(11) Numero de Publicacio: PT 1856529 E

(51) Classificagdo Internacional:
GO1N 33/543 (2011.01)GO1N 33/546 (2011.01)
GO1N 33/533(2011.01)GOTN 33/24 (2011.01)
GO1N 33/53(2011.01) C0O7C 49/76 (2011.01)

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO C07C 49/83 (2011.01)
(22) Data de pedido: 2006.01.17 (73) Titular(es):
SIEMENS HEALTHCARE DIAGNOSTICS INC.
(30) Prioridade(s): 2005.01.21 US 40887 1717 DEERFIELD ROAD DEERFIELD, IL 60015
us
(43) Data de publicagéo do pedido: 2007.11.21
(72) Inventor(es):
(45) Data e BPI da concesséo: 2012.07.25 ALAN ROBERT CRAIG us
184/2012 ZHU TENG us
RICHARD C. WRIGHT us
CHENGRONG WANG us

(74) Mandatario:
MARIA SILVINA VIEIRA PEREIRA FERREIRA
RUA CASTILHO, N.2 50, 5° - ANDAR 1269-163 LISBOA  PT

(54) Epigrafe: COMPOSIGOES PARA UTILIZAGAO COMO COMPONENTE DE GERACAO DE SINAL
E METODOS DE UTILIZAGAO DAS MESMAS

(57) Resumo: ; y
COMPOSIGOES ADEQUADAS PARA UTILIZACGAO COMO COMPONENTES DE GERAGAO DE

SINAL DE UM IMUNOENSAIO, E METODOS PARA A SUA UTILIZAGAO. DE ACORDO COM UM
ASPETO DA INVENGAO, A COMPOSICAO INCLUI UM TRANSPORTADOR POSSUINDO UM
REVESTIMENTO DE UM AMINODEXTRANO E UM QUELATO METALICO Ai INCORPORADO. O
QUELATO METALICO ESTA PRESENTE NA QUANTIDADE DE PELO MENOS 0,065 &#924;:M POR
MILIGRAMA DE TRANSPORTADOR, E A DENSIDADE MEDIA DO REVESTIMENTO DE
AMINODEXTRANO E PELO MENOS CERCA DE 45 &#924:.G POR MILIGRAMA DE
TRANSPORTADOR. NOUTRO ASPETO DA INVENGAO, O TRANSPORTADOR E CORADO COM UM
COMPLEXO POSSUINDO A FORMULA: M(L1)X(L2)Y, EM QUE M E UM METAL SELECIONADO DO
GRUPO QUE CONSISTE EM EUROPIO, TERBIO, DISPROSIO, SAMARIO, OSMIO E RUTENIO; L1 E
UM LIGANDO SELECIONADO DO GRUPO QUE CONSISTE EM DPP, TOPO, TPPO; L2
COMPREENDE UM LIGANDO QUE TEM A FORMULA (1) EM QUE R CONSISTE NUM OU MAIS
SUBSTITUINTES, EM QUE CADA SUBSTITUINTE COMPREENDE UM GRUPO DADOR DE
ELETROES;N=2-10; X = 1-2; E Y = 2-4.



RESUMO
"COMPOSIGCOES PARA UTILIZAGCAO COMO COMPONENTE DE GERAGAO DE
SINAL E METODOS DE UTILIZAGCAO DAS MESMAS"

Composicdes adequadas para utilizacdo como componentes de
geracdo de sinal de um imunoensaio, e métodos para a sua
utilizacdo. De acordo com um aspeto da invencdo, a
composicéo inclui um transportador possuindo um
revestimento de um aminodextrano e um quelato metdlico ai
incorporado. O quelato metédlico estd presente na quantidade
de pelo menos 0,065 uM por miligrama de transportador, e a
densidade média do revestimento de aminodextrano ¢é pelo
menos cerca de 45 ug por miligrama de transportador. Noutro
aspeto da invencdo, o transportador ¢é corado com um
complexo possuindo a férmula: M(L1l)«(L2)y, em que M & um
metal selecionado do grupo gue consiste em eurdpio,
térbio, disprdsio, samario, bésmio e ruténio; L1 é um
ligando selecionado do grupo gque consiste em DPP, TOPO,
TPPO; L2 compreende um ligando que tem a fédrmula (1) em que
R consiste num ou mais substituintes, em que cada
substituinte compreende um grupo dador de eletrbdes; n = 2-

10; x = 1-2; e y = 2-4.
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DESCRICAO
"COMPOSICOES PARA UTILIZACAO COMO COMPONENTE DE GERACAO DE
SINAL E METODOS DE UTILIZACAO DAS MESMAS"

DOMINIO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se genericamente a composicdes
Uteis como componentes de geracdo de sinal em imunoensaios.
Em particular, a invencdo refere-se a composicdes que
proporcionam, simultaneamente, um sinal forte e uma

especificidade aumentada para o0s analitos de interesse.

ANTECEDENTES DA INVENCKO

Os reagentes de imunoensaios tém uma funcionalidade que
pode ser separada em dois grandes componentes: a
funcionalidade de geracdo de sinal (também conhecida como
amplificacédo), e a funcionalidade de ligacdo de ligandos. A
funcionalidade de geracdo de sinal ¢é requerida para a
detecdo da ligacéo de ligandos ao analito, e a
funcionalidade de ligacéo de ligandos consiste na
especificidade do reagente para o analito. A atividade de
ligacdo de 1ligandos ¢é obtida pela ligacdo covalente de
ligandos a superficie das particulas. Anticorpos e pequenos
haptenos com importdncia bioldgica, como tiroxina, sS&o

exemplos de ligandos comuns.

Composicdes fluorescentes e quimioluminescentes tém sido
extensamente utilizadas em componentes de geracdo de sinal
de imunoensaios. Um componente de geracdo de sinal tipico
inclui um transportador, como uma particula de latex,
corado com uma composicéao fluorescente ou
gquimioluminescente. Em particular, quelatos metdlicos tém

sido extensamente utilizados como corantes fluorescentes e



quimioluminescentes devido ao seu desvio de  Stokes
geralmente grande, pico de emissdo estreito e longo
comprimento de onda de emissdo. Tipicamente, o0s quelatos
metédlicos consistem num complexo formado por um metal, como
eurdpio, samério, ou térbio, e ligandos, Ccomo
tiofenotrifluorobutanodiona (TTA), naftiltriflurobutano-
diona (NTA), e 4,7-difenil-1,10-fenatrolina (DPP), ¢6xido de
trioctilfosfina (TOPO), oéxido de trifenilfosfina (TPPO).
Alguns quelatos metdlicos habitualmente utilizados incluem

Eu (TTA):DPP e Eu (NTA):DPP.

Transportadores corados gque sdo utilizados para preparar
reagentes de ensaios devem ter a capacidade para
proporcionar geracdo de sinal, e a funcionalidade quimica
de ligacdo covalente de ligandos. O processo utilizado para
ligar os ligandos pode ser critico para a qualidade da
especificidade da funcionalidade de ligacdo de ligandos. A
especificidade dos ligandos pode ser comprometida de varios
modos por escolhas inapropriadas de quimica de ligacdo. Por
exemplo, se adsorcéao passiva dos ligandos ocorrer
simultaneamente com ligacéo covalente, 0s ligandos
adsorvidos de modo passivo podem sair do transportador
durante o ensaio. O ligando livre resultante iréd interferir
no ensaio e reduzir a sua sensibilidade. Outro problema que
pode ocorrer é a ligacdo inespecifica do reagente ao outro
transportador, 0 gque conduz a aumento do sinal do

imunoensaio na auséncia de analito.

Os 1ligandos sdo muitas vezes ligados a particulas de
poliestireno através de grupos carboxi que estdo ligados
diretamente a superficie das particulas. Esta abordagem
pode ter os dois problemas descritos acima. Os problemas de

adsorcdo passiva e ligacdo inespecifica podem ser evitados



introduzindo uma ou mais camadas de polimeros de hidrogel
imobilizados, como um aminodextrano, entre as particulas de
poliestireno e os ligandos. Para a eliminacdo da adsorcédo e
ligacdo inespecifica é importante ter uma camada continua

destes polimeros de hidrogel.

No entanto, o revestimento de particulas que s&do coradas
com corantes convencionais, como Eu (TTA):DPP ou
Eu (NTA)3DPP, origina tipicamente densidades do revestimento
de aminodextrano que sdo significativamente menores do que
o valor ¢étimo para prevenir a ligacdo inespecifica. A
densidade de acoplamento do aminodextrano ¢é tipicamente
reduzida em 40-50%, relativamente ao seu valor méximo,
quando estes corantes sdo adicionados ao nivel 6timo para a
resposta quimioluminescente do reagente. Niveis menores de
corante originam composicdes que interferem menos no
processo de revestimento de aminodextrano, mas reduzir o
teor de corante também reduz a guimioluminescéncia

necessaria para um sinal forte.

Em conformidade, continua a ser necessario na Area
proporcionar um equilibrio mais 46timo entre a amplitude do
sinal de resposta e a especificidade dos componentes de

geracdo de sinal num ensaio de ligacédo especifica.

RESUMO DA INVENCAO

As composicgdes da presente invencéao proporcionam
componentes de geracdo de sinal possuindo um equilibrio
6timo entre a reducdo da ligacdo inespecifica, permitindo

ao mesmo tempo um sinal de resposta melhorado.

De acordo com um aspeto da invencdo € proporcionada uma

composicdo adequada para utilizacdo como componente de



geracdo de sinal num imunoensaio. A composicdo inclui um
transportador possuindo um revestimento de um aminodextrano
e corado com um quelato metédlico. O quelato metdlico esté
presente na quantidade de pelo menos 0,065 uM por miligrama
de transportador, e a densidade média do revestimento de
aminodextrano ¢ pelo menos 45 g por miligrama de

transportador.

Uma composicdo de acordo com outro aspeto da invencédo
inclui um transportador revestido com um aminodextrano e

com um complexo ai incorporado possuindo a férmula:

M (L1,

em que M é um metal selecionado do grupo gue consiste em
eurdpio, térbio, disprdsio, samério, bésmio e ruténio;

L1 é um ligando selecionado do grupo gque consiste em DPP,
TOPO, e TPPO;

L2 compreende um ligando que tem a férmula

Férmula 1

em que R consiste num ou mais substituintes, em gue cada
substituinte compreende um grupo dador de eletrdes; e n =

2-10; x = 1-2 e y = 2-4,

De acordo com outro aspeto da invencdo, € proporcionado um
método de detecdo da presenca ou quantidade de um analito
numa amostra de teste suspeita de conter o analito. O

método compreende realizar um imunoensaio utilizando as



composicdes da presente invencdo como componente de geracdo

de sinal.

As formas de realizacdo presentemente preferidas, em
conjunto com outros aspetos da invencdo, serdo melhor
compreendidas com referéncia a seguinte descricéo

pormenorizada, tomada em conjuncdo com as figuras adjuntas.

DESCRICAO BREVE DAS FIGURAS
A FIG. 1 é um diagrama esquemdtico que ilustra a sintese de
uma forma de realizacdo de um guelato metédlico de acordo

com a presente invencdao.

A FIG. 2 é& um diagrama esquemdtico gque ilustra a sintese de
outra forma de realizacdo de um quelato metdlico de acordo

com a presente invencdo.

A FIG. 3 é uma representacdo grafica da concentracdo de
aminodextrano e sinal de resposta como funcdes da
concentracdo de metal para uma composicdo da técnica

anterior.

A FIG. 4 é uma representacdo gréafica da concentracdo de
aminodextrano e sinal de resposta como funcgdes da
concentracdo de metal para composicdes de acordo com a

presente invencédo.

DESCRICAO PORMENORIZADA DAS FORMAS DE REALIZACAO PREFERIDAS
As composicdes da presente invencdo sdo Uteis como
componentes de geracdo de sinal em imunoensaios. As
composicdes incluem, em geral, um transportador revestido
com um aminodextrano e tém um qguelato metéalico ai

incorporado. As composicdes proporcionam sinais de resposta



fortes que permitem determinacdes quantitativas de analitos
de interesse, ao mesmo tempo que reduzem erros causados por

ligacédo inespecifica.

Transportadores adequados para a presente invencdo incluem
materiais em fase sélida, tipicamente um suporte ou
superficie, que podem ter qualgquer uma de algumas formas,
como uma tira, folha, vareta, placa, cavidade, tubo,
particula ou esférula. Habitualmente, o material ¢é um
material insoluvel em Agua orgédnico ou inorgénico,
dilatédvel ou ndo dilatéavel, poroso ou ndo poroso, magnético
ou ndo magnético. A superficie pode ser hidrdéfila ou apta a
tornar-se hidréfila. 0 suporte s6lido inclui pbs
inorgdnicos, como silica, sulfato de magnésio, e alumina;
materiais poliméricos naturais, particularmente materiais
celuldsicos e materiais derivados de celulose, como papéis
contendo fibras, por exemplo, papel de filtro, papel
cromatografico, etc.; polimeros sintéticos ou de ocorréncia
natural modificados, Como nitrocelulose, acetato de

celulose, cloreto de polivinilo, poliacrilamida, dextrano

reticulado, agarose, poliacrilato, polietileno,
polipropileno, poli(4-metilbuteno), poliestireno,
polimetacrilato, tereftalato de ©polietileno, "nylon",

butirato de polivinilo, etc.; utilizados por si prdprios ou
em conjunc¢do com outros materiais; vidro disponibilizado
como Bioglass, ceradmicas, materiais magnéticos, metais, e
afins. Também podem ser empregues montagens naturais ou

sintéticas, como lipossomas, vesiculas fosfolipidicas, e

células.
Numa forma de realizacéo da presente invencaéo, o)
transportador ¢é uma particula. "Particula", como wusado

aqui, abrange esferas, esferoides, esférulas e também



outras formas. Particulas adequadas tém, tipicamente, pelo
menos 20 nm e ndo mais do que cerca de 20 pm, habitualmente
pelo menos cerca de 40 nm e menos de 10 pm, preferivelmente
0,1 até 10 pm, mais preferivelmente 0,1 até 5 um, e ainda
mais preferivelmente 0,15 até 3 um. A particula pode ser
orgénica ou inorgénica, dilatdvel ou ndo dilatével, porosa
ou nao porosa, possuindo qualquer densidade, mas
preferivelmente com uma densidade aproximada a da &gua, em
geral desde 0,7 até 1,5 g/mL, preferivelmente apta a ser
suspensa em agua, e composta por material que pode ser
transparente, parcialmente transparente ou opaco. As
particulas podem ser particulas nticleo-coroa, como

particulas com um nucleo magnético e um revestimento de

coroa dura de mondmero (s) polimerizado(s). Preferivelmente,
as particulas tém carga negativa. Preferivelmente, as
particulas sédo sbélidas, por exemplo, particulas

poliméricas, sb6is metédlicos (particulas compreendidas por
um metal pesado, tal como, por exemplo, ouro ou prata),
particulas de vidro, particulas de silicio, particulas

magnéticas, cristalitos de corante.

Uma particula especialmente preferida é uma particula de
ladtex. "Latex", como usado aqui, significa um material
polimérico em particulas insoluvel em &agua e apto a ser
suspenso em agua. O latex é frequentemente um polietileno
substituido, tal como: poliestirenobutadieno,
poliacrilamida poliestireno, poliestireno com grupos amino,
dcido poliacrilico, &cido polimetacrilico, acrilonitrilo-
butadieno, copolimeros de estireno, acetato-acrilato de
polivinilo, polivinilpirridina, <copolimeros de <cloreto
acrilato de vinilo, e afins. S&do preferidos polimeros né&o
reticulados de estireno e estireno carboxilado ou estireno

funcionalizado com outros grupos ativos, tais como amino,



hidroxilo, halo e afins. Frequentemente serdo utilizados
copolimeros de estirenos substituidos com dienos, como

butadieno.

Os transportadores de acordo com a presente invencdo s&o
revestidos com uma ou duas camadas de um aminodextrano. Um
aminodextrano ¢é um polimero de glucose derivatizado com
grupos amino possuindo um peso molecular de 10 000 até 2
000 000, preferivelmente 500 000. Métodos de preparacdo de
aminodextranos e revestimento de transportadores @ sé&o
conhecidos na &rea. Métodos adequados sdo descritos em US

5,707,877, colunas 18-20, e US 5,639,620, colunas 21 e 22.

Num método preferido, aminodextrano é revestido sobre o
transportador por ligacdo covalente do grupo amino do
aminodextrano aos grupos carboxilo de superficie, ou outro
grupo funcional do transportador reativo com aminas. Esse
método é descrito em US-B-7,179,660 de atribuicdo comum,
intitulado "Carriers Coated with Polysaccharides, Their

Preparation and Use".

O revestimento de aminodextrano melhora a especificidade do
transportador em ensaios de ligacdo especifica e, em
consequéncia, melhora a sensibilidade de imunoensaios. Foi
descoberto que o quelato metédlico da presente invencéo
permite, inesperadamente, o revestimento de transportadores
com aminodextrano na quantidade de pelo menos cerca de 45
pg por miligrama de transportador na presenca de uma
concentracdo de corante tdo elevada quanto pelo menos 0,065
pM. De acordo com uma forma de realizacdo preferida da
presente invencdo, o revestimento de aminodextrano esta
presente em pelo menos cerca de 49 pg por miligrama de

transportador.



Numa forma de realizacdo ©preferida da invencéo, o)
transportador pode ser revestido com uma segunda camada
compreendendo um polissacédrido, como descrito em US-B-
7,179,660. 0O polissacérido pode ser acoplado de modo
covalente a camada de aminodextrano por grupos funcionais
reativos com aminas. Numa forma de realizacdo preferida, a

segunda camada compreende dextrano aldeido.

Um quelato metédlico é incorporado no transportador através
de um processo conhecido, como coloracdo. O quelato
metdlico permite a detegcdo de um sinal fluorescente ou
quimioluminescente. O quelato metdlico é escolhido de modo
que concentracgdes relativamente mais elevadas do quelato
metdlico ndo interfiram na ligacdo do revestimento de
aminodextrano ao transportador. De acordo com uma forma de
realizacdo da presente invencdo, o guelato metdlico esté
presente na quantidade de pelo menos 0,065 uM por miligrama
de transportador, ao passo dque a densidade média do
revestimento de aminodextrano ¢é pelo menos 45 upg por
miligrama de transportador. Noutra forma de realizacdo da
invencdo, o quelato metdlico estéd presente na quantidade de
pelo menos 0,065 uM e menos de 0,150 pM por miligrama de
transportador, mais preferivelmente 0,079 pM até 0,150 uM
por miligrama de transportador, e mais preferivelmente
cerca de 0,087 pM por miligrama de transportador. Noutra
forma de realizacdo da invencdo, o guelato metdlico esté
presente na quantidade de 0,110 pM até 135 pM. Verificou-se
que estas concentracdes de quelato metdlico e aminodextrano
proporcionam um equilibrio apropriado de sinal de resposta

e especificidade do componente para o analito de interesse.



10

De acordo com uma forma de realizacdo da presente invencéo,
o quelato metédlico tem a férmula geral

M fabdy
em que M é& um metal selecionado do grupo que consiste em
eurdpio, térbio, disprbdésio, samério, désmio e ruténio;
Ll é um ligando selecionado do grupo que consiste em DPP,

TOPO, e TPPO;

L2 compreende um ligando que tem a férmula

o O

Férmula 1

em que R consiste num ou mais substituintes, em que cada
substituinte compreende um grupo dador de eletrdes;

n = 2-10;

X 1-2; e

2-4.

Yy

Grupos dadores de eletrdes adequados sdo aqueles que
disponibilizam carga negativa extra aos grupos
perfluoralquilo. Numa forma de realizacdo, o grupo dador de
eletrdes R é selecionado do grupo que consiste em C; até Cig
alquilos, dialguilaminas, éteres, tioéteres, e grupos

arilo.

Sem pretender ficar restringido pela teoria, cré-se gque O0S
quelatos metdlicos da presente invencdo sdo eficazes na

permissdo de quantidades otimizadas de aminodextrano para
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revestir o transportador porque os quelatos metédlicos
proporcionam um complexo inesperadamente estéavel
relativamente a corantes de quelatos metdlicos anteriores.
A estabilidade do complexo reduz a dquantidade do metal
livre, que se cré inibir a 1ligacdo do aminodextrano ao
transportador. Também se cré que grupos dadores de eletrdes
R aumentam ainda mais a estabilidade do complexo ao
disponibilizarem carga negativa adicional aos grupos
perfluorocalquilo dos 1ligandos, desse modo melhorando a
capacidade do grupo perfluoralquilo para se ligar ao metal

no complexo.

De acordo com uma forma de realizacdo particular da
invencdo, M é eurdpio e o transportador é uma particula de
ladtex. De acordo com formas de realizacdo preferidas da
invencdo, n = 3 ou 7, e x =1 e y = 3. De acordo com formas
de realizacdo especificas da invencdo, L2 é selecionado de

entre as férmulas seguintes:

CoFanss

0

Férmula 2

M

Famesln

Férmula 3
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Numa forma de realizacdo preferida dos 1ligandos acima
descritos, n = 3 ou n = 7. Numa forma de realizacédo
preferida da invencdo, os ligandos L2 s&do 2-(1’,1',1’,2',
2",3",3"-heptafluoro-4’, 6’ ~hexanodion-6’-il)-naftileno
(NHA) e 4,4'-bis(1"™,1",1",2",2",3",3"-heptafluroro-4",6"-
hexanodion-6"-il) -o-terfenilo (BHHT).

Numa forma de realizacdo particularmente preferida da
presente, o quelato metédlico compreende Eu(NHA)3;DPP e
Eu (BHHT) ,DPP. Em geral, os quelatos metédlicos podem ser
preparados combinando o <cloreto metdlico com a razédo
desejada de moléculas de ligando metdlico num solvente

orgdnico e base suficiente para captar o é4cido cloridrico
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libertado. Sinteses adequadas s&o ilustradas nas FIGS. 1-2,

respetivamente.

Verificou-se que os corantes de quelatos metdlicos da
presente invencdo permitem uma densidade mais elevada de
revestimento de aminodextrano a concentracgdes relativamente
mais elevadas dos corantes de quelatos metdlicos em
comparacdo com corantes convencionais, como demonstrado nos
Exemplos Comparativos em Dbaixo. As concentracdes de
corantes otimizadas constantes, o0s quelatos metdlicos da
presente invencdo permitirdo, em geral, um revestimento de
aminodextrano a 45 até 55 pg por mg de esférulas, em
comparacdo com 23 até 35 pg por mg de esférulas para os
corantes convencionais. Em conformidade, os corantes da
presente invencdo podem estar presentes em quantidades
suficientes para originar sinais de resposta fortes como
parte de um componente de geracdo de sinal num ensaio de
ligacdo especifica, ao mesmo tempo permitindo gque o
transportador seja revestido com um aminodextrano numa
quantidade suficiente para reduzir a quantidade de ligacéo

inespecifica.

As composicdes da presente invencdo sdo adequadas para
utilizacdo como componente de geracdo de sinal em ensaios
de ligacédo especifica. As composicdes sdo adequadas para
qualguer imunoensaio no qual é medido um sinal em resposta
a ligacdo de 1ligandos a um analito. Os profissionais
apreciardo facilmente que as composicgdes tém grande

utilidade nalguns formatos de ensaios.

Numa forma de realizacdo de um ensaio de ligacdo especifica
de acordo com a presente invencdo, o componente de geracdo

de sinal ¢é wutilizado ©para realizar o Imunoensaio de
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Canalizacdo de Oxigénio Luminescente (LOCI™), como descrito
em EP-A2-0 515 194. Neste método para a determinacéo
qualitativa ou gquantitativa de um analito, pelo menos um
parceiro de ligacédo especifica é ligado a um transportador
de acordo com a presente invencdo. Um meio suspeito de
conter um analito é tratado em condic¢des tais que o analito
afeta a quantidade de um sensibilizador capaz, no seu
estado excitado, de gerar oxigénio singleto e um composto
quimioluminescente que pode ficar muito prdéximo, de modo
que o oxigénio singleto gerado por esse fotossensibilizador
pode ativar esse composto quimioluminescente, que
subsequentemente produz luz, e medindo a luz, em gue a sua

quantidade estd relacionada com a quantidade de analito

presente nesse meio.

Noutra forma de realizacdo, o método LOCI™ inclui os passos
seguintes: (A) combinar, de modo simultdneo ou total ou
parcialmente sequencial, (i) um meio suspeito de conter o
analito; (ii) um primeiro parceiro de ligacdo especifica
associado a um sensibilizador <capaz, no seu estado
excitado, de gerar oxigénio singleto; e (iii) um segundo
parceiro de ligacdo especifica associado a uma composicédo
compreendendo um composto quimioluminescente, que ¢é uma
substdncia que sofre uma reagdo guimica com oxigénio
singleto para formar uma espécie intermedidria metaestavel
que pode decompor-se com emissdo simulténea ou subsequente
de luz; (B) permitir a formacdo de complexos compreendendo
o0 primeiro e o segundo parceiros de ligacdo especifica, em
que a formacdo de complexos aproxima muito o sensibilizador
do composto gquimioluminescente, (C) ativar o sensibilizador
para gerar oxigénio singleto; e medir a quantidade de 1luz
emitida pelo composto quimioluminescente, em que a luz é

direta ou inversamente proporcional a quantidade de analito
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presente no meio. A composicdo compreendendo o composto
gquimioluminescente também pode compreender uma ou mais
moléculas fluorescentes que sdo excitadas pelo composto
quimioluminescente ativado. A luz -emitida ©por -essas
moléculas fluorescentes pode ser medida para determinar a

quantidade de analito presente no meio.

Numa forma de realizacdo da invencdo utilizando o método
LOCI, o transportador pode ser corado com um quelato
metédlico e um aceitador de oxigénio. O aceitador de
oxigénio é um componente que reage com oxigénio singleto
para formar um produto altamente instédvel que rapidamente
se decompde num estado excitado. A energia em excesso do
estado excitado ¢é transferida para o corante por uma
transferéncia de energia de Forster que ocorre num periodo
de alguns nanossegundos. O corante de quelato metédlico
entdo emite um fotdo de luz que pode ser detetado com um
contador de fotdes. Aceitadores de oxigénio adequados séo
divulgados nas patentes U.S. N°s 5,578,498 e 5,811,311. Um
aceitador de oxigénio particularmente preferido ¢é C-28

tioxeno, que tem a fédrmula seguinte:

RO =N
CqgHag

Férmula 7

EXEMPLO: PREPARAQAO DE COMPONENTE DE GERAQAO UNICO

Uma mistura de 100 mL de solucdo a 10% de esférulas de
latex carboxiladas (da Seradyn), 138 mL de 1l-metoxi-2-
propanol, 280 mL de &4dgua D.I. e 10 mL de 0,1 M NaOH ¢é

colocada num baldo de trés tubuladuras egquipado com um
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agitador mecénico e um termdémetro. A mistura ¢é conduzida
para 80°C com agitacdo. E entdo preparada uma solucio
separada com 2 g de C-28 tioxeno e 2,7 g de Eu(NHA)3;DPP em
220 mL de l-metoxi-2-propanol, e a solucdo é aquecida para
80°C com agitacdo até a dissolucdo. A solucdo de corante é
entdo derramada na solucdo de esférulas e é agitada durante
30 minutos a 80°C e depois é deixada arrefecer lentamente
para 40°C. As esférulas sdo depois lavadas por diafiltracdo
com 10% v/v etanol em Adgua ajustado para pH 10 com NaOH. As
esférulas sdo concentradas para cerca de 20 mg/mL durante a

lavagem, e depois sdo armazenadas a 4°C protegidas da luz.

0O revestimento de aminodextrano ¢ entdo aplicado do modo
seguinte. Um mililitro das esférulas coradas (~20 mg/mL) é
misturado com 20 mg/mL de hidroxipropilaminodextrano (PM
500 K) em 0,05 M MES/pH 6,0 na presenca de 3,8 mg/mL de
EDAC. Apds 1incubacdo desta mistura durante 16 horas a
temperatura ambiente, (no escuro) as esférulas foram
lavadas uma vez com 2 mL de 0,05 M MES/pH 6,0, depois com 6
mL de 0,05 M MES, 1,0 M NaCl/pH 6,0. Por fim, as esférulas
foram ressuspensas em 1 mL de 0,05 M MES/pH 6,0 para dar
origem as esférulas revestidas. Efetuou-se lavagem pelo
método de centrifugacdo (utilizando uma centrifuga Sorval
RC-5B Plus ou centrifuga Ependorf 5415 C) e os grénulos
foram ressuspensos por sonicacgéo (utilizando Branson

Sonifer-450).

A camada de dextrano aldeido pode ser adicionada do modo
seguinte. Um mililitro de 20 mg/mL de dextrano aldeido em
0,05 M MES ¢é misturado com 1 mL das esférulas
guimioluminescentes revestidas com aminodextrano na
presenca de 2 mg/mL de NaBH3:CN. Apds incubacdo a 37°C

durante 20 horas (no escuro), as esférulas foram lavadas
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uma vez com 4 mL e depois com mais 5 mL de tampdo MES. As
esférulas foram ressuspensas em 0,5 mL de 0,05 MES, 0,4%
Tween-20/pH 6,0, dando origem a cerca de 40 mg/mL de

esférulas revestidas.

EXEMPLO COMPARATIVO 1

Um primeiro conjunto de particulas de latex foi corado com
Eu (NTA)sDPP e tioxeno e fol revestido com um aminodextrano
de acordo com os métodos descritos aqui. De igual modo, um
segundo conjunto de particulas de 1létex foi corado com

Eu (NHA) :DPP e tioxeno e foi revestido com um aminodextrano.

Para cada uma das composicdes, as densidades do
revestimento de aminodextrano e a quimioluminescéncia foram
simultaneamente medidas a varias concentracdes do quelato
metdlico. A densidade do revestimento de aminodextrano foi
medida por um teste colorimétrico depois de ter sido
tratado com antrona e 80% acido sulfurico. A
qgquimioluminescéncia foi medida na forma de contagens LOCI
por um leitor Envision-Alpha vendido pela Perkin-Elmer. Os
dados para Eu(NTA)3;DPP estdo tabulados na Tabela 1 e
mostrados graficamente com ajustamento da curva na FIG. 3.
Os dados para Eu(NHA)3DPP estdo tabulados na Tabela 2 e,
para concentracdes até 0,094, estdo mostrados graficamente

com ajustamento da curva na FIG. 4.

Tabela 1: Contagens LOCI e concentracdo de aminodextrano em

funcédo da concentracdo de eurdpio em Eu (NTA)3DPP

Eu (mMole/g | Revestimento de aminodextrano Sinal LOCI,

esférulas) (ug/mg esférulas) contagens MM
0,169 30 9,7
0,085 36 9,2
0,042 45 6,7
0,021 55 2,8
0,000 62 0,0
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Tabela 2: Contagens LOCI e concentracdo de aminodextrano em

funcédo da concentracdo de eurdpio em Eu (BHHT),DPP

Eu (mMole/g Revestimento de andex Sinal LOCI,

esférulas) (ug/mg esférulas) contagens MM
0,020 3,8 60
0,028 5,3 57
0,035 6,6 55
0,043 7,7 53
0,050 8,6 51
0,057 9,4 50
0,065 10,0 49
0,072 10,5 49
0,079 10,8 49
0,087 10,9 50
0,094 10,8 50
0,0135* 10, 8%* 50%*

* resultados nao mostrados na FIG. 4

Como pode ser observado na FIG. 3, na composicdo da técnica
anterior, a carga de aminodextrano e o sinal de LOCI néo
ficaram simultaneamente  posicionados num patamar da
resposta relativamente a composicdo. O sinal de resposta
ndo comeca a aplanar até cerca de 0,085 mmol Eu/grama de
esférulas. A concentracdes mais elevadas, a concentracdo do
revestimento de aminodextrano ¢ apenas 36 ug/mg de
esférulas, e continua a diminuir com concentracdes

crescentes de eurdpio.

Em contraste, como mostrado na FIG. 4, o composto de acordo
com a presente invengcdo comeca a aplanar, em termos da
concentracdo de aminodextrano e sinal de LOCI, com somente
0,065 mmol Eu/grama de esférulas. A esta concentracdo, a
concentracdo média do revestimento de aminodextrano é 49
ng/mg de esférulas. Além disso, a concentracdo de
aminodextrano permanece Jgeralmente estacionaria com o©

aumento da concentracdo de eurdpio.

EXEMPLO COMPARATIVO 2



19

Esférulas de ladtex da Seradyn foram coradas com 0,171 mmol
de corante de Eurdpio e 0,303 mmol de C-28 tioxeno por
grama de esférulas ©para cada um de dois corantes
convencionais, Eu(TTA)3:DPP e Eu(NTA)3DPP, e dois corantes
de acordo com a presente invencéo, Eu (BHHT) ,DPP e
Eu (NHA)3DPP. As esférulas foram depois revestidas com
aminodextrano como descrito aqui. Determinaram-se as
densidades do aminodextrano, bem como a amplitude do seu

sinal de resposta. Os dados estdo tabulados na Tabela 3.

Todos os componentes de geracdo de sinal proporcionaram um
sinal adequado, medido por contagens LOCI. No entanto, os
corantes da ©presente invencdo originaram um intervalo
significativamente maior de densidades de revestimento de

aminodextrano.

Tabela 3: Particulas Coradas com Complexo de Eurdpio

Densidade de Revestimento de Aminodextrano

Tipo de Densidades de revestimento de Contagens

Corante aminodextrano (ug/mg esférulas) LOCI (MM)
Eu (TTA) ;DPP 21-44 8,4-13,3
Eu (NTA) ;DPP 30-47 6,8-9,6
Eu (BHHT) ,DPP 63-69 9,9-10,3
Eu (NHA) ;DPP 48-60 5,9-9,1

Lisboa, 18 de Setembro de 2012



REIVINDICACOES

1. Composicdo adegquada para utilizacdo como componente de

geracdo de sinal num imunoensaio, que compreende:

um transportador revestido com um aminodextrano, em que a
densidade média do revestimento de aminodextrano ¢é pelo
menos 45 ug por miligrama de transportador, e tendo ail
incorporado, a uma concentracdo de pelo menos 0,065 mMole
por grama de transportador, um complexo possuindo a
férmulac:

ML DL
em que M é um metal selecionado do grupo que consiste em
eurdpio, térbio, disprdésio, samério, désmio e ruténio;
L1 é um ligando selecionado do grupo gue consiste em DPP,
TOPO, TPPO;

L2 compreende um ligando que tem a férmula

O ]

Férmula 1
em que R consiste num ou mais substituintes, em qgue cada
substituinte compreende um grupo dador de eletrdes;

n = 2-10;

X = 1-2; e
y = 2-4.
2. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que

cada R ¢é independentemente selecionado do grupo due



consiste em C; até Cy alquilos, dialgquilaminas, éteres,

tioéteres, e arilos.

3. Composicédo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em

que cada M compreende eurdpio.

4. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 3, em gque o

transportador compreende uma particula de latex.

5. Composicédo de acordo com a reivindicacdo 1, em que n =
3.

6. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 2, em que x =
1l ey = 3.

7. Composicédo de acordo com a reivindicacdo 1, em que n =
7.

8. Composicdo de acordo com uma das reivindicacdes 1 até

7, em que L2 compreende um ligando selecionado do grupo que

consiste em:

0 [»3
Sy

Férmula 2

Foreala

Y

i

0

7\

VAR [
{ﬁn;> ,/;m3>fﬁ\xfﬁ\tgw,

Férmula 3
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M}X/J\/R\wﬁm

\ o

Férmula 4

Férmula 5

Férmula 6

9. Composicdo de acordo com uma das reivindicacdes 1 até
8, em que o revestimento também compreende uma segunda

camada compreendendo um dextrano aldeido.

10. Composicdo de acordo com uma das reivindicacdes 1 até
9, em que o transportador também compreende um aceitador de

oxigénio.

11. Método para detetar a presenca ou gquantidade de um
analito numa amostra de teste suspeita de conter o analito,

em que o método compreende:

realizar um imunoensaio utilizando a composicdo de acordo

com a reivindicacdo 1 como componente de geracdo de sinal.



12. Método de acordo com a reivindicacdo 11, em que o0
imunocensaio compreende o imunoensaio de canalizacdo de

oxigénio luminescente.

13. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o

complexo estd presente na quantidade de 0,065 mMole por

grama até 0,150 mMole por grama de transportador.

Lisboa, 18 de Setembro de 2012



1/4

{:“F-‘::‘\@g CQQEE E’:“m*g ﬁ'Hg{:‘!‘
CHLOMs Etanol , pH=§
Lol

nep

Bu{ArCOCH COCF 5 b 3 RO Eu{ArCOCHCOCF o0 ) IPT

= F-180

B
tolueno, i, §35-7G0C

Para AP @Q’

FIG. 1



2/4

R

E
&*‘\/(%ﬁ
Ron g}F "(‘:Dmiﬁﬁ

< OO &
Vrvere il < e
SRRt e R CH OGN0

EuCl §H0  + 2 BHHT = B(BHRIR RO
3 EtOH
Toluemnos it
th, 837090

FIG. 2



3/4

// * ginal LOCT M
‘ =i

p revastimento Bmdex
fugimg esférulas}

K ) : v T | T ¥ ) I T T 3 P S'
0,05 0,1 015 0.2
[Eul, mMoleslg de esférulas

FIG. 3 (TECNICA AWNTERIOR)

cont agens (MM)



4/4

o

Farmuala

ﬂ\\ fB\/JLGﬁFﬁnH
P

~nd
o3

Q.
)

Ao it

Amdex {(ugimg esférulas)

Lo} w L& h
P A IS S S I I R |

o ugfom®2

Aminodextranc

e
2 Contagens

Mbd

s
0,08

{Eul, mMoles/y de esférulas

3
0,11

Contagens (M)



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

