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DESCRIPCION
Etiqueta de ensayo

La presente invencion se refiere a una etiqueta de ensayo y, de forma particular, a una etiqueta de ensayo basada en
una particula de carbono para su uso en un inmunoensayo.

Varios sistemas de ensayo utilizan particulas de carbono como el conjugado de deteccion (o etiqueta). Un ejemplo es
una tira de flujo lateral que utiliza particulas de carbono que se visualizan mediante la vista. Otro ejemplo es el sistema
de ensayo descrito en el documento WO 2004/090512, el cual emplea un dispositivo que tiene un transductor
piroeléctrico/piezoeléctrico para la deteccion del calor generado por la iluminacion de la etiqueta durante el ensayo.
Las particulas de carbono son bien adecuadas para este sistema, ya que son fuertes absorbentes de radiacion
electromagnética en un rango de longitudes de onda, incluyendo la ultravioleta, visible y parte del espectro infrarrojo.
Las particulas de carbono tampoco tienen una masa particularmente densa, por lo que se suspenden bien en la
muestra y no producen excesivos sedimentos, lo que podria provocar interferencias en un sistema de ensayo que
utilice un transductor piroeléctrico/piezoeléctrico.

Las particulas de carbono se consideran, generalmente, que tienen una superficie "activa" que puede adsorber
materiales hidréfobos. Por ejemplo, el carbéon activo se utiliza en filtros de campanas de cocina, y las particulas de
carbono se usan para purificar mezclas de reacciones quimicas. En este ultimo caso, se eliminan las impurezas
poliméricas y/o hidréfobas, normalmente, de un recipiente de reaccion mediante la adicion de carbén activo, que
adsorbe las impurezas. El carbén se separa por filtracion.

Por esta razon, las particulas de carbono han sido utilizadas en ensayos durante algin tiempo, no como una etiqueta,
sino como un medio de eliminacion del exceso de reactivos no deseados. En particular, se han utilizado para eliminar
el exceso de reactivos radiomarcados en inmunoensayos de competencia (por ejemplo, insulina, acido folico, T3 libre,
T4 libre). Tales usos de las particulas de carbono se describen en US 3,442,819, US 4,028,465 y en N. Poznanski y
W. J. Poznanski, Clin. Chem., 1969, 15, 908-918. En esta aplicacion técnica, una reaccién de competencia se lleva a
cabo en solucién entre una pequefia molécula radiomarcada y una pequefia molécula enddégena, donde éstos
compiten por la unién con una cantidad fija de anticuerpo. La pequefia fraccion de molécula que no se une al anticuerpo
se retira a continuacion mediante la adicion de particulas de carbono que han sido pre-tratadas con dextrano (u otras
macromoléculas). El dextrano permite a las moléculas pequeias que pasen a través y se unan con el carbono, pero
no las moléculas grandes, por lo que el carbono dextrano elimina la molécula pequefia no unida, pero no la fraccion
de molécula pequefia unida al anticuerpo. El carbono dextrano se filtra a continuacion y el reactivo unido se cuantifica
midiendo la radiactividad de la solucion restante.

Estos documentos muestran al lector que las particulas de carbono son propensas a tener una mayor afinidad por
pequefias moléculas hidrofobicas que por el dextrano. Un método comun para la fijacion de moléculas pequefas a
etiquetas coloidales es, en primer lugar, fijar la molécula pequefia, de forma covalente, a un soporte mas grande (tal
como una macromolécula) y luego unir el conjugado a la etiqueta, es decir, mediante adsorcién pasiva. Sin embargo,
si se prepara un conjugado covalente de dextrano con una pequefia molécula hidréfoba, se podria esperar de unién
del conjugado con el carbono mediante la unién de la molécula pequefa al carbono. Esto es, por lo tanto, poco
probable que sea una buena manera de preparar conjugados de carbono de moléculas pequefias, debido a que las
moléculas pequefias no serian accesibles.

Hay ejemplos en la literatura que describen el uso de particulas de carbono recubiertas de anticuerpo como etiquetas
de ensayo. Por ejemplo, US 4,760,030 describe la adsorcién pasiva de anticuerpos sobre particulas de carbono. Sin
embargo, las particulas en US 4,760,030 requieren estabilizacion con aminoacidos con el fin de aplicar el anticuerpo
sobre la particula. También hay alguna referencia sobre el ensayo de tinta china (también conocido como el ensayo
de Geck), que es un ensayo de aglutinacion en donde las particulas de carbono y el anticuerpo se mezclan
simultaneamente, y la aglutinacion se lleva a cabo en presencia de un analito. Una vez mas, se requieren
estabilizadores para formar el coloide de carbono.

US 5,252,496, US 5,559,041 y US 6,506,612 describen también uniones de anticuerpo a particulas de carbono. Estas
patentes usan particulas de carbono Vulcan XC72, que debe ser estabilizado con el fin de formar un coloide en agua.
Estas patentes describen el uso del 2% de dextrano 9.400 como agente estabilizante. El ejemplo 7 en la columna 13
de US 5,252,496 describe la inmovilizacién de un anticuerpo monoclonal en el carbono. En resumen, las particulas de
carbono se homogeneizan en regulador con el 2% de dextrano, el dextrano se describe como un "adyuvante en
suspension”. Después de 2 h se afiade isotiocianato de fluoresceina (FITC) y se incuba la suspension durante 12 h,
después se lava varias veces antes de que se afada el anticuerpo, siguiendo con un lavado adicional, y el
almacenamiento del coloide en un regulador de almacenamiento adecuado.

No esta del todo claro cual es el mecanismo mediante el cual el anticuerpo se une a la particula. En primer lugar, FITC
solo tiene un grupo funcional quimicamente reactivo y por lo tanto no es un agente de reticulacion, por lo que no existe
un mecanismo mediante el cual el FITC podria unirse covalentemente al anticuerpo al dextrano. En segundo lugar, se
utilizan isotiocianatos normalmente para la reacciéon con aminas (para obtener tioureas), pero también pueden
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reaccionar con alcoholes (para dar tiocarbamatos) o ser hidrolizados a aminas. Dando un tiempo de incubacion de 12
h, el FITC o bien reacciona con los grupos hidroxilo en el dextrano o bien se hidroliza. Parece que el mecanismo de
union propuesto es que el FITC, de alguna manera, se una a la superficie del carbono dextrano. No se espera que la
fluoresceina se una al dextrano, lo que implica que el FITC se une (de forma pasiva adsorbido) sobre la superficie del
propio carbono. El grupo isotiocianato no estaria entonces disponible para la unién a los grupos de lisina (aminas) en
los anticuerpos.

US 6,506,612 también describe métodos por los cuales un agente de unidon se une covalentemente a través de un
agente de reticulacion a una capa adsorbida, de forma primaria, de forma pasiva sobre una superficie de particula de
carbono. Las lineas 35-60 de la columna 8 describen dicho tipo de enlaces covalentes, en donde la capa adsorbida
de forma pasiva es siempre una proteina. Por lo tanto, US 6,506,612 ensefa que los dextranos se pueden utilizar
inicialmente para estabilizar los coloides de carbono, pero que en ultima instancia, seran desplazados tanto por las
pequefias moléculas (tales como FITC) como por moléculas de proteinas (tales como BSA, avidina o anticuerpos),
que se uniran mas fuertemente al carbono que lo hara el dextrano. US 6,506,612 también describe un método para el
pre-tratamiento de un anticuerpo con FITC antes del revestimiento sobre el carbono, el efecto probable en este caso
es que la adicion de grupos FITC al anticuerpo hace que sea mas hidréfobo y por lo tanto que se una con mas fuerza
al carbono.

US 5,529,901 y US 5,641,689 describen un método para seleccionar un tipo de particula de carbono (SB4 de Degussa)
que formara un coloide en agua sin la adicién de agentes estabilizantes, tales como dextrano, PEG, glicina etc.
También describen la seleccion de SB4 (y particulas similares) para la conjugacion directa de un componente de unién
(por ejemplo, un anticuerpo) que se une al analito. Por tanto, las ensefianzas de estas patentes se alejan de la
utilizacion de dextrano como estabilizante. De hecho, describen el uso de dextrano para estabilizar la particula como
un paso innecesario, el cual se puede eliminar mediante el uso especificamente de estas particulas.

Las particulas de carbono que normalmente se han utilizado en los ensayos se conjugan usando un método de
adsorcion pasiva, véanse los documentos US 5,529,901 y US 5,641,689. Este método es especifico para ciertos tipos
de carbono, en particular Spezial Schwartz 4 (SB4) de Degussa/Evonik (particulas de carbono amorfas que tienen un
tamafio medio de entre 100-200 nm), que forman un coloide estable en agua en ausencia de cualquier estabilizador.
De forma alternativa, la mayoria de otras particulas de carbono requieren un estabilizador, tal como un detergente o
una macromolécula (por ejemplo, dextrano, PEG, glicina, etc.). El método de adsorcion pasiva es adecuado para la
mayoria de los ensayos basados en anticuerpos, pero se deberia sefialar que la mayoria de los anticuerpos pierden
actividad durante la adsorcion pasiva, debido a que el anticuerpo se desnaturaliza ya que se une a la superficie (esto
es similar a lo que ocurre cuando el anticuerpo es de forma pasiva adsorbido en la superficie de placas de
microtitulacién). Una regla de oro util es que aproximadamente el 10% de los anticuerpos de forma pasiva adsorbido
sera activo, siendo el 90% restante inactivo, en gran parte debido a la desnaturalizacién del anticuerpo.

Para los ensayos que requieren una sensibilidad muy alta, es beneficioso tener una carga mas alta de anticuerpos en
las particulas de carbono, lo que requeriria una via alternativa a la adsorcién pasiva. Una mayor carga de anticuerpos
desplaza el equilibrio termodinamico de la interaccién anticuerpo-antigeno. Se prefiere una mayor carga de anticuerpo
por particula, en lugar de la simple adicién de mas particulas, de modo que el sistema no este sobrecargado con
particulas (lo que conduce a la union no especifica). Ademas, el anticuerpo adsorbido de forma pasiva se encuentra
en estrecha cercania a la superficie del carbono, la cual puede hacer que el anticuerpo quede bastante impedido
estéricamente. Tener el anticuerpo mas lejos de la superficie del carbono puede tener beneficios, en términos de
reduccion del impedimento estérico. Por Ultimo, la adsorcién pasiva de anticuerpos en el carbono conduce a la
desnaturalizacion del anticuerpo, lo que potencialmente puede promover la unién no especifica.

En inmunoensayos inmunomeétricos (también conocidos como tipo sandwich o de reactivo en exceso), como se
describe en el documento WO 2004/090512, un anticuerpo (o un reactivo similar) se encuentra en el sensor y otro
anticuerpo esta sobre las particulas de carbono. Las particulas de carbono se unen después al sensor en presencia
del analito que se esta detectando. Ambos anticuerpos estan presentes en un gran exceso.

En un ensayo de competencia, hay o bien (a) un anticuerpo sobre las particulas de carbono y un analogo del analito
(es decir, una molécula pequefia) sobre el sensor o bien (b) un analogo (es decir, una molécula pequefia) sobre las
particulas de carbono y un anticuerpo sobre el sensor. La unién tiene lugar en ausencia de analito, y es perturbada
(reducida) en presencia de analito.

El término "molécula pequefa” es un término del estado de la técnica en el campo de los inmunoensayos que se utiliza
para distinguir entre moléculas que se pueden medir en ensayos tipo sandwich y los que no pueden hacerlo. Para ser
medida en un ensayo tipo sandwich, una molécula debe ser suficientemente grande para tener dos o mas epitopos
distinguibles (sitios de unién de anticuerpos), de modo que se pueden unir dos anticuerpos a la molécula al mismo
tiempo, de forma que la molécula puede ser intercalada entre un anticuerpo captador y un anticuerpo indicador (o
etiqguetado). Si la molécula no puede formar un sandwich, cae en la clase de moléculas "pequefias”. El limite de peso
molecular es de aproximadamente entre 2.000-5.000.
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Al llevar a cabo ensayos de competencia no es un requisito adicional el tener un mayor control sobre los niveles de
los diversos componentes en el sistema. Para un anticuerpo unido al carbono, es mas dificil controlar la cantidad de
anticuerpo activo utilizando adsorcion pasiva. En el formato alternativo para los ensayos de competencia, es la
molécula pequefa analoga la que debe ser unidad a la superficie de la particula de carbono. Esto generalmente no es
posible con las moléculas pequefias; o bien no se adsorben en la superficie, ya que son demasiado pequefias o, si se
adsorben a una superficie, no son nunca mas reconocidas por los anticuerpos. Las moléculas pequefias son por lo
tanto generalmente conjugadas con portadores mas grandes, tales como proteinas, y entonces el soporte se une a la
superficie de interés, por ejemplo, la particula de carbono.

Sin embargo, ahora se ha descubierto que es dificil preparar conjugados de carbono de molécula pequefia a través
de la via tradicional de unirlos covalentemente a las moléculas de proteina (por ejemplo, a2-macroglobulina,
apoferritina, p-galactosidasa, (-amilasa, colageno (ovino), concanavalina A, hemocianina de lapa californiana,
miosina, ureasa, tiroglobulina humana, tiroglobulina porcina y tiroglobulina bovina) y, posteriormente, unir estas
proteinas a la superficie de las particulas de carbono. Esto puede ser debido a que las moléculas pequeias son
particularmente hidréfobas (por ejemplo, esteroides, fluoresceina, inmunosupresores). Esto puede hacer que los
conjugados de molécula de proteina pequefia sean demasiado hidréfobos para recubrir particulas de carbono. Los
materiales son ya sea "pegajosos" (que dan demasiado unién no especifica) o inestables durante el tiempo en solucion.

El documento WO 2005/121163 describe un procedimiento para el aislamiento de una o mas proteinas a partir de una
solucién de proteina, comprendiendo el procedimiento las etapas de: a) proporcionar una solucion de proteina que
comprende una o mas proteinas especificas y que tiene un pH prestablecido y una fuerza iénica o conductividad
prestablecidas, b) la aplicacion de la solucion de proteina a una columna de lecho empaquetado o de lecho expandido
que comprende un adsorbente, y c) la obtencién de una o mas proteinas desde la columna; en el que la solucion de
proteina se ha complementado con un alcohol.

KR 2011-0128606 describe un compuesto de nanoparticulas de platino magnético, nanoparticulas de carbono poroso
y se proporciona un método para fabricar el mismo para mejorar la actividad de la peroxidasa mediante la integracion
de nanoparticulas de platino y nanoparticulas magnéticas en los poros de carbono poroso. Las nanoparticulas
magnéticas se fijan a carbono poroso para obtener un compuesto de nanoparticulas de carbono poroso magnético
mediante la inmersion de Fe(NOs)s en etanol y la implementacion de un proceso de deposicion en una atmoésfera de
gas inerte. Las nanoparticulas de platino se fijan al compuesto de nanoparticulas de carbono poroso magnético con
el fin de obtener un complejo de nanoparticulas de carbono poroso con nanoparticulas de platino magnético mediante
la inmersion de HoPtCls-6H20 en solucion 1 M de hidréxido sédico/etilenglicol e implementar un proceso de deposicion
en una atmosfera de gas inerte. El compuesto de nanoparticulas de platino magnético, nanoparticulas de carbono
poroso incluye actividad de peroxidasa.

Por lo tanto, hay una necesidad de un método mejorado para la conjugacion de anticuerpos y moléculas pequefas,
asi como otros agentes de union potenciales, por ejemplo, acidos nucleicos, a la superficie de particulas de carbono
con el fin de aumentar la carga, el control de carga, reducir el impedimento estérico y mejorar la estabilidad, lo que
mejora el rendimiento del ensayo mediante la reduccion de la sensibilidad del ensayo y la mejora de la precision.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una etiqueta de ensayo que comprende una particula de carbono
amorfo, un polimero de dextrano funcionalizado, de forma pasiva adsorbido sobre la superficie de la particula de
carbono y un primer miembro de un par de unién complementario unido covalentemente al polimero de dextrano
funcionalizado.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una particula de carbono conjugado empleando dextrano para unir la
molécula de interés a la particula de carbono.

La presente invencion se describira ahora con referencia a los dibujos, en los que:

La figura 1 muestra una representacion esquematica del dispositivo de deteccidon quimica de WO 2004/090512, que
se utiliza con la presente invencion;

La figura 2 muestra un cartucho de acuerdo con la presente invencion;

La figura 3 muestra un grafico de los ensayos de capacidad de unién del carbono que utilizan conjugados de carbono
1y2;

La figura 4 muestra un grafico de ensayos de troponina | que utilizan conjugados de carbono 1y 2;
La figura 5 muestra un grafico de BSA-dig(en)-FITC de ensayos de carbono durante 29 dias;

La figura 6 muestra una grafica de la reduccion en la camara 3 de la unién de BSA-dig(en)-FITC de conjugado de
carbono;
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La figura 7 muestra un grafico de la camara 3 de la unidn después del lavado de BSA-dig(en)-FITC de conjugado de
carbono;

La figura 8 muestra un grafico de los ensayos de dextrano-FITC-digoxina durante 29 dias; y.
La figura 9 muestra un grafico de la camara 3 de union de dextrano-dig(en)-FITC conjugados durante 29 dias.

La etiqueta de ensayo de la presente invencion se basa en una particula de carbono amorfo. Tales particulas son bien
conocidas en el estado de la técnica y también se les conoce como Negro de carbono, Negro de humo, Negro de
horno o negro térmico). Son particulas amorfas producidas por la combustion incompleta de hidrocarburos gaseosos
o liquidos. El nimero CAS del negro de carbono es 1333-86-4.

El tamafio de las particulas de carbon dependera de la naturaleza del ensayo, pero suelen tener un tamafio de particula
de entre 25-250 nm. Los tamanios de particula para las particulas de carbono de la presente invencion representan el
diametro de la particula en su punto mas ancho y pueden medirse mediante dispersion de luz dinamica.

Las particulas de carbono amorfo generalmente tienen una estructura porosa. La particula de carbono utilizada en la
presente invencion tiene preferiblemente una densidad de 0.8 a 3 g/mL.

Las particulas de carbono de la presente invencion forman coloides estables en suspensién en un medio acuoso.
Dependiendo de la hidrofobicidad de las particulas de carbono (algunas tienen mas grupos hidroxilo de superficie que
otros), algunas particulas de carbono formaran un coloide estable en agua y otros requieren la presencia de un
estabilizador. La presente invencion usa preferiblemente particulas de carbono que forman un coloide estable en agua
sin la presencia de un estabilizador (de hecho, sin la presencia de ninguna otra sustancia). Una prueba simple se
puede aplicar para determinar si se ha formado o no un coloide estable: suspender 1% p/v de las particulas de carbono
amorfo en 1 mL de agua desmineralizada y sonicar durante 30 s para formar un coloide; medir la densidad 6ptica del
coloide usando un espectrometro visible; un coloide estable no mostrara ningin cambio (x1%) en la densidad optica
durante 1 h.

La etiqueta de ensayo también incorpora un polimero de dextrano funcionalizado adsorbido de forma pasiva sobre la
superficie de la particula de carbono.

El dextrano es un polimero de glucosa y se compone de unidades de glucano a-D-glucosa ligada (tipicamente 95%)
y residuos de 1,3-glucosa como ramas (tipicamente 5%). El dextrano no esta sujeto a la degradacion enzimatica, a
diferencia de la mayoria de otros polisacaridos.

El polimero utilizado en la presente invenciéon es un dextrano funcionalizado, lo que significa que contiene grupos
funcionales adicionales a los de otro modo presentes en el dextrano, que se puede utilizar para formar enlaces
covalentes. Ejemplos de grupos funcionales incluyen un grupo amino, un grupo sulfato, una cetona, un aldehido, un
acido carboxilico, un acido sulfénico, un acido carboxilico/sulfonico activado (tal como un cloruro de acido o un éster
activado) y un grupo tiol. Algunos ejemplos especificos de dextranos funcionalizados, comercialmente disponibles,
son aminodextrano, sulfato de dextrano, dietii aminoetilo dextrano y carboximetil dextrano. Una sintesis de
aminodextranos se describe con mas detalle en el documento US 5,776,706. El dextrano funcionalizado es
preferentemente un aminodextrano.

El polimero de dextrano funcionalizado de la presente invencién tiene tipicamente un nimero de peso molecular
promedio de entre 3-2.000 KDa, preferiblemente entre 5-100 KDa y mas preferiblemente entre 7-5 kDa. El peso
molecular puede ser medido por cromatografia de permeacion en gel utilizando estandares de dextrano, disponibles
comercialmente, de peso molecular conocido (por ejemplo, de Sigma Aldrich).

El dextrano funcionalizado esta unido a la particula de carbono por interacciones no covalentes. El dextrano
funcionalizado se adsorbe de forma pasiva sobre la superficie de la particula de carbono. Sin desear estar limitado por
la teoria, se cree que el dextrano se adsorbe en los poros presentes en la superficie de la particula de carbono,
desplazando de este modo las moléculas de agua dentro de los poros. La fuerza impulsora para la reaccion es
probablemente entrépica a causa de la liberacion de las moléculas de agua unidas.

La etiqueta de ensayo también incluye un primer miembro de un par de unién complementaria, unido covalentemente
al dextrano funcionalizado.

Con el fin de funcionar en un ensayo, la etiqueta debe contener parte de un par de unién complementaria. Como se
explicé anteriormente, en un inmunoensayo inmunomeétrico (también conocido como tipo sandwich o reactivo en
exceso), un anticuerpo generado para el analito se encuentra en el sensor y el otro anticuerpo para el analito se
encuentra en las particulas de carbono. Las particulas de carbono se unen después al sensor en presencia del analito
que va ser detectado. Ensayos analogos son posibles con otras macromoléculas, tales como proteinas o acidos
nucleicos. En este caso, el primer miembro del par de unién complementario es una macromolécula seleccionada de
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entre un anticuerpo, una proteina o un acido nucleico y el segundo miembro del par de unién complementario es el
analito.

En un ensayo de competencia, hay o bien (a) un anticuerpo sobre las particulas de carbono y un analogo del analito
(es decir, una molécula pequefa) sobre el sensor o bien (b) un analogo (es decir, una molécula pequefia) sobre el
carbono particulas y un anticuerpo sobre el sensor. La union tiene lugar en ausencia de analito, y es perturbado
(reducido) en presencia de analito. En este caso, el primer miembro del par de unién complementario puede ser una
pequefia molécula y el segundo miembro del par de unién complementario es el anticuerpo generado para la molécula
pequefia. Ejemplos de la molécula pequefia son farmacos terapéuticos (por ejemplo, carbamazepina, ciclosporina,
digoxina, teofilina y gentamicina), drogas de abuso (por ejemplo, opiaceos, cocaina y anfetamina), vitaminas (por
ejemplo, vitamina D, vitamina B12 y acido félico) y hormonas (T3, T4 , cortisol, progesterona, estradiol y testosterona).

La etiqueta de ensayo de la presente invencion se puede preparar mediante un pre-tratamiento del polimero de
dextrano para formar un conjugado de dextrano de molécula pequefia. Este conjugado a continuacion, se puede unir
a las particulas de carbono para generar un conjugado estable. Mas de una pequefia molécula puede estar unida al
dextrano, de modo que la particula se puede utilizar en ensayos con controles o en ensayos multiplex.

La etiqueta de ensayo de la presente invencion también se puede preparar uniendo el polimero de dextrano a las
particulas de carbono y por separado, pre-tratando un anticuerpo, una proteina o un acido nucleico con un reactivo, el
cual se unira covalentemente a los grupos funcionales en las particulas recubiertas con dextrano. Un ejemplo es el
uso de aminodextrano, el cual se hace reaccionar para afadir grupos maleimida en la superficie del dextrano. El
dextrano maleimido se aplica entonces sobre las particulas de carbono. El anticuerpo se introduce a través de un tiol
enmascarado, el cual puede ser desenmascarado para reaccionar con el grupo maleimida en el dextrano. Tioles
enmascarados pueden introducirse por reaccion con S-acetil tioglicolico acido N-succinimida (SATA). En una
realizacion preferida, la etiqueta de ensayo comprende ademas un enlazador entre el dextrano funcionalizado y la
pareja de uniéon complementaria. Por ejemplo, los grupos maleimida pueden ser introducidos en el dextrano mediante
la adicion de un reactivo heterobifuncional, tal como el succinimidil 4- (N-maleimidometil) ciclohexano-1-carboxilato
(SMCC), o por analogos de SMCC, donde se sustituye el separador ciclohexano por separadores alternativos de
mayor longitud, tales como separadores de polialquilenglicol. Tras la unién del anticuerpo activado SATA al carbono
maleimido dextrano, es ventajoso introducir una etapa de extincion para desactivar grupos maleimida y tiol sin
reaccionar, por lo general mediante la adicién de un inhibidor de maleimida (por ejemplo mercaptoetanol) primero,
seguido por un inhibidor de tiol (por ejemplo, N maleimida etil, o una maleimida de polialquileno). Estos reactivos
inhibidores entonces se pueden eliminar por centrifugacion y lavado del coloide de carbono.

Una guia util para los tamafios del primer miembro del par de unidon complementario son: la molécula pequefa tiene
preferiblemente un peso molecular de 5.000 o menos y la macromolécula (por ejemplo, anticuerpo, proteina o acido
nucleico) tiene un peso molecular superior a 5.000, por ejemplo, de entre 5.001-1.000.000.

Una ventaja de proporcionar un enlazador es que permite a la macromolécula, por ejemplo, el anticuerpo, proteina o
acido nucleico, formar la estructura terciaria correcta mediante la prevencién de la interaccion estérica con la particula
de carbono y permitir la solvatacién completa del anticuerpo, proteina o acido nucleico. Se ha encontrado que esto
mejora la relacion sefial: ruido mediante la reduccion de la union no especifica en el ensayo. Un enlazador preferido
es polietilenglicol, por ejemplo, PEG12.

En consecuencia, la presente invencion también proporciona un método para preparar una etiqueta de ensayo que
comprende las siguientes etapas:

(i) proporcionar una particula de carbono amorfo, un polimero de dextrano funcionalizado y un primer miembro de un
par de unién complementario;

(ii) adsorber de forma pasiva el polimero de dextrano funcionalizado sobre la superficie de la particula de carbono
amorfo;

(iii) hacer reaccionar el polimero de dextrano funcionalizado con el primer miembro del par de unién complementario
para formar un enlace covalente entre los grupos funcionales en el polimero de dextrano funcionalizado y el primer
miembro del par de unién complementario,

en el que las etapas (ii) y (iii) se puede realizar en cualquier orden, pero siguiendo a la etapa (i).

Preferiblemente, el método comprende ademas hacer reaccionar el polimero de dextrano funcionalizado con una
molécula bifuncional, antes de la reaccién con el primer miembro del par de unién complementario, para formar un
enlazador entre el dextrano funcionalizado y el primer miembro del par de unién complementario. Otras caracteristicas
preferidas de la etiqueta de ensayo descrito en el presente documento se aplican igualmente a este método.

La etiqueta de ensayo de la presente invencion encuentra aplicabilidad general en el campo de los ensayos. Sin
embargo, la etiqueta se utiliza preferentemente en el dispositivo descrito con referencia a WO 2004/090512. En
consecuencia, la presente invencion también proporciona un dispositivo para la realizacion de un ensayo, que
comprende:
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la etiqueta de ensayo como se describe en el presente documento; una fuente de radiacion adaptada para generar
una serie de impulsos de radiacion electromagnética a una longitud de onda tal que la absorcién de la radiacion por la
etiqueta genere energia por desintegracion no radiante;

una camara de muestra que contiene un transductor que tiene un elemento piroeléctrico o piezoeléctrico y electrodos,
los cuales son capaces de transducir la energia generada por la desintegracion no radiante en una sefal eléctrica; y
un detector que es capaz de detectar la sefal eléctrica generada por el transductor.

La figura 1 muestra un dispositivo 1 para su uso de acuerdo con la presente invencion que se basa en la generacion
de calor en una particula 2 (en el presente documento, la particula de carbono de la etiqueta de ensayo), en la
irradiacion de la particula 2 con radiacion electromagnética (la particula se muestra por encima de la superficie del
transductor). En aras de la simplicidad, solo la particula se muestra en la figura 1 (los componentes restantes del
dispositivo se describiran con mas detalle a continuacién). La figura 1 muestra el dispositivo 1 en presencia de una
particula 2. El dispositivo 1 comprende un transductor 3 piroeléctrico o piezoeléctrico que tiene recubrimientos de
electrodos 4.5. El transductor 3 es preferiblemente una pelicula de fluoruro de polivinilideno polarizado o una pelicula
de copolimero de VDF-trifluoroetileno. Los recubrimientos de los electrodos 4.5 son preferiblemente transparentes y
mas preferiblemente formado a partir de 6xido de indio y estafio, aunque seria suficiente cualquier material de
electrodo transparente o semitransparente, por ejemplo, PEDOT (poli (3,4-etilendioxitiofeno)). Los electrodos tienen
preferiblemente un espesor de aproximadamente 35 nm, aunque casi cualquier espesor es posible desde un limite
inferior de 1 nm por debajo del cual la conductividad eléctrica es demasiado bajo y un limite superior de 100 nm por
encima del cual la transmisién optica es demasiado baja (no deberia ser inferior a 80%T). En un modo de realizacion
particularmente preferido, el transductor es una pelicula recubierta de 6xido de fluoruro de polivinilideno de indio y
estafio. Una capa adicional se puede aplicar al transductor 3, tal como una capa de polimero de parileno, para la
adsorcion pasiva de los reactivos en el sensor. Una realizacion preferida es que la capa de parileno se aplique, a
continuacion, sobre una capa de estreptavidina polimerizada.

La particula 2 se muestra proxima al transductor 3. Una caracteristica inherente de las particulas de carbén utilizadas
en la presente invencion es que la particula 2 genera calor cuando se irradia por una fuente 6 de radiacion
electromagnética (tipicamente denomina "luz"), preferentemente la luz visible. La fuente de luz puede ser, por ejemplo,
un LED. La fuente 6 de luz ilumina la particula 2 con luz de longitud de onda apropiada. Aunque no se desea estar
limitado por la teoria, se cree que la particula 2 absorbe la luz para generar un estado excitado, que luego se somete
a la descomposicion no radiante, generando de esta manera la energia, indicada por las lineas curvadas en la figura
1. Esta energia es principalmente en forma de calor (es decir, movimiento térmico en el medio ambiente), aunque
también se pueden generar otras formas de energia, principalmente una onda de choque. La energia es, sin embargo,
detectada por el transductor y convertida en una sefal eléctrica. El dispositivo esta calibrado para la particula particular
que esta siendo medida y, por tanto, la forma precisa de la energia generada por la desintegracion no radiante no
tiene que ser determinada. A menos que se especifique lo contrario, el término "calor" se usa aqui para significar la
energia generada por la desintegracion no radiante. La fuente 6 de luz se coloca de modo que ilumine a la particula
2. Preferiblemente, la fuente 6 de luz esta colocada opuesta al transductor 3 y a los electrodos 4.5 y la particula 2 se
ilumina a través del transductor 3 y de los electrodos 4.5. La fuente de luz puede ser una fuente de luz interna dentro
del transductor en el que la fuente de luz es un sistema de ondas guiadas. La guia de onda puede ser el propio
transductor o la guia de onda puede ser una capa adicional unida al transductor. La longitud de onda de la iluminacion
depende de la naturaleza precisa de la particula utilizada.

La energia generada por la particula 2 es detectada por el transductor 3 y se convierte en una sefial eléctrica. La sefal
eléctrica es detectada por un detector 7. La fuente 6 de luz y el detector 7 estan ambos bajo el control del controlador
8. La fuente 6 de luz genera una serie de pulsos de luz que se denominan "luz entrecortada". En principio, un tnico
destello de luz, es decir, un pulso de radiacion electromagnética, seria suficiente para generar una sefial del
transductor 3. Sin embargo, con el fin de obtener una sefial reproducible, una pluralidad de destellos de luz se utilizan
lo cual requiere en la practica luz entrecortada. La frecuencia a la que se aplican los pulsos de radiacion
electromagnética puede ser variada. En el limite inferior, el retardo de tiempo entre los impulsos debe ser suficiente
para el retardo de tiempo entre cada pulso y la generacion de una sefal eléctrica que se determine. En el limite
superior, €l retardo de tiempo entre cada pulso no debe ser tan grande como para qué el periodo necesario para
registrar los datos llegué a extenderse de forma irrazonable. Preferiblemente, la frecuencia de los impulsos es de entre
1-50 Hz, mas preferiblemente de entre 1-10 Hz y mas preferiblemente de 2 Hz. Esto corresponde a un retardo de
tiempo entre pulsos de 20-1.000 ms, 100-1.000 ms y 500 ms, respectivamente. Ademas, la denominada relacion
"marca-espacio”, es decir, la relacion desde la sefial de encendido hasta la sefial de apagado es preferiblemente uno,
aunque oftras relaciones se pueden usar sin efecto perjudicial. Hay algunas ventajas al usar un pulso de encendido
mas corto con una sefial de apagado mas larga, con el fin de permitir que el sistema se aproxime al equilibrio térmico
antes de que el siguiente impulso perturbe el sistema. Las fuentes de radiacion electromagnética que producen luz
entrecortada con diferentes frecuencias de corte o distintas relaciones marca-espacio son conocidas en el estado de
la técnica. El detector 7 determina el retardo de tiempo entre cada pulso de luz de la fuente 6 de luz y la sefial eléctrica
correspondiente detectada por el detector 7 desde el transductor 3. Este retardo de tiempo es una funcion de la
distancia, d. Cuando las particulas se unen directamente a la superficie, la sefial mide preferiblemente entre 2-7 ms.
Para la medicidon de particulas a través de la profundidad de la camara, se usan retrasos de tiempo mas largos, por
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ejemplo, entre 10-50 ms. El sistema también se puede configurar para medir el pico maximo en la sefial, cuyos retardos
de tiempo pueden cambiar a lo largo del proceso de medicion.

Se puede utilizar cualquier método para determinar el retardo de tiempo entre cada pulso de luz y la sefial eléctrica
correspondiente que proporcione resultados reproducibles.

Hay que sefalar que la particula 2 puede estar separada de la superficie del transductor y que una sefial se puede
detectar todavia. Ademas, no sélo la sefial es detectable a través de un medio de intervencién, sino que se pueden
distinguir diferentes distancias, d, (esto se ha denominado "establecimiento de perfiles en profundidad") y la intensidad
de la sefal recibida es proporcional a la concentracion de la particula 2 a la distancia particular, d, de la superficie del
transductor 3. Por otra parte, se constatd que la naturaleza del medio en si mismo influye en el retardo de tiempo y en
la magnitud de la sefal para un retardo de tiempo dado.

El propdsito de la particula es la de absorber la radiacion electromagnética generada por la fuente de radiacién para
generar energia por desintegracion no radiante. La desintegracién radiante se convierte entonces en una sefial
eléctrica por el transductor. La longitud de onda de la radiacion electromagnética es tal que la absorcién de la radiacion
por las particulas genera energia por desintegracion no radiante. La longitud de onda de la radiacién es preferiblemente
entre 300-1.000 nm.

Los globulos rojos estan presentes en una muestra de sangre, es decir, sangre entera (no separada). Estas células
tienden a sedimentarse con el tiempo en un sistema estatico, tal como un tubo de ensayo o un recipiente, ya que son
mas densas que el plasma circundante en la que se dispersan. El sistema descrito en el documento WO 2004/090512
se establece normalmente para minimizar la sefial de los glébulos rojos, mediante el uso de una longitud de onda de
luz a la que se reduce al minimo la sefial de los glébulos rojos (alrededor de 690 nm), y también mediante la medicion
de la sefial unos pocos milisegundos después del pulso de luz, limitando de este modo la salida al calor generado en
estrecha proximidad al transductor.

La muestra sera tipicamente del orden de microlitros (por ejemplo, 1 a 100 uL, preferiblemente 1 a 30 yL). Con el fin
de mantener una muestra de fluido, el transductor esta situado preferiblemente en una camara, la camara tiene una o
mas paredes laterales, una superficie superior y una superficie inferior. En consecuencia, el transductor esta situado
preferiblemente dentro de una camara para mantener la muestra en contacto con el transductor. Preferiblemente, el
transductor esté integrado con la camara, es decir, que forma una de las paredes laterales, o de las superficies superior
o inferior que definen la camara. En un modo de realizacion preferido, la camara tiene una superficie superior y una
superficie inferior y el transductor forma parte de la superficie superior. La muestra puede simplemente ser retenida
mediante fuerzas de tension superficial, por ejemplo, dentro de un canal capilar. La profundidad de la camara es
tipicamente de entre 50 um a 1 cm, preferiblemente de entre 150 - 250 um.

El dispositivo de la presente invenciéon puede contener una pluralidad de camaras, preferiblemente en comunicacion
fluida. El dispositivo, preferiblemente, contiene ademas un pasaje de recogida de muestra alargado que tiene un
extremo de recogida de muestras que esta en contacto con el exterior del dispositivo y un extremo de suministro de
muestras que esta en comunicacion fluida con la camara(s) de la muestra, como se muestra en el nucleo 21 en la
figura 2. Véase el documento WO 2011/027147 para mas detalles.

En un modo de realizacion preferido, el dispositivo comprende ademas un pasaje de recogida de muestra alargado
que tiene extremos abiertos y dispuestos para circular el fluido dentro del pasaje por accién capilar, en el que el pasaje
tiene un extremo de recogida y un extremo de suministro y el extremo de suministro esta en comunicacion fluida con
la camara de muestra. El pasaje puede ser proporcionado a lo largo de una primera parte de su longitud con una
region recubierta con un anticoagulante. Esta disposicion permite que la muestra en contacto con el anticoagulante
prevenga la coagulacion en el pasaje de recogida.

El dispositivo puede tomar la forma de un lector independiente y un cartucho, o un dispositivo integrado. En el primero,
el dispositivo esta formado por un lector y un cartucho, en el que el cartucho es acoplable de forma desmontable con
el lector, y en el que el lector incorpora a la fuente de radiacion y al detector, y el cartucho incorpora al transductor y a
la camara. El lector es, preferiblemente, un lector portatil. El cartucho es, preferiblemente, un cartucho desechable.

La presente invencion se describira a continuacion con referencia a los siguientes ejemplos que no pretenden ser
limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Sensor de pelicula de PVDF

Una pelicula piezo/piroeléctrica polarizada de fluoruro de polivinilideno (PVDF) bimorfo, recubierta de 6xido de indio y
estafio fue utilizada como el dispositivo de deteccién en los siguientes ejemplos. La superficie de 6xido de indio y
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estafio se recubrid con una capa de parileno (espesor aproximado de 1 micra) por un proceso de deposicion en fase
de vapor de gas. Este método implicaba la sublimacién y la subsiguiente pirélisis de un precursor paraciclofano,
seguido por una polimerizacion de radicales libres en la superficie. Véase el documento WO 2009/141637 para mas
detalles. A continuacion, la pelicula resultante se recubrié de una solucion de poliestreptavidina (200 ug/mL en PBS
(regulador de fosfato salino) - 10 mmol/L de regulador de fosfato conteniendo 2.7 mmol/L de KCI, 137 mmol/L de NaCl
y Tween 0,05%) por incubacion a temperatura ambiente durante la noche. La poliestreptavidina se prepard como se
describe por Tischer y otros (US 5,061,640). La poliestreptavidina proporciona un sensor de union universal al que se
pueden unir otras moléculas a través de la reaccion de biotina-estreptavidina de alta afinidad.

Ejemplo 2
Preparacioén del cartucho

Como se muestra en la figura 2, un cartucho 14 se fabrica para llevar a cabo la medicion. El cartucho 14 se fabrica de
una pelicula 15 piezo/piroeléctrica soportada sobre un rigidizador 16. Se aplicd a la superficie una pelicula 17 de
poliéster recubierta de adhesivo, sensible a la presion, troquelada para formar tres camaras 18 de muestras. Se
hicieron disposiciones para permitir conexiones eléctricas a las superficies superior e inferior de la pelicula 15
piezo/piroeléctrica con el fin de detectar la carga generada. El cartucho 14 a continuacion, se formé intercalando los
componentes anteriores entre una cubierta 19 superior, a la que se aplicé una etiqueta 20, y un ndcleo 21, sello 22 y
cubierta inferior 23.

Las medidas se llevaron a cabo mediante la carga de las camaras de muestra con la muestra. La pelicula 15
piezo/piroeléctrica se irradio a través de los agujeros, en la cubierta 19 superior, con luz LED entrecortada de forma
secuencial con LEDs. Para cada pulso LED, se midié un voltaje a través de la pelicula 15 piezo/piroeléctrica utilizando
un amplificador y convertidor analégico a digital (ADC). La sefial ADC con resolucién temporal se represento
graficamente en el tiempo.

Ejemplos 3-13

En los ejemplos que siguen, se llevaron a cabo ensayos utilizando controles positivos y negativos para mejorar la
exactitud y la precision de la medicion. De los dos controles, uno define la tasa de unién maxima esperada bajo control
de difusion y otro define la sefial minima esperada en ausencia de sefial (normalmente ligeramente negativo debido a
la sedimentacion de particulas). La salida de sefial se define de forma ratiométrica por estos dos controles.

Ejemplo 3

Preparacion de un coloide de carbono anti-cTnl (troponina anti-cardiaca |) por adsorcién pasiva (conjugado de carbono

1)

400 pg de troponina | anti-cardiaca de un clon de anticuerpo monoclonal de raton 560 (Hytest, Finlandia) se preparé
en 2 mL de regulador de fosfato de potasio 10 mM, pH 7,2. A esto se afiadio 1 mL de un 0,2% p/v de suspension en
agua de particulas de carbono SB4 (Degussa). La mezcla se dej6 en agitacion a R/T durante 2 h, después se diluyd
mediante la adicion de 6 ml de regulador de fosfato de potasio de 10 mM que contenia 4.5% de sacarosa, 0.15% de
BSA (albumina de suero bovino) y 0,075% 20K PEG (regulador de lavado y almacenamiento). Esta solucion fue
después purificada mediante tres ciclos de centrifugacion, granulacion, lavado, sonicacion y re-suspension en el
regulador de almacenamiento. Finalmente, se afiadieron 4.5 uL de conservante Proclin 950 y la solucion se almaceno
a4°C.

Ejemplo 4

Preparacion de un coloide de carbono dextrano anti-cTnl por reaccién primaria con un reactivo de dextrano seguido
de la unién covalente de anticuerpo anti cTnl (conjugado de carbono 2)

Se disolvieron 10 KDa aminodextrano (Invitrogen) en 5 mg/mL en un regulador de fosfato 0,1 M, pH 7.5y 11.6 mL de
esta solucién se incubaron durante 60 minutos a 20°C con 3.300 yL de una solucion 30 mg/mL (en DMSO
(dimetilsulfoxido)) de N-hidroxisuccinimida-PEG12-maleimida (Thermo Fisher), equivalente a un exceso molar 20:1,
sobre aminodextrano. Después de 60 minutos la reaccion se interrumpié con glicina (86.73 mg) y después se purificd
en una columna de Sephadex G50, eluyendo con un regulador de fosfato 0.1 M, pH 7.5. El pico del producto se analizé
con el ensayo de acido sulfdrico fenol para determinar una concentracion de 1.776 mg/mL. La maleimida
aminodextrano se almacend a -80°C hasta su utilizacion.

Se sonicaron 100 mg de particulas de carbono SB4 (Degussa) en agua (50 mL) durante 0.5 h. A partir de la suspension
resultante 1.667 mL de coloide de carbono se mezclé con una solucidon de aminodextrano-maleimida (2.252 mL) y un
regulador de fosfato 0.1 M, pH 7.5 (8.859 mL). La mezcla se sometid a ultrasonidos durante 30 s luego mezclada con
rodillo durante 90 minutos. La mezcla entonces se centrifugd y se granuldé durante 15 minutos y se descarto el
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sobrenadante. La mezcla se resolubilizé por sonicacién en regulador de fosfato 0.01 M, pH 7.2 (10 mL) durante 30 s
y la suspension se centrifugd de nuevo. Se llevaron a cabo un total de tres ciclos de lavado.

En paralelo, 11.66 mg de anticuerpo anti-troponina, clon 560 (HyTest) se desalaron en regulador fosfato usando una
sola columna desechable PD-10 Sephadex G25M y luego se activaron con 5 equivalentes de N-succinimidil-S-acetil-
tioacetato (SATA) (Thermo-Fisher) (90 uL de una solucion de 1 mg/mL en DMSQO) a 20°C durante 1 h, después se
desprotegieron usando regulador de hidroxilamina (315 yL) durante 15 min. El anticuerpo tiolado se purificé sobre 2
columnas desechables PD-10 Sephadex G25M en un regulador de fosfato 0.1 M, pH 7.5, dando una solucion que
contiene 1.76 mg/mL de anticuerpo. El nivel de incorporacion de tiol se midié como 1.9 tioles por anticuerpo usando
el ensayo de Ellman.

Después del ciclo de lavado final del carbono aplicado sobre maleimida aminodextrano, se descarté el sobrenadante
y se afadi6 el anticuerpo tiolado (10 mg, 5.682 mL) junto con 4.318 mL de un regulador de fosfato 0.1 M, pH 7.5. La
mezcla se resolubilizé por sonicacion durante 30 s después la reacciéon se mezcld mediante rodillo durante 1 h 45
minutos antes de ser inhibida con 2-mercaptoetanol (200 pL, 1 mg/mL en agua) durante 15 minutos, después se inhibio
con PEG12-maleimida (Thermo Fisher) (180 uyL, 10 mg/mL) durante otros 15 minutos. Después, la mezcla se
centrifugd como antes y se sometié a un periodo de tres ciclos de lavado antes de una resolubilizacion final en un
regulador de fosfato 0.01 M, PH 7, 2 + 0,1% de BSA + 3% de sacarosa + 0,05% de PEG 20K (375 uL) con 60 s de
sonicacion.

De manera similar, un conjugado de carbono se prepar6é exactamente en las mismas condiciones que el anterior,
excepto que el anticuerpo no se activd con SATA. Todos los pasos de preparacion y de lavado se llevaron a cabo de
una manera similar.

Ejemplo 5
Comparacion de las capacidades de unién de dos coloides de carbono anti-cTnl diferentes

Los conjugados de carbono anti-cTnl de los ejemplos 3 y 4 se diluyeron en soluciones de troponina cardiaca | en
solucion salina tamponada de fosfato mas 0,5% de albumina de suero bovino. La concentracion final de la troponina
fue de 50 ng/mL y la concentracion final de solidos de carbono varié de 0,000039% p/v a 0,0035% p/v. Se realizé
también un control sin conjugado de carbono afiadido. El volumen total de la reaccion fue de 500 pL. La concentracion
de sdlidos de carbono fue comprobada mediante la medicion de la densidad 6ptica de la soluciéon a 450 nm y
comparando frente a una curva estandar preparada con la suspensién SB4 de carbono en agua. Después de la
incubacion durante 30 minutos, los sdlidos de carbono se retiraron de cada mezcla de reaccion por centrifugacion.
Después se diluyeron 50 pL de cada mezcla en 450 pL de suero libre de troponina y la concentracion de troponina no
unida en cada muestra se midié en un analizador de inmunoensayo Abbott Architect Clinical. La cantidad de troponina
unida en cada concentracion de solidos de carbono se calculé por sustracciéon, entonces esto se representd
graficamente y el conjugado de carbono total requerido para unir al 50% de la troponina para cada uno de los dos
conjugados se interpolo a partir de los datos (mostrados en la figura 3).

La concentracion de troponina unida se rige por la ecuacion de equilibrio:

_ [Abx Ag]

“ = TAb][Ag]

donde [Ab*Ag] es la concentracion de complejo de troponina-anticuerpo, [Ag] es la concentracion de troponina libre y
[Ab] es igual a la concentracion de anticuerpo en la mezcla de reaccion con sitios de union disponibles. En un 50% de
union, la concentracion de troponina libre y complexada es igual, por lo que la ecuacién para el equilibrio (la ley de
accion de masas) simplifica de K, = 1/[Ab]. Dado que el mismo anticuerpo se utiliza para cada conjugado, el porcentaje
de solidos de carbono necesario para lograr un 50% de unién, proporciona una medida directa de la cantidad relativa
de anticuerpo activo para los dos conjugados. Se puede observar que alrededor de cinco veces mas de conjugado
adsorbido de forma pasiva (0.00025% de sdlidos) se requiere para unir al 50% de la troponina en comparacioén con el
conjugado de dextrano (0,00005% de sélidos), lo cual indica que hay alrededor de cinco veces mas de anticuerpo
activo en el conjugado de dextrano.

Ejemplo 6
Inmunoensayo de cTnl utilizando coloide de carbono recubierto de forma pasiva con anticuerpo

Se realiz6 un inmunoensayo para la troponina | utilizando el conjugado de carbono preparado en el Ejemplo 3. El
ensayo se llevd a cabo utilizando el sistema detector piroeléctrico descrito en el documento WO 2004/090512,
utilizando controles, tal y como se describié anteriormente en este documento. En resumen, tres areas separadas de
un sensor PVDF se aplicaron en tres anticuerpos diferentes, el primero un anticuerpo de control negativo no especifico,
el segundo un anticuerpo monoclonal dirigido contra la troponina (clon Hytest 19C7) y el tercero un anticuerpo anti-
ratén de cabra policlonal. Los anticuerpos habian sido previamente biotinilados, y fueron aplicados sobre una superficie
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de estreptavidina polimerizada universal que previamente habia sido aplicada sobre el sensor de PVDF. El sensor fue
encerrado en un dispositivo fluidico fabricado a partir de una pieza moldeada por inyeccion y una serie de adhesivos
sensibles a la presidon troquelados, como se muestra en la figura 2, que genera tres camaras separadas,
interconectadas por tres mediciones separadas. Se prepararon muestras de plasma humano, mezclado con el
conjugado de carbono 1 y el regulador (35 mM HEPES, 42 mM EGTA, 280 mM NaCl, 1.22% Tween), ya sea con
niveles de troponina indetectables, o sobrecargados con complejo ITC de troponina humana de alrededor de 1 ng/mL.
El conjugado de carbono se diluyd 1:12, para dar una concentracion final de carbono de aproximadamente 0,004%
p/v. Las tres areas de la superficie del sensor fueron expuestas a la mezcla de reaccidon y se iluminaron
secuencialmente mediante LEDs de alta potencia (690 nm). La sefial piroeléctrica generada en cada area se amplificd
y se controlo a lo largo de 10 minutos. A continuacion, se calcul6 la tasa de cambio de la sefial en cada camara durante
los 10 minutos, y se calcul6 la tasa de union de particulas de carbono para el anticuerpo anti-troponina en el area 2
en relacion a las otras dos areas. Por tanto, la sefal cinética en la camara 3 se definié como 1.00, la sefial de cinética
en la camara 1 se definié como 0.00, y el resultado del ensayo es donde la sefial cinética en la camara 2 se encuentra
entre las otras 2 camaras. Si hay suficientes anticuerpos en las particulas de carbén, entonces todas las particulas se
uniran a la superficie anti-ratén de cabra en la camara 3, y la tasa de unién se regira exclusivamente por cinética de
difusién. Se llevaron a cabo diez repeticiones en cada concentracion, para generar una sefial media y una desviacion
estandar en la medicion.

Los datos se muestran en la figura 4, con barras de error SD 1. La sefial en presencia de 1 ng/mL de troponina | era
aproximadamente de 0.11, es decir, la unién se llevé a cabo en el 11% de la tasa de difusiéon maxima. La magnitud de
la sefial y la imprecisién observadas dieron una sensibilidad analitica de alrededor de 120 pg/mL.

Ejemplo 7
Inmunoensayo para cTnl utilizando coloide de carbono recubierto activamente con anticuerpo

Un inmunoensayo para troponina se llevé a cabo utilizando el conjugado de carbono preparado en el ejemplo 4. La
Unica diferencia entre este experimento y el que se describe en el ejemplo 6 fue que el conjugado de carbono era
diferente, todas las demas condiciones de ensayo fueron idénticas. En este caso, la sefial observada (ver la figura 4)
fue casi cuatro veces mayor, pero la imprecision en el nivel cero-analito se mantuvo relativamente sin cambios. Esta
mejora en la relacion sefial-ruido redujo la sensibilidad analitica a 35 pg/mL. Se observé que las sefiales en las
camaras 1y 3 fueron similares en ambos ejemplos 6 y 7, el principal cambio fue en la camara 2. Se concluy6 que el
nivel mas alto de anticuerpo activo en el conjugado 2 llevé a mas de troponina a estar unida a la particula, y por lo
tanto, hubo un aumento en la velocidad de unién de las particulas a la superficie del sensor en la camara 2. Un
experimento de control también se llevo a cabo utilizando el conjugado del ejemplo 4 que se habia preparado sin
activacion SATA del anticuerpo. Esto no dio ninguna sefial distinguible en las camaras 2 o 3, lo que indica que el
anticuerpo no se une al dextrano maleimido a menos que el anticuerpo tenga grupos tiol libres disponibles para formar
un enlace covalente.

Ejemplo 8
Preparacion de co-conjugado de albumina de suero bovino con fluoresceina y digoxigenina

La albumina de suero bovino (BSA, Sigma) se disolvié a 15 mg/mL en solucién de hidrégeno carbonato de sodio 0.1
M, y 2.267 mL (34 mg de BSA) de esta solucion se incubaron durante 60 minutos a 20°C con 251 mL de una solucion
de 20 mg/mL (en DMSOQO) de éster de N-hidroxisuccinimida digoxigenina (Roche). Después de 60 minutos, 518 ul (7
mg) de esta solucidon se retiraron y se afiadieron 61 pl de una solucion 15 mg/mL (en DMSO) de éster de N-
hidroxisuccinimida de fluoresceina (Perbio) a esta parte alicuota. Esta solucién se incubd durante 60 min a 20°C. Las
relaciones molares calculadas de digoxigenina: BSA y fluoresceina: BSA fueron 20:1 y 15:1, respectivamente.

El producto BSA-digoxigenina-fluoresceina en bruto se purificd en un regulador PBS, pH 7.1 que contenia azida sédica
al 0.1% en una sola columna de PD-10 Sephadex G25M (GE), produciendo 1.6 mL de una soluciéon que contiene
aproximadamente 4.30 mg/mL de BSA , que se filtré a 0.2 pm (filtro Minisart, Sartorius).

Ejemplo 9

Preparacion de co-conjugado de amino dextrano con fluoresceina y digoxigenina

Se disolvieron 70 KDa aminodextrano (Invitrogen) en 5.0 mg/mL en solucién de hidrogeno carbonato de sodio 0.1 M,
y 1.0 mL (5 mg aminodextrano) de esta solucion se incub6 durante 60 minutos a 20°C de forma simultanea con 19 uL
de una solucién 5.0 mg/mL (en DMSO) de éster de digoxigenina N-hidroxisuccinimida (Roche) y 14 uL de una solucién
de 5.0 mg/mL (en DMSO) de éster de fluoresceina N-hidroxisuccinimida (Perbio), estando ambos reactivos en un
exceso molar 2:1 sobre aminodextrano.

El producto de aminodextrano-digoxigenina-fluoresceina en bruto se purificé en un regulador PBS, pH 7.1 que contenia
azida sodica al 0.1% en una sola columna de PD-10 Sephadex G25M (GE), produciendo 2.7 mL de una solucion que
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contenia aproximadamente 1.67 mg/mL de aminodextrano . Se afiadié Proclin 950 (27 pl) y la solucién se filiré a 0.2
micras (filtro Minisart, Sartorius).

Ejemplo 10
Preparacion de co-conjugado de carbono, albumina de suero bovino con digoxigenina/fluoresceina

El conjugado de albumina de suero bovino a partir del Ejemplo 8 se diluyé a 150 pug/mL en regulador de fosfato 10
mM, después se afadio 1 mL de esta solucién a 0.5 mL de una solucién 0.2% de SB4 de carbono en agua desionizada.
Después de 2 h, se afadié 3 mL del regulador de lavado/almacenamiento del Ejemplo 3, a continuacion, la mezcla se
centrifugd, se granuld, se lavo y se suspendié (en el mismo regulador), y finalmente se re- constituyé en 2.5 mL del
regulador de almacenamiento y se mantuvo a 4°C.

Ejemplo 11
Preparacion de digoxigenina dextrano de carbono / fluoresceina co-conjugado

El conjugado de dextrano del Ejemplo 9 se diluyé a 25 pyg/mL en regulador de fosfato 10 mM, después se afiadio 1
mL de esta solucion a 0.5 mL de una solucién 0.2% de SB4 de carbono en agua desionizada. Después de 2 h, se
afadié 3 mL del regulador de lavado/almacenamiento del Ejemplo 3, a continuacién, la mezcla se centrifugd, se
granulo, se lavo y se suspendié (en el mismo regulador), y finalmente se re-constituyd en 2.5 mL del regulador de
almacenamiento y se mantuvo a 4°C.

Ejemplo 12
Rendimiento del ensayo y la estabilidad del carbono BSA con digoxigenina/fluoresceina

Un ensayo competitivo para la digoxina se llevo a cabo utilizando el conjugado de carbono preparado en el Ejemplo
10. El ensayo se llevé a cabo utilizando el sistema detector piroeléctrico que se describe en el documento WO
2004/090512, utilizando controles, tal como se describe mas arriba. En resumen, tres areas separadas de un sensor
PVDF se aplicaron en tres anticuerpos diferentes, el primero un anticuerpo de control negativo no especificado, el
segundo un anticuerpo monoclonal dirigido contra la digoxina (Jackson Immunoresearch clon HY-A.1) y el tercero un
anticuerpo monoclonal anti-FITC. Los anticuerpos habian sido previamente biotinilados, y se aplicaron sobre una
superficie de estreptavidina polimerizada universal que previamente habia sido aplicada sobre el sensor de PVDF. El
sensor fue encerrado en un dispositivo fluidico fabricado a partir de una pieza moldeada por inyeccién y una serie de
adhesivos sensibles a la presion, troquelados, como se muestra en la figura 2, el cual generd tres camaras separadas,
interconectadas para tres mediciones separadas. Se prepararon muestras de plasma humano, mezclado con el
conjugado de carbono 8 y el regulador (Tris 66 mM, 14 mM MgCl. y 0.05% de Tween 20), bien con niveles de digoxina
indetectables, o sobrecargadas con digoxina purificada a alrededor de 5 ng/mL. El conjugado de carbono se diluyd
1:14 en la muestra, para dar una concentracion final de carbono de aproximadamente 0,0035% p/v. Las tres areas de
la superficie del sensor fueron expuestas a la mezcla de reaccion y las tres areas fueron iluminadas secuencialmente
mediante LEDs de alta potencia (690 nm). La sefial piroeléctrica generada en cada area se amplificé y se controld a
lo largo de 10 minutos. A continuacion, se calculd la tasa de cambio de la sefial en cada camara durante los 10 minutos,
y se calculd la tasa de unién de particulas de carbono para el anticuerpo anti-digoxina en la camara 2 en relaciéon a
las otras dos camaras. Se llevaron a cabo diez repeticiones en cada concentracion para generar una sefal media y
una desviacion estandar en la medicion. En este ejemplo, se esperaba una sefial alta en la camara 2 en ausencia de
digoxina, ya que el anticuerpo en la superficie reconoce la digoxigenina en la superficie de la particula de carbono. Si
la digoxina esta presente en la muestra, entonces esto perturba la unién en la camara 2 bloqueando los sitios de unién
de anticuerpos en la superficie del sensor. El ensayo se repitié durante varios dias, con la muestra preparandose de
nuevo cada vez, utilizando conjugado de carbono 8, el cual se almacend en formato liquido a 4°C.

Los datos se muestran en la figura 5, con barras de error SD 1. En el dia cero del ensayo se realiza como se espera,
dando una sefial alta en ausencia de la digoxina, y una sefal baja en presencia de digoxina. Sin embargo, puede
verse que el rendimiento del ensayo cambia cuando transcurre el tiempo, con la sefial en ausencia de digoxina
reduciéndose cuando se almacena el conjugado de carbono. La sefial en la camara 1 de estos ensayos (el control de
unién minima) permanece en gran medida sin cambios con el tiempo, es la sefial en las camaras 2 (anti-digoxina) y 3
(anti-FITC), la que esta cambiando, con la sefial cayendo con el transcurso del tiempo en ambas camaras. La figura 6
muestra la tasa de unién en la camara 3 a través del tiempo. La sefial en la camara 3 es independiente de la
concentracion de digoxina, ya que la unién es del grupo de fluoresceina sobre la particula de carbono. La caida de la
sefial podria sugerir que el conjugado BSA-digoxigenina-FITC se esta desorbiendo de la superficie de la particula de
carbono con el tiempo cuando se almacena. Cualquier BSA no unido-digoxigenina-FITC en solucion se completaria
por los sitios de unién en la superficie y descenderia la tasa de unién. Esto fue confirmado por la centrifugacion, el
granulado, el lavado y la re-suspension del conjugado de carbono. Esto condujo a un aumento en la unién en la camara
3, como se muestra en la figura 7.
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Ejemplo 13
Rendimiento del ensayo y la estabilidad del carbono dextrano con digoxigenina/fluoresceina

Un ensayo competitivo para la digoxina se llevé a cabo utilizando el conjugado de carbono preparado en el Ejemplo
11. Las condiciones de reaccion fueron idénticas a las utilizadas en el Ejemplo 12, excepto por el conjugado de
carbono. Los recuentos de ensayo ratiométrico se muestran en la figura 8. Se observa que la sefial de ensayo final
(salida ratiométrica) no muestra ningin cambio durante los 29 dias que el carbono fue almacenado a 4°C. Los valores
de la camara 3 se muestran en la figura 9, lo que confirma que no hubo deterioro en el conjugado durante este periodo.
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Reivindicaciones

1. Una etiqueta de ensayo que comprende una particula de carbono amorfo, un polimero de dextrano funcionalizado
adsorbido de forma pasiva sobre la superficie de la particula de carbono y un primer miembro de un par de unién
complementario unido covalentemente al polimero de dextrano funcionalizado.

2. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en la reivindicacion 1, en la que la particula de carbono tiene un tamafo
de particula de entre 25-250 nm.

3. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en las reivindicaciones 1 o 2, en la que el dextrano funcionalizado tiene
un peso molecular promedio de entre 3-2.000 KDa.

4. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el dextrano
funcionalizado contiene al menos un grupo funcional seleccionado entre un grupo de sulfato, una acetona, un aldehido,
un acido carboxilico, un acido sulfénico, un acido carboxilico/sulfénico activo y un grupo tiol.

5. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en la reivindicacion 4, en la que el dextrano funcionalizado es un
aminodextrano.

6. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el primer
miembro del par de unién complementario es una molécula pequena.

7. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el primer miembro
del par de unién complementario se selecciona entre un anticuerpo, una proteina y un acido nucleico.

8. Una etiqueta de ensayo segun se reivindica en la reivindicacion 7, en la que la etiqueta de ensayo ademas
comprende un enlazador entre el dextrano funcionalizado y el primer miembro del par de unién complementario.

9. Un método para preparar una etiqueta de ensayo que comprende las siguientes etapas:

(i) proporcionar una particula de carbono amorfo, un polimero de dextrano funcionalizado y un primer miembro del par
de uniéon complementario;

(ii) adsorber de forma pasiva el polimero de dextrano funcionalizado sobre la superficie de la particula de carbono
amorfo;

(iii) hacer reaccionar el polimero de dextrano funcionalizado con el primer miembro del par de unién complementario
para formar una unién covalente entre los grupos funcionales en el polimero de dextrano funcionalizado y el primer
miembro del par de unién complementario,

en donde las etapas (ii) y (iii) se pueden realizar en cualquier orden, pero siguiendo a la etapa (i).

10. El método segun se reivindican la reivindicacion 9, que ademas comprende hacer reaccionar el polimero de
dextrano funcionalizado con una molécula bifuncional antes de la reaccion con el primer miembro del par de unién
complementario, para formar un enlazador entre el dextrano funcionalizado y el primer miembro del par de unién
complementario.

11. Un dispositivo para realizar un ensayo que comprende:

una etiqueta de ensayo como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8;

una fuente de radiacion adaptada para generar una serie de impulsos de radiacion electromagnética a una longitud
de onda tal que la absorcion de la radiacion por la etiqueta genere energia por desintegracion no radiante;

una camara de muestra que contiene un transductor que tiene un elemento piroeléctrico o piezoeléctrico y electrodos,
el cual es capaz de transducir la energia generada por la desintegracién no radiante en una sefal eléctrica; y

un detector que es capaz de detectar la sefial eléctrica generada por el transductor.

12. Un dispositivo segun se reivindica en la reivindicacion 11, en el que la camara tiene una superficie superior y una
superficie inferior y el transductor forma la superficie superior.

13. Un dispositivo segun se reivindica en las reivindicaciones 11 o 12, en el que el dispositivo esta formado por un

lector y por un cartucho, en el cual el cartucho es acoplable de forma desmontable con el lector, y en el cual el lector
incorpora a la fuente de radiacion y al detector, y el cartucho incorpora a la etiqueta, al transductor y a la camara.
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