a la sonda obtenido. Ademas,
el limite superior del mismo es preferentemente no mayor que 200 partes en masa y mas preferentemente no mayor
que 100 partes en masa.

-Area S1B Ocupada por un Grupo Tosilo en la Superficie del Portador Obtenido en el Paso 1

El area S1B que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 1 no es menor
que 10 A%grupo tosilo, preferentemente no menor que 25 A%/grupo tosilo, y particularmente de manera preferida no
menor que 40 A2/grupo tosilo.

Cuando el area S1B se encuentra dentro del intervalo anterior, se puede obtener faciimente un portador unido a la
sonda, mediante el cual se puede lograr una alta relacion S/N en el momento del diagndstico, la deteccion o similares.

La proporcion del area S1B que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso
1 con respecto al area S1A que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador utilizado en el paso
1 (S1B/S1A % 100%) no es menor que 110 %, preferentemente no es menor que 120 %, y particularmente
preferentemente no es menor que 130 %.

Cuando la proporciéon del area cae dentro del intervalo anterior, se puede obtener facilmente un portador unido a la
sonda, mediante el cual se puede lograr una alta relacion S/N en el momento del diagnéstico, la deteccidn o similares.

<Paso 2>

El paso 2 descrito anteriormente no esta particularmente limitado mientras sea un paso de reduccién de la cantidad
de grupos tosilo en la superficie de un portador, sin embargo, es preferentemente un paso para permitir que los grupos
tosilo en la superficie de un portador sean liberados. El paso 2 se realiza después del paso 1.

Los grupos tosilos que quedan después del paso 1 son altamente hidréfobos, y, por lo tanto, tienden a causar una
adsorcién no especifica de una sustancia biolégicamente relevante. El uso de un portador que tenga grupos tosilos
remanentes al momento del diagndstico, la deteccion o similares, tiende a causar un aumento de ruido. Por lo tanto,
es preferible reducir la cantidad de grupos tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 1 y es
particularmente preferible permitir que los grupos tosilo se liberen quimicamente.

El procedimiento utilizado en el paso 2 es un procedimiento en el que se permite que los grupos tosilo reaccionen con
un agente bloqueador para que se liberen.

Cuando se permite que el agente bloqueador reaccione con los grupos tosilo, no esta particularmente limitado siempre
que se mezcle un portador con un agente bloqueador. Sin embargo, es preferible emplear un procedimiento de mezcla
de un portador y un agente de bloqueo en un liquido desde el punto de vista de que, por ejemplo, el portador y el
agente de bloqueo se ponen facilmente en contacto entre si, obteniendo asi convenientemente un portador unido a la
sonda. Un liquido utilizado en este procedimiento es, por ejemplo, un liquido similar al liquido descrito para el paso 1
anterior. En el caso de que el paso 1 se realice en un liquido, el liquido utilizado en el paso 1 puede utilizarse
directamente en el paso 2.
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La forma de mezclar no esta particularmente limitada. En el caso de que el portador se mezcle con el agente de
bloqueo en un liquido, el liquido puede simplemente dejarse quieto o puede agitarse, por ejemplo.

El tiempo requerido para el mezclado (tiempo requerido para una reaccién de un portador y un agente de bloqueo) o
el tiempo requerido para una reaccion de hidrolisis diferiria dependiendo de las condiciones tales como los tipos y las
cantidades de un portador y un agente de bloqueo que se va a utilizar. Sin embargo, dicho tiempo es preferentemente
no menor que 2 horas, mas preferentemente no menor que 6 horas, y particularmente de manera preferida no menor
que 8 horas desde el punto de vista de que, por ejemplo, el bloqueo se lleva a cabo en una medida suficiente, lo que
permite obtener facilmente un portador unido a la sonda para el que el area S2 cae dentro del intervalo descrito a
continuacion. También es preferible que el tiempo no sea superior a 48 horas, mas preferentemente no mayor que 36
horas, y particularmente preferible que no sea mayor que 24 horas desde el punto de vista de que, por ejemplo, se
pueda producir eficazmente un portador unido a la sonda.

El paso 2 puede realizarse a temperatura ambiente o durante el calentamiento.

La temperatura de calentamiento puede seleccionarse adecuadamente dependiendo de condiciones tales como los
tipos de portador y de agente de bloqueo que se vayan a utilizar. Sin embargo, la temperatura de calentamiento es
preferentemente de 4 °C a 50 °C, mas preferentemente de 20 °C a 45 °C, y particularmente de manera preferida de
35 °C a 40 °C desde el punto de vista de que, por ejemplo, se puede producir eficientemente un portador especifico
unido a la sonda.

El paso 2 se realiza normalmente en el aire. Sin embargo, puede llevarse a cabo en una atmdsfera de gas especifica,
tal como una atmdsfera de gas inerte, o en un contenedor o sistema especifico, tal como una caja de cultivo, en funcion
de un portador o un agente de bloqueo que se vaya a utilizar, por ejemplo.

<Agente de Bloqueo>

El agente de bloqueo es

una sustancia que tiene un grupo funcional que es reactivo a un grupo tosilo. Sin embargo, es preferible una sustancia
que tenga un grupo funcional hidrofilico capaz de evitar la adsorcion no especifica, por ejemplo, de una molécula
bioldgica tal como una proteina, un lipido, un acido nucleico o células en un objeto de prueba, una proteina, un sustrato
luminiscente o una sustancia que absorbe la luz, o similares en un reactivo de medicién a la superficie de un portador.

Los ejemplos del grupo funcional que es reactivo a un grupo tosilo incluyen grupos nucledfilos tal como un grupo amino
y un grupo mercapto.

Los ejemplos del grupo funcional hidrofilico incluyen un grupo hidroxilo, un grupo carboxilo, un grupo acido sulfénico,
un grupo acido fosférico, un grupo que contiene azicar, un grupo que contiene iones zwitter y un grupo que contiene
polietilenglicol.

El agente de bloqueo es preferentemente soluble en agua desde el punto de vista de que, por ejemplo, la adsorcion
no especifica a un portador unido a la sonda puede ser mas inhibida. El término "soluble en agua" utilizado en el
presente documento se refiere a la caracteristica de mezclarse con agua en una relacién arbitraria o de disolverse en
una cantidad no menor que 10 mg en 1 g de agua a 25 °C.

El agente de bloqueo es al menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste en un compuesto de bajo peso
molecular, un polimero biolégico tal como un péptido o una proteina, y un polimero sintético. Sin embargo, es preferible
un polimero biolégico o un polimero sintético porque es muy eficaz para inhibir la adsorcion no especifica debido al
impedimento estérico. Un polimero sintético es mas preferible en el sentido de que no se introduce una sustancia de
origen bioldgico en un sistema de medicion.

Ejemplos de un compuesto de bajo peso molecular que funciona como agente de blogueo incluyen
tris(hidroximetil)aminometano y etanolamina. El Tris(hidroximetil) aminometano es preferible porque la adsorcion no
especifica puede ser particularmente inhibida.

Los ejemplos de un polimero biolégico que funciona como agente de bloqueo incluyen albumina de suero bovino
(BSA), caseina y gelatina. La BSA es preferible porque, por ejemplo, se puede inhibir especialmente la adsorcion no
especifica.

Los ejemplos de un polimero sintético conocido publicamente que funciona como agente de bloqueo incluyen un
copolimero de monémeros de vinilo que tiene un polimero hidrofilico tal como polioxietileno como una cadena lateral,
un copolimero en bloque de un polimero hidrofilico tal como polioxietileno y un polimero diferente, y un polimero
hidrofilico tal como polioxietileno que tiene un grupo funcional en un extremo del mismo. En particular, un polimero
sintético que tiene una estructura en la que un extremo de polioxietileno tiene una poliamina divulgada en el
documento JP 2008-170417 A se utiliza preferentemente en la presente invencién porque tiene un efecto de mejora
de la reactividad al alinear la orientacién de una sonda tal como un anticuerpo, ademas de un efecto de inhibicién de
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la adsorcion no especifica a la superficie de un portador. Ejemplos de dicho agente de bloqueo incluyen Blockmaster
CE510 o CE210 fabricados por JSR Life Sciences Corporation.

En el caso de utilizar el agente de bloqueo descrito anteriormente, es preferible utilizar el agente de bloqueo en una
cantidad en la que una proporcion del area S2 que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador
obtenido en el paso 2 con respecto al area S1B que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador
obtenido en el paso 1 (S2/S1B x 100 %) cae dentro del intervalo descrito a continuacién desde el punto de vista de
que, por ejemplo, se puede lograr una alta sensibilidad en el diagnéstico, la deteccion o similares con el uso del
portador obtenido.

Como se utiliza una particula magnética como portador, la cantidad del agente de bloqueo utilizado en el paso 2 es
preferentemente no menor que 1 parte en masa y mas preferentemente no menor que 2 partes en masa con respecto
a 100 partes en masa de particulas magnéticas desde el punto de vista de que, por ejemplo, se puede lograr una alta
sensibilidad en el diagndstico, la deteccion o similares con el uso del portador obtenido unido a la sonda. Ademas, el
limite superior del mismo es preferentemente no mayor que 200 partes en masa y mas preferentemente no mayor que
100 partes en masa.

-Area Ocupada por Un Grupo Tosilo en la Superficie del Portador Unido a la Sonda

El area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador unido a la sonda (cada una de las areas S2 ocupada
por un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 2 y el area S2' ocupada por un grupo tosilo en
la superficie de un portador unido a la sonda) es preferentemente no menor que 15 A2/grupo tosilo.

Como resultado de estudios intensivos, los presentes inventores encontraron que un portador unido a la sonda que
tiene tal area es poco probable que cause adsorcion no especifica y tiene una alta actividad de la sonda.

Ademas, cada una de las areas S2 y S2' es preferentemente no inferior a 30 A2/grupo tosilo, mas preferentemente no
menor que 40 A2/grupo tosilo, y particularmente de manera preferida no menor que 45 A2/grupo tosilo desde el punto
de vista de que, por ejemplo, se reduce la adsorciéon no especifica y se mejora la actividad de la sonda. Los grupos
tosilo restantes tienden a causar una adsorcion no especifica de una sustancia biolégicamente relevante. El uso de
un portador que tenga grupos tosilos remanentes al momento del diagnéstico, la deteccién o similares, tiende a causar
un aumento de ruido. Por lo tanto, los grupos tosilo pueden no estar presentes en la superficie de un portador unido a
la sonda.

La proporcion del area S2 que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 2
con respecto al area S1A que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador utilizado en el paso 1
(S2/S1A x 100 %) y la proporcién del area S2' que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador
unido a la sonda con respecto al area S1A' que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador al que
aun no se ha unido la sonda (S2'/S1A" x 100%) son, cada una, no menos del 140 % con respecto al area S1A' que
esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador al que ain no esta unida la sonda (S2'/S1A' x 100%),
son, cada una, no menos del 140 %, preferentemente del 150 % al 250 %, mas preferentemente del 160 % al 220 %,
y particularmente de manera preferida del 170 % al 190 %.

Los grupos tosilo se reducen en un portador unido a la sonda que tiene la proporcion de area que cae dentro del
intervalo anterior, de tal manera que la adsorcién no especifica de una sustancia biolégicamente relevante tal como
una proteina o un acido nucleico puede ser suficientemente inhibida. El uso del portador permite conseguir un bajo
nivel de ruido y una alta relacion S/N en el diagndstico, la deteccion o similares y, especialmente, en los
inmunoensayos como CLIA o CLEIA.

En un caso en el que la proporcién de area esta por debajo del limite inferior del intervalo anterior, se tiende a promover
la adsorcion no especifica de una sustancia biolégicamente relevante. En un caso en el que la proporcion de area
supera el limite superior del intervalo anterior, tiende a no obtenerse un portador unido a la sonda al que se une una
cantidad suficiente de sondas. En tal caso, es posible que no se obtengan sefales elevadas en el diagnéstico, la
deteccioén o similares con el uso del portador.

La proporcion del area S2 que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 2
con respecto al area S1B que esta ocupada por un grupo tosilo en la superficie de un portador obtenido en el paso 1
(S2/S1B % 100 %) no es menor que 110 %, preferentemente del 115 % al 160 %, mas preferentemente del 120 % al
150 %, y de manera particular preferentemente del 125 % al 140 %.

Los grupos tosilo se reducen en un portador unido a la sonda que tiene la proporcion de area que cae dentro del
intervalo anterior, de tal manera que la adsorcién no especifica de una sustancia biolégicamente relevante tal como
una proteina o un acido nucleico puede ser suficientemente inhibida. El uso del portador permite conseguir un bajo
nivel de ruido y una alta relacion S/N en el diagndstico, la deteccion o similares y, especialmente, en los
inmunoensayos como CLIA o CLEIA.

En un caso en el que la proporcion de area esta por debajo del limite inferior del intervalo anterior, se tiende a promover
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la adsorcion no especifica de una sustancia biolégicamente relevante. En un caso en el que la proporcion de area
supera el limite superior del intervalo anterior, tiende a no obtenerse un portador unido a la sonda al que se une una
cantidad suficiente de sondas. En tal caso, es posible que no se obtengan sefales elevadas en el diagnéstico, la
deteccioén o similares con el uso del portador.

<Uso Previsto>

Un portador unido a la sonda obtenido en el presente procedimiento y un portador unido a la sonda en una realizacion
de la presente invencion pueden utilizarse preferentemente para el diagnostico o la deteccion de una sustancia objetivo
y especialmente para el inmunoensayo tal como CLIA o CLEIA. Asi, pueden utilizarse preferentemente para un agente
de diagnéstico in vitro o para la deteccion de una sustancia biolégicamente relevante. Por lo tanto, el portador unido a
la sonda también puede considerarse un agente de diagndstico in vifro o un agente de deteccidon de sustancias
bioldgicamente relevantes que contiene el portador unido a la sonda. Especificamente, el portador unido a la sonda
puede utilizarse como un portador de afinidad, tal como una particula portadora de compuestos en el campo de la
bioquimica y una particula portadora de unién quimica utilizada para un agente de diagnostico. El portador unido a la
sonda se utiliza preferentemente para el inmunodiagnéstico o la deteccion de acidos nucleicos y, en particular, se
utiliza preferentemente como una particula unida a la sonda para el inmunoensayo, a la que se une una sonda tal
como un antigeno o un anticuerpo.

La sustancia objetivo descrita anteriormente no esta particularmente limitada. Sin embargo, es preferible que sea una
sustancia que se una especificamente a la sonda. Ejemplos especificos de las mismas son un reactivo de
inmunoensayo y una sustancia biolégicamente relevante o una sustancia quimica contenida en una muestra de
inspeccion.

La sustancia biolégicamente relevante es cualquier sustancia biolégicamente relevante. Algunos ejemplos de ello son
una sustancia in vivo, una sustancia inducida a partir de una sustancia in vivo y una sustancia que puede utilizarse in
vivo. La sustancia biolégicamente relevante no esta particularmente limitada. Sin embargo, algunos ejemplos incluyen
proteinas (por ejemplo, enzimas, anticuerpos, aptameros y receptores), péptidos (por ejemplo, glutationa), acidos
nucleicos (por ejemplo, ADN y ARN), azucares, lipidos y otras células o sustancias (por ejemplo, sustancias derivadas
de la sangre, incluyendo diversas células sanguineas tales como plaquetas, eritrocitos y leucocitos y diversas células
flotantes).

<Procedimiento de Deteccidén o Separacién de la Sustancia Objetivo>

El portador unido a la sonda se utiliza en un procedimiento de deteccidon o separacion de una sustancia objetivo en
una realizacién de la presente invencion (en lo sucesivo también denominado "el presente procedimiento de
deteccion").

En el presente procedimiento de deteccion, ya que se utiliza el portador unido a la sonda, es posible detectar una
sustancia objetivo para la deteccion con una sensibilidad notablemente alta.

En un ejemplo del procedimiento de deteccion, el portador unido a la sonda se pone en contacto con una sustancia
objetivo en un objeto de prueba, permitiendo asi que la sustancia objetivo quede atrapada a través de una sonda
contenida en el portador unido a la sonda en el portador y que luego reaccione con una sonda secundaria. En ese
momento, es posible detectar la sustancia objetivo mediante una reaccion fluorescente o enzimatica con el uso de un
fésforo, un is6topo o una sonda etiquetada con una enzima o similares como sonda secundaria, y si es necesario, un
reactivo luminiscente o similares.

Un ejemplo de dicho procedimiento de separacion es un procedimiento en el que se permite que el portador unido a
la sonda reaccione con una sustancia objetivo y, a continuacion, el portador y la sustancia se recogen y se lavan
magnéticamente, separando y eliminando asi los componentes distintos de la sustancia objetivo.

Ejemplos

A continuacion, la presente invencion se describe en detalle con referencia a los Ejemplos. Sin embargo, la presente
invencion no se limita a estos Ejemplos.

[Medicion del Tamano de las Particulas]

El tamafio de cada particula magnética se midio con el Multisizer4e (fabricado por Beckman Coulter Inc.). Se afiadieron
a 100 ml de una solucion electrolitica (ISOTON Il fabricada por Beckman Coulter Inc.), particulas magnéticas al 1%
en masa dispersas en una solucion acuosa de Tween 20 al 0,1% en masa hasta que el valor indicado por un sensor
de concentracién alcanzé un nivel del 4 % al 10 %. Se midieron los tamafios de las particulas de 50.000 particulas y
se calculd su valor promedio, determinando asi el tamafio promedio de las particulas en volumen.
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Determinacién ntitativ: | r Tosil

Las particulas magnéticas en una cantidad de 100 mg (particulas magnéticas obtenidas en el Ejemplo de Sintesis 1 o
particulas magnéticas después de cada paso) dispersadas en 1 ml de agua se recogieron en un microtubo, y se
afiadieron 100 pl de etilendiamina, permitiendo asi una reaccion a 40 °C durante 15 horas. Tras la reaccion, el
microtubo se colocd en un soporte magnético, recuperando asi el sobrenadante. Se analizo el sobrenadante en una
cantidad de 20 pl por cromatografia ionica (sistema: 1CS2000 fabricado por DIONEX Corporation; columna: AS18;
deteccion: conductividad eléctrica; caudal: 1,0 ml/minuto; tiempo de medicion: 30 minutos; eluyente: solucidon acuosa
de hidréxido de potasio 50 mM), y se determiné el area de un pico que aparecio en el punto de tiempo de retencion
de unos 23 minutos. Por separado, se calculé la cantidad de grupos tosilo superficiales por cada 100 mg de particulas
magnéticas con base en una curva de calibracion obtenida mediante el analisis de p-toluenesulfonato de sodio por
cromatografia ionica.

[Calculo del Area Ocupada por un Grupo Tosilo en la Superficie de una Particula Magnétical]

El area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de una particula magnética se determina mediante la siguiente
férmula

Area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de una particula
magnética = un area superficial de una particula magnética / el nimero
de grupos tosilo de superficie

En concreto, el area se calculd mediante la siguiente formula

Area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de una particula
magnética [Az/grupo tosilo] = 1/(1,004 x gravedad especifica de

particula magnética [g/cm3] X tamafio de particula [um] x la cantidad de
grupos tosilo [mmol/g]

La gravedad especifica de la particula magnética utilizada en los Ejemplos se obtuvo de la siguiente manera.

Se colocé un polvo de particulas magnéticas en una cantidad de 30 mg en un analizador termogravimétrico simultaneo
(STA7300 fabricado por Hitachi High-Tech Science Corporation), seguido de una medicién en las siguientes
condiciones: tasa de aumento de temperatura: 10 °C/minuto; temperatura limite: 500 °C; tiempo de mantenimiento: 20
minutos; tiempo de muestreo: 1,0 segundos; especie de gas: nitrégeno; caudal de gas: 200 m/minuto. Asi, se obtuvo
el porcentaje en masa (% en masa) de 6xido de hierro y el de una resina contenida en particulas magnéticas. La
gravedad especifica de la particula magnética se calculé con base en cada porcentaje en masa (% en masa) obtenido
anteriormente con una gravedad especifica del 6xido de hierro de 5,2 [g/cn?] y una gravedad especifica de la resina
de 1,1 [g/cm?3].

[Determinacién Cuantitativa de la Cantidad de Anticuerpos de Unién]

Los anticuerpos unidos a las particulas magnéticas se determinaron cuantitativamente utilizando un kit de ensayo de
proteinas BCA (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.).

Al principio, cada uno de los 50 pul de soluciones tampén MES (0,1 moll), en las que se disolvieron 0 ug, 5 ug, 10 ug
o 15 pg de anticuerpos, se dispenso6 en un microtubo, y se afiadié a cada microtubo 1 ml de un reactivo de trabajo
preparado mezclando un reactivo A y un reactivo B incluidos en el kit al 50/1 (v/v). Tras la incubacion a 37 °C durante
30 minutos, cada microtubo se colocé en un soporte magnético, recuperando asi el sobrenadante. A continuacion, se
midio OD 562 y se cred asi una curva de calibracion.

Posteriormente, se recogié en cada microtubo 1 mg de particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA
dispersadas en 50 pl de una soluciéon tampén MES (0,1 mol/l). El reactivo de trabajo se afadié en una cantidad de 1
ml. Tras la incubacion a 37 °C durante 30 minutos, cada microtubo se colocé en un soporte magnético, recuperando
asi el sobrenadante. A continuacion, se midi6 OD 562. La cantidad de anticuerpos de unién se calculd con base en
una curva de calibracion.
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[Inmunoensayo Enzimatico de Quimioluminiscencia (CLEIA)]

A cada uno de los pocillos 1 y 2 de una placa blanca de 96 pocillos, se afiadieron 15 pg de particulas magnéticas
unidas a anticuerpos antiPSA, que se dispersaron en 50 pl de una soluciéon tampén TBS-T (137 mmol/l de cloruro de
sodio, 2,7 mmol/l de cloruro de potasio, 25 mmol/l de clorhidrato de tris(hidroximetil) aminometano (en lo sucesivo
también denominado "Tris-HCI"), 0,1 % en masa de Tween 20, pH 7,4).

A continuacion, para la medicion del ruido, se afiadieron 10 yl de una solucién tampén BSA/TBS (1 % en masa de
BSA, 137 mmol/l de cloruro de sodio, 2,7 mmol/l de cloruro de potasio, 25 mmol/l de Tris-HCI, pH 7,4) al pocillo 1, y
para la medicion de la sefial, se afiadieron 10 ug de un antigeno PSA que se disolvié en 10 ul de una solucién tampoén
BSA/TBS (que contenia 1 % en masa de BSA) al pocillo 2, permitiendo asi que se produjera una reaccion a 37 °C
durante 10 minutos. A continuacion, se recogieron magnéticamente las particulas unidas a anticuerpos, se eliminé el
sobrenadante y se lavaron las particulas con una solucion tampén TBS-T. Esta operacion de recogida y lavado
magnético de las particulas se repitié cinco veces en total. A continuacion, se afiadieron 50 pl de anticuerpos antiPSA
marcados con fosfatasa alcalina, lo que permitié que se produjera una reaccion a 37 °C durante 10 minutos. Después
de lareaccion, se llevd a cabo una operacion de recogida y lavado magnético de las particulas magnéticas cinco veces
utilizando una solucién tampon TBS-T de la manera descrita anteriormente, y se afiadieron 50 yl de un sustrato
luminiscente (una solucién de sustrato LUMIPULSE de la serie Class Il fabricada por FUJIREBIO Inc. Las intensidades
de luminiscencia de los ruidos y las sefales se midieron con un luminédmetro 5 minutos después de la adicién de un
sustrato luminiscente.

[Ejemplo 1 de Sintesis]

Se afadi6 acetona a un fluido magnético aceitoso ("EXP series EMG" fabricado por Ferrotec Holdings Corporation),
permitiendo asi que las particulas se precipitaran y se depositaran. Las particulas se secaron. Asi, se obtuvieron las
particulas de cuerpo magnético de ferrita (6xido de hierro) hidrofobizadas en superficie (tamafio promedio de las
particulas primarias: 0,01 pm).

A continuacion, se mezclaron suficientemente 30 g de particulas de poliestireno (tamafio promedio de las particulas
en volumen: 1,5 um) y 15 g de las particulas del cuerpo magnético hidrofobizado mediante un mezclador, y la mezcla
se trato utilizando un sistema de hibridacion del tipo NHS-0 (fabricado por Nara Machinery Co., Ltd.) a una velocidad
circunferencial de una cuchilla (cuchilla agitadora) de 100 m/segundo (16.200 rpm) durante 5 minutos. Asi, se
obtuvieron las particulas base (tamafio de particula: 2,0 ym) que tienen una capa de cuerpo magnético que consiste
en particulas de cuerpo magnético en su superficie.

Posteriormente, se introdujeron 375 g de una solucidon acuosa que contenia dodecil sulfato de sodio a una
concentracion del 0,50 % en masa en un matraz separable de 1 |. A continuacion, se afiadieron 15 g de las particulas
base que tenian una capa de cuerpo magnético y se dispersaron mediante un homogeneizador, tras lo cual se
calentaron a 60 °C.

Una preemulsion preparada afiadiendo 27 g de metacrilato de metilo (en lo sucesivo denominado "MMA"), 3 g de
trimetacrilato de trimetilol propano (en lo sucesivo denominado "TMP"), y 0,6 g de perdxido de di (3,5,5-trimetilhexanoil)
(PEROYL 355 fabricado por NOF Corporation (en lo sucesivo denominado "PERQOYL 355")) a 150 g de una solucion
acuosa que contenia dodecilsulfato de sodio a una concentracion del 0,50 % en masa y dispersando la mezcla se
afnadié gota a gota al matraz separable de 1l controlado a 60 °C durante 2 horas. Tras la adicion gota a gota, la
temperatura se mantuvo a 60 °C, y se agit6é durante 1 hora. A continuacion, una preemulsion preparada afiadiendo
13,5 g de metacrilato de glicidilo (en los sucesivo denominado "GMA"), 1,5 g de TMP y 0,3 g de PEROYL 355a75¢g
de una solucion acuosa que contenia dodecilsulfato de sodio se afiadié a una concentracion del 0,50 % en masa y
dispersando la mezcla gota a gota al matraz separable de 1| controlado a 60 °C durante 1 hora y 30 minutos. A
continuacion, se aumento la temperatura a 75 °C y se dejo que la polimerizacion continuara durante 2 horas,
completando asi la reaccion.

Posteriormente, se afiadieron 60 ml de acido sulfurico 1 mol/l al matraz separable de 1|y se agité a 60 °C durante 6
horas. A continuacion, las particulas del matraz separable se separaron magnéticamente y se lavaron repetidamente
con agua destilada. En consecuencia, se obtuvieron particulas magnéticas (A) que comprendian grupos hidroxilos.

A continuacion, las particulas magnéticas (A) se liofilizaron, y 1,0 g de las particulas magnéticas liofilizadas (A) se
dispersaron en 8 ml de piridina. A continuacion, se afiadieron 0,2 g de cloruro de p-toluenosulfonilo, y la mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de la reaccion, las particulas se separaron
magnéticamente y se lavaron con acetona 4 veces y luego con agua destilada 4 veces, obteniendo asi particulas
magnéticas con grupos tosilo (B). El tamafio de las particulas era de 3,0 ym.

[Ejemplo 1]

Las particulas magnéticas (B) obtenidas en el Ejemplo de Sintesis 1 en una cantidad de 10 mg se dispersaron en 1,5
ml de una solucién tampén de acido bérico (sulfato de amonio: 0,5 mol/L; acido bérico: 0,1 mol/L; pH 9,5) en el que se
disolvié sulfato de amonio. Se afiadié un anticuerpo contra un antigeno especifico de la préstata (PSA) (en lo sucesivo
denominado "anticuerpo antiPSA") en una cantidad de 100 pg al liquido de dispersion de particulas magnéticas, lo
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que permitié que se produjera una reaccion a 37 °C durante 8 horas. A continuacion, se afadieron 50 pyl de CE510
(2,0 % en masa, fabricado por JSR Corporation) como agente de bloqueo, permitiendo asi que se produjera una
reaccion a 37 °C durante 15 horas. Después de la reaccion, las particulas se separaron magnéticamente utilizando un
soporte magnético y se lavaron con un liquido de lavado (25 mmol/L de Tris-HCI conteniendo 0,01 % en masa de
Tween 20, pH 7,4) repetidamente, obteniendo asi particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-1).

[Ejemplo 2]

Las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-2) se obtuvieron realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 1, excepto que el tiempo de reaccién de bloqueo se fijo en 6 horas.

[Ejemplo 3]

Se obtuvieron particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-3) realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 1, excepto que se utilizd6 BSA como agente de bloqueo.

[Ejemplo 4]

Las particulas magnéticas (B) obtenidas en el Ejemplo de Sintesis 1 se dispersaron en una cantidad de 10 mg en 1,0
ml de una solucion tampon de acido bérico (0,1 mol/l, pH 9,5), y se afiadieron 100 pug de un anticuerpo antiPSA.
Posteriormente, se afadieron 0,5 ml de una solucién tampon de acido bérico (sulfato de amonio: 1,5 mol/l; acido
bérico: 0,1 mol/l; pH 9,5) , en la que se disolvio el sulfato de amonio, permitiendo asi que se produjera una reaccion a
37 °C durante 8 horas. A continuacion, se afadieron 50 pyl de CE510 (2,0 % en masa, fabricado por JSR
Corporation)como agente de bloqueo, permitiendo asi que la reaccién se desarrollara a 37° C durante 15 horas.
Después de la reaccion, las particulas se separaron magnéticamente utilizando un soporte magnético, se lavaron con
un liquido de lavado (25 mmol/l Tris-HCI que contenia 0, 01 % en masa de Tween 20, pH 7,4) repetidamente, y se
diluyé con el liquido de lavado de forma que la concentracion de particulas se ajustara a 0, 03 % en masa. Asi, se
obtuvieron particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-4).

[Ejemplo 5]

Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-5) realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 1, excepto que la concentracion de sulfato de amonio de la solucion tampén de acido bérico en la que se
disolvio el sulfato de amonio se fijo en 1,0 mol/l.

[Ejemplo 6]

Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-6) realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 2, excepto que se utilizaron como particulas Dynabeads M-280 Tosylactivated (fabricadas por Thermo Fisher
Scientific Inc.).

[Ejemplo 7]

Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (C-7) realizando la misma operacién que en el
Ejemplo 1, excepto que la concentracion de sulfato de amonio de la solucion tampdn de acido bérico en la que se
disolvio el sulfato de amonio se fij6 en 3,0 mol/l.

[Ejemplo 1 comparativo]

Se obtuvieron particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (D-1) realizando la misma operaciéon que en el
Ejemplo 1, excepto que se utilizaron particulas magnéticas (A) como particulas magnéticas, en lugar de particulas
magnéticas (B).

[Ejemplo 2 comparativo]

Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (D-2) realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 1, excepto que no se realiz6 el bloqueo.

[Ejemplo 3 comparativo]

Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (D-3) realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 1, excepto que el tiempo de reaccién de bloqueo se fijé en 1 hora.

[Ejemplo 4 comparativo]
Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antiPSA (D-4) realizando la misma operacion que en el
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Ejemplo 6, excepto que no se realiz6 el bloqueo.
[Ejemplo 5 comparativo]

Se obtuvieron las particulas magnéticas unidas a anticuerpos antPSA (D-5) realizando la misma operacion que en el
Ejemplo 6, excepto que el tiempo de reaccién de bloqueo se fijé en 1 hora.
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Esta invencion se refiere a un procedimiento de produccion de un portador unido a la sonda, y a un procedimiento de
deteccion o separacion de una sustancia objetivo. El procedimiento de produccién de un portador unido a la sonda es
como se define en la reivindicacion 1 e incluye: el paso 1 de mezclar un portador que tiene grupos tosilo y una sonda;
y el paso 2 de reducir la cantidad de grupos tosilo en una superficie de un portador, en el que una proporcion del area
S2 que esta ocupada por un grupo tosilo en una superficie del portador obtenida en el paso 2 con respecto al area
S1A que esta ocupada por un grupo tosilo en una superficie del portador utilizado en el paso 1 (S2/S1A x 100 %) no
es menor que140 %.
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de produccién de un portador unido a la sonda, que comprende:

paso 1 de mezcla de un portador con grupos tosilo y unasonda; y

paso 2 de reducir la cantidad de grupos tosilo en una superficie de un portador,

en el que S2/S1A x 100 % no es menor que 140 %, en el que S2 es un area ocupada por un grupo tosilo en
una superficie del portador obtenido en el paso 2 y S1A es un area ocupada por un grupo tosilo en una
superficie del portador utilizado en el paso 1

en el que el paso 1 comprende:

paso 1a de mezcla un portador que tiene grupos tosilo con sulfato de amonio; y

paso 1b de mezcla en una sonda después del paso 1a,

en el que el paso 2 es un paso de mezcla de los portadores obtenidos en el paso 1 con un agente
bloqueador

en el que el agente bloqueador es una sustancia que tiene un grupo funcional reactivo a un grupo tosilo
y el agente blogqueador es al menos una sustancia seleccionada del grupo que consiste en
tris(hidroximetil)Jaminometano, etanolamina, caseina, gelatina y un polimero sintético,

en el que el portador es una particula magnética,

en el que el area S1A no es menor que 20 A%/grupo tosilo,

en el que un area 51B ocupada por un grupo tosilo en una superficie del portador obtenido en el paso 1
no es menor que 10 A%/grupo tosilo,

en el que S2/S1B x 100 % no es menor que 110 %, y

en el que el area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de una particula magnética se determina
mediante la siguiente formula

Area ocupada por un grupo tosilo en la superficie de una particula
magnética [A%/ grupo tosilo] = 1/(1,004 x gravedad especifica de

particula magnética [g/cm3 ] x tamafio de particula [um] x la cantidad de
grupos tosilo [mmol/g]

2. El procedimiento de produccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el grupo funcional que es reactivo a
un grupo tosilo incluye un grupo amino.

3. El procedimiento de produccién de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el agente de bloqueo es un polimero
sintético que tiene una estructura en la que un extremo de polioxietileno tiene una poliamina.

4. El procedimiento de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a3, en el que el paso 1 es
un paso de mezcla de los portadores y las sondas en un liquido que contiene sulfato de amonio, y una concentracion
de sulfato de amonio en el liquido no es mayor que 2,0 mol/l cuando los portadores se ponen en contacto con las
sondas.

5. El procedimiento de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el paso 1 es
un paso de mezcla de los portadores y las sondas en un liquido, y el pH del liquido es de 6 a 12.

6. El procedimiento de producciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el area S1A
que esta ocupada por un grupo tosilo en una superficie del soporte utilizado en el paso 1 no es menor que 5 &/grupo
tosilo.

7. El procedimiento de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la sonda es
una proteina o un acido nucleico.

8. El procedimiento de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el tiempo de
mezcla no es menor que 2 horas.

9. Un procedimiento de deteccion o separacion de una sustancia objetivo, que comprende producir un portador unido

a la sonda por el procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y detectar o separar una
sustancia objetivo.
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