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DESCRIPCION
Procedimiento para la deteccién electroquimica de reacciones de unién.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la deteccion electroquimica directa altamente
sensible de reacciones de unién anticuerpo-antigeno y otras interacciones bioquimicas en disolucion. El
procedimiento es adecuado para inmunoensayos sin lavado y sin separacion en diagnoéstico, especialmente para
inmunoensayos automatizados y microfluidicos. El procedimiento también es adecuado para sistemas de
inmunoensayo y tiras reactivas econémicas para un solo uso.

Los inmunoensayos utilizan la reaccidon antigeno-anticuerpo para la deteccion especifica de las
concentraciones mas bajas de un analito en medios complejos tales como la sangre, el suero, la orina o alimentos.
En el diagnéstico clinico, la analitica medioambiental y de alimentos, los inmunoensayos son herramientas
irrenunciables desde hace décadas para la deteccién de las concentraciones mas bajas de hormonas, metabolitos,
proteinas, biomarcadores, toxinas, pesticidas, bacterias patdgenas y virus. Muchos de los analitos clinicamente
diagnosticos mas importantes solo son econémica y rdpidamente medibles con inmunoensayos, ya que no hay
ningun procedimiento analiticamente quimico alternativo que ofrezca una combinacion equivalente de alta
sensibilidad (deteccidon de concentraciones nanomolares o mas bajas) y alta especificidad (deteccion del analito en
presencia de sustancias interferentes similarmente quimicamente construidas). Procedimientos alternativos tales
como la cromatografia (por ejemplo, HPLC, cromatografias de gases) requieren una preparacion de muestras de
frecuentemente varias etapas, por ejemplo, mediante extraccion y derivatizacion quimica.

Desde la invencion del inmunoensayo hace 50 afios por Rosalyn Yalow y Salomon Berson se han
desarrollado mudltiples modos de realizacion diferentes que designan distintos formatos de inmunoensayo. La
diferencia fundamental de formatos heterogéneos, tales como el ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas, “enzyme linked immunosorbent assay”), y formatos homogéneos se realiza mediante el estado de
agregacion del anticuerpo utilizado para la deteccion: en los ensayos heterogéneos, el anticuerpo (raramente el
antigeno) se inmoviliza sobre una superficie (tubo de reaccidn, placa de microtitulacion, tiras reactivas), todas las
etapas de reaccion tales como etapas de lavado y separacion, asi como la deteccién, también se realizan sobre la
superficie. En los formatos homogéneos no se inmoviliza ningdin componente de unién, no se necesita ninguna
etapa de lavado y separacion, la deteccion también se realiza en disolucion.

Otra posibilidad de diferenciacién resulta del procedimiento de deteccion utilizado. Como la reaccion de
unioén de anticuerpo-antigeno no puede ponerse directamente de manifiesto, uno de los componentes de union debe
acoplarse quimicamente a un marcador o “marca” (“label”) molecular (excepcién: biosensores sensibles a la masa
basados en resonancia de plasmones superficiales, acoplador de rejilla, microbalanza de cristal de cuarzo (Quarz-
Crystal Microbalance), ondas acusticas de superficie (“Surface acoustic waves”) y técnicas similares miden
directamente la reaccion de unién molecular en tiempo real cuando uno de los componentes de union esta
inmovilizado sobre la superficie sensible. Sin embargo, estos procedimientos so6lo se utilizan hasta la fecha en
aplicaciones de investigacion, no en la analitica rutinaria). Una marca (“label”) adecuada debe presentar una alta
“actividad especifica”, es decir, por molécula de marca deben producirse en la medida de lo posible muchos eventos
de sefalizacion. A las marcas mas frecuentemente utilizadas pertenecen isétopos radiactivos (radioinmunoensayo,
“RIA”), colorantes fluorescentes (fluoresceina, rodamina, etc.), nanoparticulas semiconductoras fluorescentes
(“puntos cuanticos” (“Quantum dots”)), nanoparticulas poliméricas (“perlas de latex” (“Latex beads”), inmunoensayo
de aglomeracion) y enzimas tales como peroxidasa, junto con un sustrato enzimatico colorimétrico, fluorégeno o
qguimioluminiscente (ELISA). Los is6topos radiactivos poseen la mayor actividad especifica, que hace posible incluso
la deteccion de una sola molécula de marca (“label”). Debido al riesgo para la salud que se deriva de la radiactividad,
los altos requisitos asociados a la misma en el laboratorio (“laboratorio de isétopos”) y los altos costes para la
eliminacion de residuos, cada vez se sustituyen mas los inmunoensayos radiactivos por procedimientos alternativos
tales como el ELISA.

Otra diferencia entre distintos inmunoensayos resulta del tipo de anticuerpo utilizado. Los anticuerpos son
proteinas complejamente construidas con regiones constantes que determinan la estructura y estan compuestas
similarmente en todas las clases de anticuerpos, y regiones altamente variables que se unen a los sitios de unién a
antigeno. Los sueros policlonales originariamente utilizados que contienen miltiples anticuerpos con especificidad y
afinidad variable se sustituyen en muchas aplicaciones con anticuerpos monoclonales que soélo contienen
exactamente una entidad de anticuerpo (“clon”) con especificidad y afinidad perfectamente definidas. Los
anticuerpos monoclonales pueden prepararse tedricamente en cantidades discrecionales con propiedades idénticas.
Ademas, para muchos analisis también se utilizaron los llamados fragmentos de anticuerpo, que pueden prepararse
a partir de anticuerpos completos mediante digestién enzimatica. Los anticuerpos monocatenarios son fragmentos
de anticuerpos recombinantes que pueden prepararse mediante procedimientos de ingenieria genética. En los
formatos de inmunoensayo conocidos pueden utilizarse fundamentalmente todos los tipos de anticuerpos y ligandos
moleculares derivados de los mismos.
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A los analitos clinicos mas conocidos que se detectan con inmunoensayos pertenecen hCG (prueba de
embarazo), hormonas tiroideas tales como TSH (enfermedades de la glandula tiroides), hormonas esteroideas
(endocrinologia, fertilidad) y PSA (biomarcador para carcinoma de prostata).

En resumen, puede decirse que los inmunoensayos basados en anticuerpos monoclonales o anticuerpos
policlonales figuran entre los procedimientos analitico-quimicos mas importantes de la biotecnologia, diagnéstico
clinico, analitica medioambiental y de alimentos, y poseen un alto valor comercial.

En el estado de la técnica se han descrito mdltiples procedimientos para realizar un inmunoensayo. La
mayoria de los inmunoensayos heterogéneos requieren varias etapas de trabajo manual tales como, por ejemplo,
procesos de pipeteado, dilucion de muestras, procesos de lavado que deben seguir un protocolo temporal preciso.
Por tanto, generalmente se necesita personal experto y un laboratorio especialmente equipado para el mismo para
realizar correctamente aquellos ensayos. Los aparatos de deteccion necesarios (‘lector de ELISA”, de “ELISA-
Reader”, lector de placas de microtitulacion, analizador de inmunoensayos) son caros y no son portatiles. Asi, por
ejemplo, en las memorias de patente [patentes US4016043A, US3839153A] se han descrito protocolos para la
realizacién de una prueba de ELISA. El experto aprecia facilmente que procesos de analisis complejos sélo pueden
realizarse por personal experto y sélo en un entorno de laboratorio adecuado. La automatizacion de aquellos
procesos es muy compleja y requiere maquinas automaticas altamente complejas.

Para la utilizacion in situ se ha impuesto el formato de inmunoensayo de flujo lateral heterogéneo
(inmunoensayo con “tiras reactivas”). La patente US6156271A describe una moderna variante de este formato de
ensayo. Esta prueba transcurre por si sola después de la adicion de la disolucion de muestra, y la deteccion se
realiza puramente visualmente (lectura por el usuario de la presencia de una o dos bandas coloreadas sobre la tira
reactiva). Es evidente que un procedimiento de lectura de este tipo no puede proporcionar resultados cuantitativos
(es decir, mediciones de concentracion precisas), sino que sélo son posibles una respuesta si/no o una respuesta
semi-cuantitativa (la concentracion se encuentra por debajo/por encima de un valor umbral determinado).

El experto sabe que los inmunoensayos homogéneos son por el contrario especialmente adecuados para
realizar inmunoensayos rapidos, cuantitativos y completamente automatizados. En los inmunoensayos homogéneos,
la generacion de sefiales se realiza simultdneamente a la reaccion de unién. A diferencia de los inmunoensayos
heterogéneos anteriormente descritos, los inmunoensayos homogéneos estan la mayoria de las veces constituidos
por una o pocas operaciones de dosificacion, un tiempo de incubacion y la etapa de deteccion. En el caso ideal s6lo
es necesario la mezcla de la muestra y de una mezcla de reactivos preparada antes de que pueda medirse un valor
final (lamadas pruebas de “mezcla y medicion”, “Mix-and-Measure”). A una mezcla de 1:1, es decir, las mismas
proporciones en volumen de muestra y mezcla de reactivos, la dosificacion es posible con alta precision con los
medios mas sencillos.

Para el experto es facilmente evidente que un inmunoensayo homogéneo también permite la duracion de
andlisis mas corta posible, ya que la medicion es posible inmediatamente después de alcanzar el equilibrio de union
entre anticuerpo y antigeno.

Una desventaja de los inmunoensayos homogéneos es que se necesita un mayor coste quimico-sintético
para acoplar la reaccion de union con la generacién de sefiales.

En la patente US4960693 A se describe la sintesis de un conjugado de anticuerpo-fragmento de enzima 1,
de manera que soélo después de la unién del conjugado de antigeno-fragmento de enzima 2 se forma la enzima
funcional (“holoenzima”). La sintesis quimica de aquellos conjugados es estéricamente exigente y no es igualmente
de adecuada para todos los tipos de analitos. Ademas, debido al acoplamiento con la reaccion enzimatica, se
necesita un tiempo de reaccion adicional, de manera que no pudo imponerse este principio.

Un enfoque mas universal y quimicamente mas sencillo para analitos de bajo peso molecular es el
inmunoensayo de polarizacion fluorescente tal como se ha descrito, por ejemplo, en la patente EP0200960A. A este
respecto se sintetiza un conjugado de analito (aqui: estriol) y un colorante fluorescente, principalmente fluoresceina.
La disolucion de medicién se ilumina con luz de excitacion polarizada lineal. La luz fluorescente emitida no esta
polarizada (despolarizada) mientras que el conjugado esta presente libre en disolucion. Sélo después de la unién
sobre el anticuerpo se limita la velocidad de rotacion del conjugado en tanto que la luz fluorescente emitida también
esté polarizada. Asi puede medirse el equilibrio de unién en tiempo real. La desventaja de este procedimiento es el
alto coste en aparatos para la deteccion, ya que para la deteccion se necesitan una fuente de luz monocromatica
polarizada y dos detectores de fluorescencia equipados con filtros de polarizacion. Por tanto, este principio sélo pudo
imponerse en aplicaciones de laboratorio especiales, pero no en el diagndstico rutinario y en la utilizacién in situ.
Ademas, sOlo es adecuado para analitos de bajo peso molecular. Para analitos de proteina se necesita un
procedimiento adicional.

Una deteccién técnicamente mas sencilla de analitos de bajo peso molecular se realizé en el procedimiento
de Sellrie y col. en el ejemplo de un inmunoensayo de criptato de europio (Abr: EuKr) [patente US2008199972A].
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Aqui se sintetiza un conjugado de EuKr-fluoresceina, pudiendo estar un ligador lo mas corto posible, que esta
constituido por uno a como maximo tres grupos metileno, entre el EuKr y la fluoresceina. Ademas del anticuerpo
anti-EuKr se utiliza adicionalmente un anticuerpo anti-fluoresceina que después de la unién a fluoresceina apaga su
fluorescencia. El principio de generacion de sefiales se basa en que por motivos estéricos el conjugado sélo puede
unirse a uno de ambos anticuerpos. El equilibrio de unién y, por tanto, la intensidad de fluorescencia dependen de la
concentracién de EuKr libre y puede medirse directamente en tiempo real. Una ventaja de estos sistemas es que
s6lo se necesita un detector de fluorescencia convencional. La desventaja es que también es sélo adecuado para
analitos de bajo peso molecular y que la sintesis de conjugados es quimicamente exigente.

Otro procedimiento de inmunoensayo homogéneo alternativo para analitos de bajo peso molecular, que
también se basa en el principio del apagado de la fluorescencia dependiente de la unién, se publicé por Coille y col.
y, en forma modificada, por Tan y col. [I. Coille, S. Reder, S. Bucher y G. Gauglitz, Biomol. Eng 18 (2002) 273-280 /
Chongxiao Tan, Nenad Gajovic-Eichelmann, Walter F.M. Stocklein, Rainer Polzius, Frank F. Bier, Analytica Chimica
Acta 658 (2010) 187-192]. Aqui, el analito, tetrahidrocannabinol, se acopla a una proteina, albimina de suero
bovino, que lleva adicionalmente sobre la superficie varias moléculas extintoras de la fluorescencia. El anticuerpo
anti-tetrahidrocannabinol esta conjugado con una molécula fluorescente. La fluorescencia se apaga cuando el
anticuerpo se une al conjugado. Si la muestra de analisis contiene tetrahidrocannabinol libre, el anticuerpo se une a
éste, y fluoresce de nuevo. La ventaja de este procedimiento es, al igual que en Sellrie y col., que puede utilizarse el
sencillo sistema de medida para la medicion de fluorescencia. Aqui también es desventajosa la sintesis
guimicamente exigente del conjugado de analito-extintor y del conjugado de anticuerpo-fluoréforo.

Aungue la técnica de medicion de la fluorescencia se utiliza muy frecuentemente en las ciencias biolégicas,
es una técnica de medicion compleja y, por tanto, cara. Detectores econdémicos y compactos, por ejemplo, para la
utilizacion in situ, se implementan mas bien con otros procedimientos de deteccion. Los aparatos de medicion
técnicamente mas sencillos y los méas integrados hacen posible procedimientos de deteccién electroquimica y se
han impuesto, por ejemplo, en el sector de los biosensores de usar y tirar para glucosa en comparacion con todos
los procedimientos de medicion éptica. Por tanto, desde hace muchos afios se han hecho esfuerzos por realizar
inmunoensayos homogéneos basados en un principio de deteccion electroquimica sencillo.

La condicion previa para un inmunoensayo homogéneo con deteccion electroquimica es la disponibilidad
de un procedimiento electroanalitico sensible y de una marca (“label”)/marcador activo para rédox con alta actividad
especifica. Los procedimientos amperimétricos y voltamétricos son procedimientos sensibles y adecuados. La
actividad especifica de la marca (“label”)marcador rédox depende sobre todo de la constante de velocidad de la
transferencia electrénica heterogénea con el electrodo y del potencial de deteccion. Entre los expertos domina una
opinion consenso de que es 6ptimo un potencial de detecciéon en el intervalo de -200 mV a +200 mV (contra
electrodo de referencia de plata/cloruro de plata, de ahora en adelante abreviado contra Ag/AgCl) para mediciones
en disoluciones bioldgicas tales como la sangre. La constante de transferencia electronica es una funcion de la
estructura quimica de la marca (“label”) rédox/marcador, asi como del coeficiente de difusién y del material del
electrodo utilizado. El experto conoce multiples mediadores rédox que presentan propiedades electroquimicas
favorables y, por tanto, son marcas (“labels”)/marcadores fundamentalmente adecuados para un inmunoensayo.
Para la utilizacion en medios bioldgicos, los mediadores rédox no deben reaccionar con constituyentes de la
muestra, deben ser estables y suficientemente solubles en agua en el estado oxidado y reducido. A éstos
pertenecen, por ejemplo, moléculas organicas tales como hidroquinona/quinona, p-aminofenol, moléculas de
sandwich organicas/inorganicas tales como ferroceno y complejos inorganicos tales como, por ejemplo,
hexacianoferrato (II/111) o di-bipiridina de osmio. La solubilidad en agua del ferroceno y di-bipiridina de osmio es mala,
de manera que aqui se utilizan principalmente derivados solubles en agua.

La patente US2007/054317 describe moléculas rédox basadas en osmio solubles en agua con las
propiedades favorables anteriormente mencionadas y formatos de inmunoensayo electroquimicos y geometrias de
electrodos distintos, por ejemplo, electrodos interdigitales con los que pueden detectarse sensiblemente las
moléculas rédox solubles en agua mencionadas. Ademas, los formatos de ensayo descritos en la patente
US2007/054317 no aventajan el estado de la técnica mediante la utilizacién de los nuevos mediadores rédox y
conjugados de anticuerpo y antigeno que se basan en éstos, especialmente no se describe ningn nuevo formato de
inmunoensayo homogéneo altamente sensible.

La patente EP1331482A1 describe un procedimiento de inmunoensayo electroquimico, utilizandose
conjugados de ferroceno y otros mediadores rédox con el analito. Para la deteccion se utiliza un biosensor
enzimético, por ejemplo, un sensor de glucosa, conduciendo la liberacion del conjugado de ferroceno-analito a una
modulacion de la sefial electroquimica del sensor de glucosa. Una desventaja de la quimica de acoplamiento
descrita es que se utiliza una proteina tal como albumina de suero humano para preparar un conjugado muy soluble
en agua. El experto sabe que no es posible sintetizar conjugados de proteina-mediador rédox con una relacion
estequiométrica exactamente definida. Por tanto, la caracteristica de la prueba de lote a lote siempre es distinta. El
experto también sabe que un procedimiento de sefializacion indirecto de este tipo también trae consigo que
inhibidores de la muestra puedan tanto modular la reaccion enzimatica como el conjugado de mediador rédox-
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analito. Seria mas robusto un procedimiento en el que el conjugado de mediador rédox modulara directamente la
sefial electroquimica.

Segun un principio de este tipo, el ensayo electroquimico homogéneo para acido hipurico esta construido
en un chip microfluidico de Sung y col. [Sung Ju Yoo, Young Bong Choi, Jong Il Ju, Gun-Sik Tae, Hyug Han Kim y
Sang-Hoon Lee. Analyst 134 (2009), 2462-2467]. Se sintetiza un conjugado de ferroceno-acido hipdrico y se utiliza
un anticuerpo anti-acido hipurico. El conjugado y el anticuerpo unido a la particula polimérica se afiaden en cantidad
exactamente definida a la muestra. Si una muestra no contiene acido hipurico libre, el conjugado se une a la
particula cargada con anticuerpo y se separa por centrifugacién de ésta. En un experimento voltamétrico, al
potencial de oxidacion del ferroceno, en el sobrenadante circula una corriente correspondientemente pequefia. Si,
por el contrario, la muestra contiene acido hipurico libre, entonces el anticuerpo unido a la particula se une
preferiblemente al mismo, el conjugado permanece en la centrifugacién en disoluciébn y en el experimento
voltamétrico circula una corriente correspondientemente mayor (al potencial de oxidacion del ferroceno). Este
ensayo y todos los que siguen este principio presentan desventajas graves que practicamente no permiten una
utilizacién en el diagnostico.

En primer lugar, el potencial de oxidacion del ferroceno (+400 mV frente a Ag/AgCl) es demasiado alto para
la deteccion selectiva en sangre y suero sanguineo. En segundo lugar, no es aceptable una etapa de centrifugacion
para la mayoria de las aplicaciones in situ. En tercer lugar, este procedimiento es muy poco sensible a pesar de la
etapa de separacion (centrifugacion). Asi, Sung y col. han medido como la concentracibn mas pequefia
aproximadamente 10 mg/ml de &cido hipurico, que se corresponde con una concentracion de 55 mM. Sin embargo,
analitos de inmunoensayo tipicos deben medirse en el intervalo nanomolar de concentracion (o por debajo), es decir,
un millén de veces mas sensible.

Un ensayo electroquimico homogéneo que progresa sin etapa de separacion fue presentado por Di Gleria y
col. [Katalin Di Gleria, H. Allen, O. Hill, Calum J. McNeil, Anal. Chem. 1988, 58, 1203-1205]. Aqui también se afiade
a la muestra un conjugado de ferroceno y analito, lidocaina, asi como el anticuerpo anti-analito. Como principio de
deteccion se utiliza una reacciéon enzimatica para el conjugado de ferrocenio-antigeno como mediador rédox. Si la
muestra no contiene analito libre, el conjugado se une al anticuerpo y la reaccion enziméatica, aqui glucosa oxidasa,
se retrasa, la corriente amperométrica serd menor. La desventaja de este formato es que no es suficientemente
sensible para un inmunoensayo tipico. Asi, en suero se consiguid un limite de deteccion inferior de
aproximadamente 5 uM, aproximadamente 1000 veces superior que en inmunoensayos tipicos.

Se describié una variante de este inmunoensayo rédox homogéneo en la que el conjugado de mediador
rédox se mide directamente electroquimicamente. Aqui también so6lo se alcanzaron limites de deteccion
insuficientes.

Este ensayo y todos los que siguen un principio similar (es decir, la modulacion de la constante de difusion
mediante la unién a anticuerpo) presentan graves desventajas que dificultan una utilizacion en el diagnéstico. La
desventaja principal es la baja selectividad, ya que la modulacién de la constante de difusion solo trae consigo una
baja modulacion de sefiales: incluso cuando el conjugado activo para rédox esté completamente unido por el
anticuerpo, todavia puede medirse una sefial amperométrica o voltamétrica significativa. Seria deseable que el
conjugado unido a anticuerpo apenas produjera sefial electroquimica.

Lo mismo rige para el principio de modulacién de una reaccién enzimética debido a la escasez de mediador
rédox después de la unién a un anticuerpo. Incluso este formato sélo puede detectar concentraciones micromolares
(o superiores).

En conjunto, puede decirse que inmunoensayos electroquimicos homogéneos que se basan en la
modulacion de la constante de difusion de un conjugado de bajo peso molecular o la modulacién de una reaccion
enzimética debido a la escasez de mediador rédox después de la unién de un anticuerpo no son suficientemente
sensibles para medir concentraciones en el intervalo nanomolar (o inferior) tales como son tipicas para analitos de
inmunoensayo. Por este motivo, a pesar del econdmico sistema de deteccion, ninguno de estos ensayos pudo
encontrar una aplicacion comercial significativa.

Wei y col. describen en Biosensors and Bioelectronics, Elsevier Advanced Technology, tomo 24, n° 9, pag.
2909-2914 (2009), el desarrollo de un inmunoensayo electroquimico marcado con rédox.

Ghindils y col. en Analytical Letters, tomo 28, n° 1, pag. 1-11 (1995), y Sapin y col. en Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine, tomo 45, n° 3, pag. 416-418 (2007), revelaron respectivamente anticuerpos marcados con
rédox que se unian especificamente a un marcador rédox (ferroceno o rutenio) e inhibian en gran medida la
actividad rédox del marcador rédox unido a los mismos.

La patente US 2004/0020791 Al describe un inmunoensayo heterogéneo usando anticuerpos de marcador
rédox en el que en un modo de realizaciéon un conjugado de anticuerpo biespecifico que se une a un marcador rédox
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inmovilizado sobre una fase soélida se utiliza para la deteccion.

Forrow y col. revelan en Bioconjugate Chemistry, tomo 15, n° 1, pag 137-144 (2004), un procedimiento para
la realizaciéon de inmunoensayos homogéneos con deteccion electroquimica en disolucién, sin embargo sin uso de
un conjugado de anticuerpo biespecifico.

En vista de lo anterior, el objetivo de la presente invencién se basa en proporcionar un nuevo procedimiento
mejorado para la realizacién de un inmunoensayo en disolucién que ya no presente las desventajas mencionadas
del estado de la técnica y ofrezca especialmente una sensibilidad claramente mejorada.

Este objetivo se alcanza segun la invencion con el procedimiento segun la reivindicacion 1. Modos de
realizacién mas especiales y otros aspectos de la invencién son objeto de las posteriores reivindicaciones.

El procedimiento seguin la invencidon para la realizacion de formatos de inmunoensayo competitivo
homogéneos con deteccion electroquimica se caracteriza porque dos conjugados distintos se combinan como
reactivos con la muestra o la mezcla de muestra/tampon, comprendiendo un conjugado un marcador rédox y una
molécula de analito y comprendiendo el segundo conjugado un anticuerpo anti-marcador rédox o un fragmento del
mismo que se une especificamente y una molécula que se une especificamente al analito.

El analito puede ser en principio cualquier molécula detectable en un inmunoensayo u otro ensayo de union
para la que existe un componente de unién especifico. El analito puede ser de bajo peso molecular, es decir,
presentar una masa molar de aproximadamente < 1000 Dalton, o ser de mayor peso molecular y de alto peso
molecular. Ejemplos de analitos de mayor peso molecular y de alto peso molecular son acidos nucleicos, péptidos y
proteinas. Analitos especialmente preferidos son moléculas organicas de bajo peso molecular y proteinas/péptidos,
por ejemplo, hormonas, enzimas, biomarcadores, sustancias activas y perjudiciales biolégicas, y otras sustancias
fisiolégica o metabdlicamente relevantes.

La molécula que se une especificamente a los analitos puede ser un anticuerpo anti-analito o un fragmento
del mismo, un aptamero, un péptido, un &cido nucleico o un quelante, normalmente organico, que se une
especificamente al analito (por ejemplo, en un sitio de union especial o estructura de coordinacién) y no es un
anticuerpo (en la bibliografia también se denomina “molécula anfitiona” para una “molécula huésped”).
Preferiblemente se trata de un anticuerpo anti-analito o un fragmento del mismo.

Ademas, el procedimiento segun la invencion se caracteriza porque la presencia del analito libre en la
muestra permite o promueve la unién del marcador rédox al anticuerpo anti-marcador rédox o al fragmento del
mismo que se une especificamente, inhibiéndose (“apagandose” o “extinguiéndose”) mediante esta unién la
actividad rédox del marcador rédox unido, por lo que se genera o modifica una sefial detectable. El procedimiento
segun la invencién es o contiene un ensayo competitivo.

Una configuracion de procedimiento adecuada es, por ejemplo, del siguiente modo: se disuelven en tap6n
un conjugado de anticuerpo biespecifico que comprende un anticuerpo anti-analito y un anticuerpo anti-marcador
rédox, y el conjugado de marcador rédox-analito. Una parte de la molécula del conjugado se une al conjugado de
anticuerpo biespecifico, la mayor parte de las mismas al extremo anti-analito del conjugado de anticuerpo
biespecifico, ya que el anticuerpo anti-analito, especialmente bajo las condiciones estéricas del conjugado, posee
preferiblemente una constante de afinidad claramente mayor que la del anticuerpo anti-marcador rédox. Por tanto, el
extremo del marcador rédox del conjugado practicamente no se une y asi la medicién electroquimica (por ejemplo,
amperometria o voltametria) esti libremente accesible y se mide una alta corriente de reduccion. Si ahora se
afladen moléculas de analito libre de la muestra, éstas desplazan el extremo de analito del conjugado de analito-
marcador rédox de los sitios de unién del anticuerpo para el analito. S6lo ahora pueden unirse los extremos del
marcador rédox del conjugado a la parte de anticuerpo anti-marcador rédox del conjugado de anticuerpo
biespecifico, por lo que se inhibe (“apaga”) la actividad rédox del marcador rédox unido, y se mide una sefial
electroquimica reducida.

El procedimiento segun la invencién aventaja ampliamente el estado de la técnica ya que por primera vez
se aplica el principio del “apagado” de una sefial por la unién anticuerpo-antigeno (analogamente al apagado de la
fluorescencia o extincion de la fluorescencia) a la deteccion electroquimica directa. Los inmunoensayos por extincion
de fluorescencia pertenecen a los inmunoensayos homogéneos mas sensibles y més rapidos, ya que la sefial se
genera en tiempo real proporcionalmente a la unién anticuerpo-antigeno. Una caracteristica de sefial de este tipo
también se ha realizado ahora por primera vez en una deteccidn electroguimica.

Como marcadores activos para rédox (en analogia con el fluoréforo) pueden utilizarse segun la invencién
ferroceno (o derivados discrecionales del ferroceno), complejos de osmio-di-bipiridilo y otros complejos basados en
osmio, complejos de rutenio-bipiridilo y otros complejos basados en rutenio, p-aminofenol, hexacianoferrato (II/111),
hidroquinonas/quinonas, u otros mediadores rédox, especialmente otros marcadores conocidos y adecuados para
inmunoensayos. El “apagado” de la actividad rédox del ferroceno, o de otro mediador rédox, no era posible hasta la
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fecha en el estado de la técnica bajo las condiciones de un inmunoensayo. Aunque en trabajos tales como el de
Nielson y col. [Roger M. Nielson, Joseph T. Hupp, Inorg. Chem. 1996, 35, 1402-1404] se describié que los
calixarenos, que forman una débil unién con el ferroceno, pueden apagar completamente la actividad rédox de
ferrocenos, sélo a concentraciones de aproximadamente 10 mM y superiores. Concentraciones tan altas de un
extintor de rédox son completamente inadecuadas para inmunoensayos.

Sorprendentemente se encontré6 que anticuerpos monoclonales que fueron generados por uno de los
inventores para la unién de ferroceno presentaban una caracteristica de apagado de este tipo. Un nuevo anticuerpo
monoclonal especialmente eficaz se une exclusivamente a la forma oxidada del ferroceno, el cation ferrocenio (o
ferricinio), llamado de ahora en adelante ferrocenio. La actividad rédox del ferrocenio unido se apaga completamente
de esta manera, ya no puede reducirse mas en estado unido sobre un electrodo (carboén vidriado, metal noble). El
anticuerpo que se une a ferrocenio se utiliza en los ejemplos de realizacion del procedimiento segun la invencién
como extintor de rédox (en analogia con el extintor de fluorescencia).

Sin embargo, en el marco del procedimiento segun la invencion también puede utilizarse cualquier otro
anticuerpo que se una al mediador rédox utilizado en la prueba y de esta manera inhiba su actividad rédox (apague).
A este respecto, para la invencion es irrelevante si el anticuerpo se une al estado oxidado o al reducido del mediador
rédox. Sin embargo, en algunas aplicaciones ofrece ventajas especiales un anticuerpo que se une al mediador
oxidado, como en el caso del anticuerpo anti-ferrocenio que se aplica por primera vez en la invencion descrita. El
motivo es el menor potencial de deteccion que puede utilizarse para la reduccion del marcador rédox (en el ejemplo
de aplicacion se detecta a +100 mV frente a Ag/AgCI, en el caso de la oxidacién deberia detectarse a +250 a +400
mV, lo que tendria como consecuencia sefales inespecificas elevadas en suero sanguineo).

Estos anticuerpos de marcador rédox con accion extintora y estos conjugados de anticuerpo biespecifico
completos se usan en la presente invencién. Los anticuerpos de marcador rédox con accién extintora utilizados
segun la invencion pueden inhibir ampliamente la actividad rédox del marcador rédox unido, preferiblemente hasta
méas del 80%, mas preferiblemente mas del 90%, todavia mas preferiblemente mas del 95%, o inhibirla
completamente (“apagarla” o “extinguirla”).

El término “anticuerpo” tal como se utiliza en la presente solicitud también comprendera en principio
fragmentos que se unen especificamente del mismo, mientras que del contexto no se deduzca claramente algo
distinto.

Con un anticuerpo anti-ferrocenio descrito aqui por primera vez puede realizarse un inmunoensayo
competitivo para la deteccion de ferrocenio (o ferroceno) que, sin embargo, no tendria gran importancia técnica. El
procedimiento presenta una elevada utilidad técnica y un alto valor comercial sélo cuando con él puedan detectarse
analitos discrecionales con el inmunoensayo electroquimico. Para este fin, la formacion del inmunocomplejo de
ferrocenio-anti-ferrocenio con un anticuerpo monoclonal discrecional debe poder acoplarse de manera que la union
del analito diana al anticuerpo complementario tenga como consecuencia una modulacion de la union ferrocenio-
anti-ferrocenio. El elegante enfoque descrito por Sellrie y col. [patente US2008199972A] del acoplamiento de dos
inmunorreacciones mediante un conjugado de ambos antigenos que estan unidos con un ligador muy corto, de
manera que so6lo puedan unirse respectivamente el anticuerpo anti-pesticida o el anticuerpo anti-fluoresceina, no
puede utilizarse en el caso del procedimiento segin la invencion, ya que los conjugados de ferroceno que se
acoplan con sustancias de bajo peso molecular generalmente no son solubles en agua. Para la utilidad practica
debi6 prepararse un conjugado de ferroceno-analito que presentaba una solubilidad en agua suficientemente alta. El
experto conoce varias moléculas de ligador solubles en agua que pueden utilizarse para la sintesis de
bioconjugados. Los ligadores de polietilenglicol (sinénimo: ligadores de poli(6xido de etileno), PEG, PEO) pertenecen
a los ligadores solubles en agua mas frecuentemente utilizados debido a la buena solubilidad en agua, la baja union
no especifica a proteinas y superficies y la disponibilidad de una pluralidad de longitudes de cadena y funciones
quimicas. Los ligadores de polietilenglicol (sinénimo: ligadores de poli(éxido de etileno)) son moléculas lineales que
pueden presentar funciones acoplables en uno o varios extremos, por ejemplo, grupos carboxilo, grupos amino,
grupos tiol, etc. La solubilidad en agua de los ligadores de polietilenglicol es muy alta, y aumenta al aumentar la
longitud de cadena del ligador.

Para la preparacion de los conjugados utilizados en el procedimiento segun la invencién se utiliza un ligador
soluble en agua bifuncional de longitud de cadena suficiente, por ejemplo, un ligador de PEG de 400-30.000 Da con
dos funciones acoplables terminales, preferiblemente un ligador de diamino-PEG de 2000 Da, para acoplar en un
extremo ferroceno, u otro mediador rédox adecuado y, en el otro extremo los analitos diana. Mediante la utilizacién
de ligadores de PEG de longitud suficiente también pueden ponerse a disposicién de la prueba analitos insolubles
en agua. lgualmente pueden utilizarse ligadores homobifuncionales que presentan en ambos extremos la misma
funcién de acoplamiento tales como ligadores heterobifuncionales que presentan dos funciones de acoplamiento
diferentes.

En estudios de unién con el conjugado de ferroceno-analito en presencia de anticuerpo anti-ferrocenio libre,
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anticuerpo anti-analito libre y conjugado ferroceno-analito se mostré que no se realizé ninguna modulacién suficiente
de la sefial del ferroceno por el analito. También se mostré que el conjugado de ferrocenio-analito debia mantenerse
en estado oxidado durante la duraciéon total del andlisis para alcanzar sefiales medibles. Se descubrid
sorprendentemente que en algunos tampones acidos el ferroceno permanecia permanentemente en estado oxidado.
En el procedimiento segln la invencién, el ensayo se realiza preferiblemente a valores de pH entre pH 1y pH 7, con
especial preferencia entre pH 4 y pH 5. Sales tampdn adecuadas son, por ejemplo, fosfato, MES, HEPES, TRIS,
bistris, acetato, glicilglicina, glicina.

Se ha encontrado ahora un nuevo principio sorprendentemente sencillo para acoplar la reaccién de unién
de ferrocenio-anti-ferrocenio con la reaccion de uniéon de analito-anti-analito. Para esto se prepar6 un conjugado de
anticuerpo biespecifico acoplando el anticuerpo anti-ferrocenio en relacién estequiométrica (1:1) con el anticuerpo
anti-analito, usandose un ligador mas corto de como maximo 10 unidades de metileno de longitud. Asi pudo
conseguirse por primera vez en un inmunoensayo electroquimico la caracteristica de apagado de sefiales deseada
anteriormente descrita.

El principio de funcionamiento, explicado en el ejemplo de un inmunoensayo de progesterona competitivo,
es a este respecto del siguiente modo: el conjugado de anticuerpo biespecifico, constituido por un anticuerpo anti-
progesterona y un anticuerpo anti-ferrocenio, y el conjugado de ferrocenio-progesterona se disuelven en tampon.
Una parte de las moléculas del conjugado se une al conjugado de anticuerpo biespecifico, la mayor parte de las
mismas al extremo anti-progesterona del conjugado de anticuerpo biespecifico (ya que este anticuerpo posee una
mayor constante de afinidad). El extremo de ferrocenio del conjugado practicamente no se une, ya que el ligador de
PEG es demasiado corto para esto, y ademas deberia adoptar una conformacién doblada energéticamente
desfavorable. Por tanto, el extremo de ferrocenio estd libremente accesible para la medicidon electroquimica
(amperometria o voltametria) y se mide una alta corriente de reduccién. Si ahora se afiaden moléculas de
progesterona libre de la muestra, éstas desplazan el extremo de progesterona del conjugado de progesterona-
ferrocenio de los sitios de unién del anticuerpo para progesterona. S6lo ahora pueden unirse los extremos de
ferrocenio del conjugado a la parte de anticuerpo anti-ferrocenio del conjugado de anticuerpo biespecifico, y se mide
una sefial electroquimica reducida (ilustracion véase Fig. 1).

Al afiadir un exceso de conjugado de anticuerpo biespecifico en comparacién con conjugado de ferrocenio-
analito, la mayoria de los restos de ferrocenio son unidos por el conjugado de anticuerpo y la sefial electroquimica
se reduce casi a cero, es decir, se apaga. Sin embargo, el experto sabe que la concentraciéon de anticuerpo o la
concentracion de anticuerpo biespecifico en el inmunoensayo se elige de manera que resulte una sensibilidad
maxima para progesterona, de manera que el conjugado de anticuerpo se afiada en exceso a un ensayo altamente
sensible. En este caso, la sefial (completa) electroquimica tampoco se apaga completamente a alta concentracion
de progesterona. Se ha mostrado que un ensayo de progesterona es el mas sensible cuando la sefial electroquimica
s6lo puede apagarse a aproximadamente el 50% por la adicion de progesterona (véase Fig. 2).

La caracteristica de apagado de la sefial alcanzada todavia no se habia mostrado hasta la fecha en
inmunoensayos electroquimicos, porque no estuvo a disposicion ninguna molécula extintora correspondiente.

Los anticuerpos anti-ferrocenio utilizados segun la invencion son un ejemplo de un molécula extintora rédox
de este tipo. Sin embargo, es igualmente posible preparar anticuerpos analogos que se unan a otros marcadores
rédox y apaguen su sefial. La utilizacién de aquellos anticuerpos en un conjugado de anticuerpo biespecifico
también es parte de la invencion.

La presente invencion proporciona un procedimiento para la realizacion de inmunoensayos homogéneos
directos en disolucion con deteccion electroquimica sensible, caracterizado porque pueden medirse concentraciones
nanomolares de analitos de bajo peso molecular o de alto peso molecular, porque ninguno de los reactivos esta
inmovilizado, no tiene lugar ninguna etapa de separacion y lavado y la reaccion de uni6on se detecta
electroquimicamente en tiempo real.

La aplicacion técnica del procedimiento segun la invencion es especialmente sencilla, ya que puede
utilizarse con distintas técnicas electroanaliticas que son conocidas para el experto, no exige ningin tipo de
modificacién de los electrodos de medicion (por ejemplo, modificacion quimica, membranas, recubrimiento con
peliculas delgadas, estructuracion lateral, etc.) y es practicamente discrecionalmente escalable (disminucién de las
dimensiones de los electrodos, reduccion del volumen de analisis). Como el principio de generacion de sefiales, es
decir, el apagado de la actividad rédox de un mediador rédox discrecional, puede aplicarse a todas las técnicas de
medicién electroanaliticas conocidas tales como, por ejemplo, amperometria, voltametria, coulometria, valoracion
amperomeétrica, valoracién coulométrica, potenciometria, espectroscopia de impedancia, etc., el procedimiento
segun la invencidén puede combinarse con todos estos procedimientos para nuevas aplicaciones de inmunoensayo.
Asi, en algunos casos, la amperometria puede ser el procedimiento de eleccién, por ejemplo, para conseguir un
sistema completo lo mas econémicamente posible, o para utilizar detectores amperométricos existentes (por
ejemplo, aparatos de medicién de biosensores de glucosa) para la utilizaciéon de inmunoensayos. Dependiendo del
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caso de aplicacion y analito deseado es posible variar la técnica de electroanalisis sin tener que desarrollar de nuevo
en principio el inmunoensayo.

La variabilidad y aplicabilidad técnica del nuevo principio de inmunoensayo se muestra especialmente clara
cuando se utiliza en sistemas de analisis microfluidicos (sistemas de laboratorio en un chip, “Lab-on-a-Chip”). Esto
es, en especial, facilmente posible, ya que se trata de un inmunoensayo homogéneo, sin componentes inmovilizados
y sin etapas de separacion. Los reactivos pueden incorporarse de manera liquida o seca en el sistema de laboratorio
en un chip (“Lab-on-a-Chip”), de modo que se liberan por la adicién de la muestra y se inicia el ensayo. La sefial de
medida puede medirse continuamente, o sélo al principio y al final del analisis (después de alcanzar el equilibrio de
unién). No es necesario ningln tipo de sincronizacién de los transcursos, etapas de dosificacién y lavado o
centrifugacion para conseguir el resultado del andlisis. A diferencia de muchos procedimientos de medicién 6pticos
(por ejemplo, fotometria, medicién de fluorescencia) la relacién sefial con respecto a ruido de procedimientos
electroanaliticos tampoco empeora con la miniaturizacién, es decir, para electrodos miniaturizados no deben
desarrollarse nuevos y complejos detectores y amplificadores.

El alto valor del nuevo procedimiento también se muestra en que con él es posible realizar inmunosensores
de un solo uso altamente sensibles para un solo uso como, por ejemplo, en la prueba de embarazo actualmente
habitual segun el principio de inmunoensayo de flujo lateral. La electrénica necesaria para la deteccion (por ejemplo,
un circuito de conmutacion amperométrico) puede integrarse en un aparato portatil econémico (por ejemplo, un
aparato de medicion de tiras reactivas de glucosa) o incluso realizarse como electrénica de un solo uso (por ejemplo,
un circuito impreso o un circuito de conmutacion altamente integrado).

Igualmente, los nuevos procedimientos también son adecuados para analizadores de laboratorio que
realizan paralelamente completamente automaticamente un nimero distinto de inmunoensayos. Aqui surte efecto el
corto tiempo de analisis del procedimiento segun la invencion de 1 a 5 minutos.

En un modo de realizacién especial del procedimiento segun la invencion, los reactivos necesarios se
afiaden en forma soluble y una deteccion electroquimica del acontecimiento de unidn se realiza en tiempo real.

En otro modo de realizacion especial, todos los reactivos necesarios se afiaden a la muestra como mezcla
preparada y se realiza una deteccidn electroquimica del acontecimiento de unién en tiempo real (principio de mezcla
y medida, “Mix-and-measure”).

En otro modo de realizacion especial, todos los reactivos necesarios se ponen a disposicién como reactivos
secos en un recipiente de reaccion adecuado (por ejemplo, tubo Eppendorf, placa de microtitulacion, sistema de
laboratorio en un chip (“Lab-on-a-Chip”), tiras reactivas) y se disuelven primero mediante la adicién de la muestra y
dado el caso tampon, por lo que se caracteriza el inicio del analisis.

En todavia otro modo de realizacidon especial especialmente favorable, el inmunoensayo se realiza en un
sistema de analisis microfluidico (laboratorio en un chip, “Lab-on-a-Chip”).

En un modo de realizacion tipico, el inmunoensayo se realiza en un analizador completamente
automatizado.

Otra mejora del procedimiento segln la invencién puede conseguirse siempre que en lugar de un electrodo
sencillo se use para la deteccion un electrodo estructurado, por ejemplo, un electrodo interdigital con el que puede
elevarse todavia més la selectividad del andlisis mediante la llamada recirculacién rédox.

Otra modificacién ventajosa del procedimiento segun la invencién consiste en que en lugar de una reaccién
rédox electroquimica sencilla (por ejemplo, reduccion del ferrocenio en ferroceno) se utiliza una reaccion ciclica
enzimaticamente catalizada (por ejemplo, reduccion electroquimica seguida de reoxidacidon enzimatica de
ferrocenio), una llamada recirculacién enzimatica, con la que puede elevarse todavia mas la sensibilidad del analisis.

El procedimiento segin la invencién es especialmente adecuado para mediciones en el intervalo de
concentracion nanomolar bajo y aproximadamente 1000 veces mas sensible que los inmunoensayos
electroquimicos homogéneos conocidos hasta la fecha sin etapas de separacidon. Esta enorme mejora de la
sensibilidad se consigue por el nuevo principio de sefiales anteriormente descrito, en el que la actividad rédox del
conjugado activo para rédox puede apagarse completamente (en lugar de sélo reducir la constante de difusién tal
como en los procedimientos conocidos hasta la fecha) después de la unién al anticuerpo.

A este respecto, el procedimiento de medicidn electroquimica es técnicamente igual de sencillo que en el
procedimiento anteriormente mencionado, ya que se realiza una medicién amperométrica o voltamétrica sencilla en
electrodos sin recubrir convencionales (por ejemplo, electrodos de carbon vidriado). Las etapas de manipulacion
manuales se limitan a la adicion de reactivos, asi como la adicién de la disoluciéon de prueba, no se necesita una
etapa de separacion. El procedimiento segun la invencion también hace posible un andlisis segun el principio de
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mezcla y medida (“Mix-and-measure”), y es notablemente adecuado para la automatizacion. A este respecto, el
procedimiento segun la invencién es muy escalable, es decir, aplicable a volimenes miniaturizados, por ejemplo, en
aplicaciones microfluidicas (laboratorio en un chip, “Lab-on-a-Chip”). Debido a esta caracteristica y al bajo potencial
de deteccion, el procedimiento segin la invencién de normalmente +100 mV (frente a Ag/AgCl) es adecuado para la
medicién directa de analitos de bajo peso molecular tales como, por ejemplo, hormonas esteroideas, asi como de
analitos de elevado peso molecular tales como, por ejemplo, hCG o marcadores de proteina en muestras biolégicas
complejas tales como, por ejemplo, la sangre.

Por tanto, el procedimiento segun la invencién es adecuado para multiples inmunoensayos comercialmente
representativos y puede sustituir procedimientos de deteccién actuales que son técnicamente complejos (y, por
tanto, caros) o dificiles de miniaturizar y de automatizar. Es adecuado para aplicaciones en el diagnéstico clinico,
analitica medioambiental y de alimentos y, debido a la buena capacidad de miniaturizacion y sencillez técnica,
especialmente para aplicaciones fuera del laboratorio (aplicaciones in situ, analisis de punto de cuidado (“Point-of-
Care”), sensores de un solo uso, inmunoensayos de laboratorio en un chip (“Lab-on-a-Chip”)). Por tanto, el
procedimiento segun la invencion dispone del potencial para sustituir en muchas aplicaciones convencionales caros
sistemas de deteccién tales como, por ejemplo, detectores de fluorescencia o detectores de polarizacion de
fluorescencia.

Breve descripcioén de las figuras

Fig. 1: Representacion esquematica del inmunoensayo segun la invencion en el ejemplo de deteccion de
progesterona

Fig. 2: Curva de dosis-efecto para la medicion amperométrica de progesterona segun el procedimiento
segun la invencién

Los siguientes ejemplos no limitativos explicaran mas detalladamente la invencion.
EJEMPLO 1
Inmunoensayo de progesterona competitivo directo en suero sanguineo

Aparato: celda con agitacién electroquimica de 1 ml de volumen de trabajo, potenciostato en el modo
amperomeétrico

Tampodn: tampén acetato, pH 4,4
Muestra: suero humano sin diluir,

Calibrador: suero humano sin diluir, mezclado con 2 ng/ml, 4 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 100 ng/ml, 200
ng/ml de progesterona

Etapas de procedimiento:

. Llenar la celda de medicién electroquimica con 450 ul de tampédn acetato a pH 4,4

. Polarizar el electrodo de trabajo a + 100 mV (frente a Ag/AgCl)

. Afiadir 10 pl de conjugado de anticuerpo biespecifico (concentracion final aproximadamente 0,1 pg/ml)

. Afiadir 10 pl de conjugado de marcador rédox-progesterona (concentracion final aproximadamente 100 nM)
. Afiadir 30 ul de H,O./peroxidasa (concentracion final H,O2 5 mM, peroxidasa 0,02 nM)

. Medir la sefial base

. Afiadir 500 pl de suero humano (o 500 pul de calibrador)

. Medir la sefial final 180 s después de la adicion de suero

La evaluacion se realiza mediante una curva de dosis-efecto previamente medida o mediante un calibrado
de 2 puntos.
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EJEMPLO 2
Inmunoensayo de progesterona competitivo directo en saliva

Aparato: celda con agitacion electroquimica de 1 ml de volumen de trabajo, potenciostato en modo
amperomeétrico

Tampodn: tampén acetato, pH 4,4
Muestra: saliva humana diluida 1:5,

Calibrador: saliva humana diluida 1:5, mezclada con 2 ng/ml, 4 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml, 100 ng/ml, 200
ng/ml de progesterona

Etapas de procedimiento:

. Llenar la celda de medicién electroquimica con 450 ul de tampén acetato a pH 4,4

. Polarizar el electrodo de trabajo a + 100 mV (frente a Ag/AgCl)

. Afiadir 10 ul de conjugado de anticuerpo biespecifico (concentracion final aproximadamente 0,1 pg/ml)

e Afadir 10 pl de conjugado de marcador rédox-progesterona (concentracion final aproximadamente 100 nM)
e Afadir 30 pl de H,O2/peroxidasa (concentracion final H,O, 5 mM, peroxidasa 0,02 nM)

. Medir la sefial base

. Afiadir 500 pl de saliva humana diluida 1:5 (o 500 pl de calibrador)

. Medir la sefial final 180 s después de la adicion de saliva

La evaluacion se realiza mediante una curva de dosis-efecto previamente medida o mediante un calibrado
de 2 puntos.

EJEMPLO 3
Inmunoensayo de coriongonadotropina humana competitivo directo (hCG) en orina

Aparato: celda con agitacién electroquimica de 1 ml de volumen de trabajo, potenciostato en modo
amperomeétrico

Tampon: tampo6n acetato, pH 4,4
Muestra: suero humano sin diluir,

Calibrador: suero humano sin diluir, mezclado con 10 mUl/ml, 20 mUI/ml, 40 mUl/ml, 100 mUl/ml, 200
mUl/ml de hCG

Etapas de procedimiento:

. Llenar la celda de medicién electroquimica con 450 ul de tampén acetato a pH 4,4

. Polarizar el electrodo de trabajo a + 100 mV (frente a Ag/AgCl)

. Afiadir 10 ul de conjugado de anticuerpo biespecifico (concentracion final aproximadamente 0,3 pg/ml)
. Afiadir 10 pl de conjugado de marcador rédox-hCG (concentracion final aproximadamente 200 nM)

. Afiadir 30 pl de H,O./peroxidasa (concentracion final H,O» 5 mM, peroxidasa 0,02 nM)

. Medir la sefial base

. Afiadir 500 ul de suero humano (o 500 ul de calibrador)

. Medir la sefial final 180 s después de la adicion de suero
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La evaluacion se realiza mediante una curva de dosis-efecto previamente medida o mediante un calibrado
de 2 puntos.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la realizacién de formatos de inmunoensayo competitivo homogéneos con deteccion
electroquimica en disolucién, caracterizado porgue dos conjugados distintos se combinan como reactivos con la
muestra o una mezcla de tampén de muestra, comprendiendo un conjugado un marcador rédox y una molécula de
analito y comprendiendo el segundo conjugado un anticuerpo anti-marcador rédox o un fragmento del mismo que se
une especificamente y una molécula que se une especificamente al analito, y porque la presencia de analito libre en
la muestra permite o promueve la union del marcador rédox al anticuerpo anti-marcador rédox, inhibiéndose
(“extinguiéndose”) mediante esta unién la actividad rédox del marcador rédox unido, por lo que se genera o modifica
una sefial detectable.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el marcador rédox se selecciona del grupo
de ferroceno y derivados de ferroceno, complejos de osmio-di-bipiridilo y otros complejos basados en osmio,
complejos de rutenio-bipiridilo y otros complejos basados en rutenio, p-aminofenol, hexacianoferrato (1l/Ill), quinonas
y otros marcadores rédox conocidos para inmunoensayos electroquimicos.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el marcador rédox es ferrocenio y el
anticuerpo anti-marcador rédox es un anticuerpo anti-ferrocenio, preferiblemente monoclonal.

4. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1-3, caracterizado porgue la molécula que se une
especificamente al analito representa un anticuerpo anti-analito, un aptdmero, un péptido, un &cido nucleico o un
quelante que se une especificamente al analito.

5. Procedimiento segun la reivindicacién 4, caracterizado porque la molécula que se une especificamente al
analito es un anticuerpo anti-analito o un fragmento del mismo.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1-5, caracterizado porque ambos conjugados comprenden
moléculas de ligador solubles en agua, especialmente ligadores de PEG.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1-6, caracterizado porque los reactivos necesarios se
afiaden en forma soluble y una deteccion electroquimica del evento de union se realiza en tiempo real.

8. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones 1-7, caracterizado porgue todos los reactivos necesarios
se afiaden como mezcla preparada a la muestra y una deteccién electroquimica del evento de union se realiza en
tiempo real.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1-8, caracterizado porgue todos los reactivos necesarios
se ponen a disposicidn como reactivos secos en un recipiente de reaccion adecuado y se disuelven mediante la
adicion de la muestra y, dado el caso, tampdn, por lo que se caracteriza el inicio del andlisis.

10. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1-9, caracterizado porgue el inmunoensayo se realiza en
un sistema de andlisis microfluidico (laboratorio en un chip, “Lab-on-a-Chip”) y/o en un analizador completamente
automatico.

11. Procedimiento segln una de las reivindicaciones 1-10, caracterizado porgue en lugar de un electrodo
sencillo para la deteccidn se utiliza un electrodo estructurado, por ejemplo, un electrodo interdigital.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1-11, caracterizado porque en lugar de una sencilla
reaccion rédox electroquimica se utiliza una reaccion ciclica enzimaticamente catalizada.
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DOCUMENTOS INDICADOS EN LA DESCRIPCION

En la lista de documentos indicados por el solicitante se ha recogido exclusivamente para informacion del lector, y no es
parte constituyente del documento de patente europeo. Ha sido recopilada con el mayor cuidado; sin embargo, la EPA no
asume ninguna responsabilidad por posibles errores u omisiones.

Documentos de patente indicados en la descripcién

= US4016043 A [0008] = US 2008199972 A [0015] [0045]
= S 3839153 A [0008] = US 2007054317 A [0019]

= US 6156271 A [0009] = EP 1331482 A1 [0020]

= US 4960693 A [0013] = US 20040020791 A1 [0030]

= EP 0200960 A [0014]

Literatura no especificada en la descripcion de la patente

l. COILLE; S. REDER; S. BUCHER: G.
GAUGLITZ. Biomol. Eng, 2002, vol. 18, 273-280
[0018]

CHONGXIAO TAN; NENAD
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Analytica Chimica Acta, 2010, vol. 658, 187-192
[00186]

SUNG JU YOO ; YOUNG BONG CHOI ; JONG IL
JU; GUN-SIK TAE; HYUG HAN KIM;
SANG-HOON LEE. Analyst, 2009, vol. 134,
2462-2467 [0021]

KATALIN DI GLERIA ; H. ALLEN ; 0. HILL ; CA-
LUM J. MCNEIL. Anal. Chem., 1988, vol. 58,
1203-1205 [0023]

WEI et al. Biosensors and Bioelectronics. Elsevier
Advanced Technology, 2009, vol. 24, 2909-2914
[0028]

GHINDILS et al. Analytical Letters, 1995, vol. 28 (1),
1-11 [0029]

SAPIN et al. Clinical Chemistry and Laboratory Med-
icine, 2007, vol. 45 (3), 416-418 [0029]

FORROW et al. Bioconjugate Chemistry, 2004, vol.
15 (1), 137-144 [0031]

ROGER M. NIELSON ; JOSEPH T. HUPP. Inorg.
Chem., 1996, vol. 35, 1402-1404 [0040]
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