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DESCRIPCION
Método para detectar analito
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para detectar un analito y, mas particularmente, a un método para
detectar un analito usando principalmente una muestra biolégica como espécimen y detectando una cantidad traza
de un analito con alta sensibilidad.

Antecedentes de la técnica

En inmunoensayos generales, un analito (antigeno) se une a un primer ligando inmovilizado (anticuerpo sdlido), ese
analito se une a un segundo ligando marcado (anticuerpo marcado), se forma un sistema de tipo sandwich de primer
ligando-analito-segundo ligando, y en un punto de tiempo cuando se ha logrado hasta cierto punto la union del
primer ligando, el analito y el segundo ligando, el analito se detecta midiendo el segundo ligando marcado.

Como uno de tales dispositivos de inmunoensayo, puede mencionarse un dispositivo SPFS que permite realizar la
deteccion de un analito con alta precision basado en el principio de espectroscopia de fluorescencia mejorada de
campo de plasmones superficiales (SPFS), al que se aplica un fendmeno de resonancia de plasmones superficiales.

La espectroscopia de fluorescencia mejorada por campo de plasmoén superficial es un método para detectar un
analito en una cantidad infinitesimal a una concentracién ultrabaja, mediante la generacién de luz de plasmoén
superficial (ondas de compresion) en una superficie de pelicula delgada de metal en las condiciones en las que una
luz de excitacion, tal como luz laser irradiada desde una fuente de luz sufre una reflectancia total atenuada (ATR) en
la superficie de la pelicula delgada de metal, aumentando asi la cantidad de fotones transportados por la luz de
excitacion irradiada desde una fuente de luz hasta el intervalo de desde varias docenas hasta varios cientos de
veces, obteniendo asi una efecto de mejora del campo eléctrico de la luz de plasmon superficial, excitando asi de
manera eficiente una sustancia fluorescente unida a un analito capturado en la vecindad de la superficie de la
pelicula delgada de metal a través de este efecto de mejora del campo eléctrico, y observando esta fluorescencia.

Un inmunoensayo tal como SPFS es un método altamente sensible para detectar un analito; sin embargo, en un
caso en el que la fuerza de unién (afinidad) entre el analito (antigeno) y el segundo ligando (anticuerpo marcado) es
débil, ya que el segundo ligando no puede unirse con precision al analito, la precisién de deteccién del analito no es
alta.

El documento de patente 1 describe, como un método para mejorar la precision de deteccion de un analito, un
meétodo para mejorar la precisién de deteccién de un analito mediante la incorporacion de carboximetil dextrano en
una disolucion diluida de una muestra, capturando asi los contaminantes incluidos en la muestra con carboximetil
dextrano y, por tanto, suprimiendo un aumento en el blanco provocado por los contaminantes.

Sin embargo, en este método, puede esperarse una mejora en la precision de deteccién lograda al bajar el blanco;
sin embargo, en un caso en el que la fuerza de union entre el analito y el segundo ligando es débil, dado que la
sensibilidad de deteccidon del analito no es alta per se, existen limitaciones para mejorar la precision de deteccion del
analito.

Un folleto de Reichert Technologies (https://www.reichertspr.com/blog/2014/02/04/reducing-non-specific-binding),
titulado “Reducing Non-Specific Binding” y publicado el 4 de febrero de 2014, divulga (entre otros) la adicién de 1
mg/ml de carboximetil dextrano (CMD) al tampdn de ejecucion cuando se usa un chip CMD.

El documento WO 94/10573 divulga un método para evitar la uniéon no deseada en ensayos del tipo que comprende
poner en contacto la muestra que contiene el analito que va a detectarse con una superficie de fase solida que
soporta un ligando capaz de unir el analito. EI método en dicho documento se caracteriza por afiadir a la muestra
uno o mas componentes del material que forma la superficie de fase sdlida que soporta el ligando, cuyos
componentes estan en forma al menos parcialmente solubles y son capaces de interactuar con los constituyentes
del medio de la muestra.

El documento WO 92/21769 divulga un método de ensayo para determinar la presencia o cantidad de un analito en
una muestra de prueba, que comprende las etapas de:

a) proporcionar

(i) un reactivo de captura, que comprende un primer elemento de unién conjugado con un anion
polimérico,

(i) un reactivo indicador, que comprende un segundo elemento de unién y un marcador
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detectable,

(iii) un blogqueante de union no especifica que comprende un material de anién polimérico no
unido, y

(iv) un material en fase sdélida que contiene un sitio de reaccion que comprende un cation
polimérico,

en el que dicho bloqueante de union no especifica inhibe la unién no especifica de los reactivos a dicha fase solida.

El documento WO 2013/042603 divulga disoluciones liquidas que contienen CMD para su uso como diluyente de
muestra en inmunoensayos de tipo sandwich heterogéneos para troponina cardiaca basados en espectroscopia de
fluorescencia mejorada de campo de plasmon superficial (SPFS). En particular, la figura 3 muestra un ejemplo en el
que el analito diana se captura en un soporte solido recubierto con CMD que tiene restos de ligando adecuados
unidos al mismo y luego el analito capturado se detecta mediante el uso de un ligando secundario marcado segun
un ensayo de tipo sandwich (véase el ejemplo 1). Luego, la superficie del chip se lava para retirar los compuestos no
unidos y se pone en contacto con una disolucion que contiene un anticuerpo secundario marcado. El documento
también menciona la presencia de una SAM recubriendo la superficie de oro y subyacente a la capa de polimero
hidréfilo y el uso de tampones Tris, Hepes o fosfato salinos como diluyentes.

El documento EP 2 940 473 divulga un método para medir la cantidad de un compuesto diana que comprende una
cadena de azucar en una muestra bioldgica mediante un método de inmunoensayo de tipo sandwich que usa una
lectina marcada, comprendiendo dicho método afiadir un compuesto de cadena de azicar que compite con las
impurezas contenidas en dicha muestra biolégica para la unién a dicha lectina marcada.

Los documentos WO 2014/097877 y WO 2017/057136 divulgan, cada uno, un inmunoensayo basado en SPFS para
detectar troponina cardiaca.

Lista de referencias

Bibliografia de patentes

Documento de patente 1: WO 2013/042603

Sumario de la invencion

Problema técnico

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un método para detectar un analito, en el que en un
inmunoensayo o similar, incluso en el caso en el que la fuerza de unién entre un analito como objeto de medicion y
un ligando marcado es débil, la sensibilidad de deteccidn del analito es alta.

Solucién al problema

El método para detectar un analito segin la presente invencion, mediante el cual se logra el objeto descrito
anteriormente, incluye:

una primera etapa de suministrar una muestra a un dispositivo de deteccion que tiene un primer ligando, estando el
primer ligando inmovilizado sobre un sustrato y capaz de unirse especificamente al analito, suministrandose la
muestra sobre el sustrato del dispositivo de deteccion, y luego hacer que el analito incluido en la muestra se una al
primer ligando;

en el que el sustrato tiene un soporte; un elemento de metal formado sobre el soporte; una monocapa
autoensamblada (SAM) formada sobre el elemento de metal; y una capa de polimero hidréfilo formada sobre la SAM
y el primer ligando se inmoviliza en la capa de polimero hidrdfilo;

en el que el dispositivo de deteccion es un sensor de excitacion de plasmones; y

en el que la capa de polimero hidrdfilo se compone de carboximetil dextrano;

una segunda etapa de suministrar un segundo ligando sobre el sustrato, estando el segundo ligando marcado con
un marcador y capaz de unirse especificamente al analito, y luego hacer que el segundo ligando se una al analito

unido al primer ligando;

en el que en la segunda etapa se suministra carboxmetil dextrano sobre el sustrato; teniendo el carboximetil
dextrano un peso molecular de desde 40.000 hasta 750.000,
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una tercera etapa de medir el segundo ligando unido al analito; y

en el que la muestra se ha diluido con un disolvente seleccionado del grupo que consiste en solucion salina
tamponada con fosfato, solucion salina tamponada con Tris y solucion salina tamponada con HEPES.

Con respecto al método para detectar un analito, es preferible que en la segunda etapa se suministre carboximetil
dextrano sobre el sustrato a una concentracion de 1 a 30 mg/ml.

Con respecto al método para detectar un analito, es preferible que en la segunda etapa se suministre carboximetil
dextrano sobre el sustrato junto con el segundo ligando.

Con respecto al método para detectar un analito, es preferible que en la segunda etapa se suministre sobre el
sustrato un liquido que contiene el segundo ligando que contiene el segundo ligando y carboximetil dextrano.

Con respecto al método para detectar un analito, es preferible que en la segunda etapa se suministre el segundo
ligando sobre el sustrato para hacer que el segundo ligando se una al analito, y luego se suministre carboximetil
dextrano sobre el mismo.

Con respecto al método para detectar un analito, es preferible que en la segunda etapa después de hacer que el
segundo ligando se una al analito, se suministre carboximetil dextrano incorporandolo a un liquido de limpieza para
limpiar el sustrato.

Con respecto al método para detectar un analito, es preferible que el analito sea troponina | cardiaca (cTnl) o péptido
natriurético cerebral (BNP).

Efectos ventajosos de la invencion

Con el método para detectar un analito de la presente invencion, incluso en el caso en el que el analito esté en una
cantidad minima y la fuerza de union entre el analito y un ligando marcado sea débil, el analito puede detectarse con
alta sensibilidad.

Descripcion de realizaciones

[Método para detectar el analito]

El método para detectar un analito segun la presente invencién incluye:

una primera etapa de suministrar una muestra a un dispositivo de deteccion que tiene un primer ligando, estando el
primer ligando inmovilizado sobre un sustrato y capaz de unirse especificamente al analito, suministrandose la
muestra sobre el sustrato del dispositivo de deteccion, y luego hacer que el analito incluido en la muestra se una al
primer ligando;

en el que el sustrato tiene un soporte; un elemento de metal formado sobre el soporte; una monocapa
autoensamblada (SAM) formada sobre el elemento de metal; y una capa de polimero hidréfilo formada sobre la SAM
y el primer ligando se inmoviliza en la capa de polimero hidrdfilo;

en el que el dispositivo de deteccion es un sensor de excitacion de plasmones; y

en el que la capa de polimero hidréfilo se compone de carboximetil dextrano;

una segunda etapa de suministrar un segundo ligando sobre el sustrato, estando el segundo ligando marcado con
un marcador y capaz de unirse especificamente al analito, y luego hacer que el segundo ligando se una al analito

unido al primer ligando;

en el que en la segunda etapa se suministra carboxmetil dextrano sobre el sustrato; teniendo el carboximetil
dextrano un peso molecular de desde 40.000 hasta 750.000,

una tercera etapa de medir el segundo ligando unido al analito; y

en el que la muestra se ha diluido con un disolvente seleccionado del grupo que consiste en solucion salina
tamponada con fosfato, solucion salina tamponada con Tris y solucion salina tamponada con HEPES.

En inmunoensayos generales, un analito se detecta indirectamente haciendo que el analito (antigeno) se una a un

primer ligando (anticuerpo sélido) inmovilizado sobre un sustrato de un dispositivo de deteccion en una primera
etapa; haciendo que el analito unido al primer ligando se una especificamente a un segundo ligando marcado
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(anticuerpo marcado) en una segunda etapa; y midiendo el segundo ligando marcado unido al analito mediante
algun tipo de método en una tercera etapa. El método para detectar un analito de la presente invencion tiene la
caracteristica de suministrar carboximetil dextrano sobre el sustrato en la segunda etapa descrita anteriormente.

En los inmunoensayos convencionales, en un caso en el que la fuerza de union entre un analito y un segundo
ligando marcado es débil, dado que el segundo ligando que sirve como diana de medicién no puede unirse con
precision al analito, el analito no puede detectarse con gran precision. Segun el método para detectar un analito
segun la presente invencion, dado que el carboximetil dextrano se suministra sobre el sustrato en la segunda etapa,
incluso en el caso en el que la fuerza de unién entre el analito y el segundo ligando marcado es débil, el analito
puede detectarse con alta sensibilidad. La razén por la cual se obtiene un efecto de este tipo en el método para
detectar un analito segun la presente invencion no se comprende claramente; sin embargo, se especula que dado
que el grupo carboxilo del carboximetil dextrano es hidrdfilo, el carboximetil dextrano priva al segundo ligando del
agua de hidratacién, por lo que la estructura estérica del segundo ligando sufre un cambio, el segundo ligando
adopta una conformaciéon que puede reaccionar mas facilmente con el analito y, por lo tanto, adquiere una mayor
reactividad con el analito, el segundo ligando puede unirse con precisién al analito y, por tanto, puede mejorarse la
sensibilidad de deteccion para el analito.

[Primera etapa]

En la primera etapa, se suministra una muestra a un dispositivo de detecciéon que tiene un primer ligando que esta
inmovilizado sobre un sustrato y puede unirse especificamente a un analito, suministrandose la muestra sobre el
sustrato del dispositivo de deteccion, y luego se hace que el analito incluido en la muestra se una al primer ligando.

El dispositivo de deteccion es un sensor de excitacion de plasmones. El dispositivo de deteccién tiene un sustrato. El
sustrato tiene un soporte; un elemento de metal formado sobre el soporte; una monocapa autoensamblada (SAM)
formada sobre el elemento de metal; y una capa de polimero hidréfilo formada sobre la SAM.

Como soporte, se prefiere un soporte transparente porque la irradiacion de luz del elemento de metal que se
describira a continuacion se lleva a cabo a través de este soporte. Con respecto al soporte transparente, el material
no esta particularmente limitado y puede ser un soporte elaborado de vidrio o elaborado de un plastico tal como
policarbonato o un polimero de cicloolefina. En el soporte transparente, el indice de refraccion [nd] para la linea d
(588 nm) es preferiblemente de 1,40 a 2,20, y el grosor es preferiblemente de 0,01 a 10 mm, y mas preferiblemente
de 0,5a5mm.

Con respecto a un soporte transparente elaborado de vidrio, los productos comercialmente disponibles tales como
“BK7” (indice de refraccion [nd] 1,52) y “LaSFN9” (indice de refraccion [nd] 1,85) fabricados por Schott Japan Corp.;
“K-PSFn3” (indice de refraccion [nd] 1,84), “K-LaSFn17” (indice de refraccion [nd] 1,88) y “K-LaSFn22” (indice de
refraccion [nd] 1,90) fabricados por Sumita Optical Glass, Inc.; y “S-LAL10” (indice de refraccién [nd] 1,72) fabricado
por Ohara Corp., son los preferidos desde el punto de vista de las caracteristicas opticas y la capacidad de limpieza.

El elemento de metal desempefia el papel de generar plasmoén superficial o plasmon localizado por medio de luz
irradiada desde una fuente de luz. En cuanto al elemento de metal, por ejemplo, puede usarse una pelicula de metal
o particulas metalicas, y es preferible que el elemento de metal se forme como una pelicula de metal sobre la
superficie del soporte. Esta pelicula de metal desempefia el papel de inducir el plasmén superficial por medio de la
luz de excitacion irradiada desde una fuente de luz y excitar de manera eficiente un colorante fluorescente.

Con respecto al metal para la pelicula de metal, es preferible que la pelicula de metal esté formada por al menos un
metal seleccionado del grupo que consiste en oro, plata, cobre, aluminio, platino y zinc, y es mas preferible que la
pelicula de metal esté formada por oro. La pelicula de metal puede estar en forma de estar formada por una aleacion
de algunos de estos metales, o puede ser un producto obtenido por laminacién de una pluralidad de peliculas de
metal. Tal tipo de metal es adecuado desde el punto de vista de ser estable frente a la oxidacion y tener una gran
mejora del campo eléctrico provocado por la resonancia de plasmones.

En un caso en el que se use como soporte un soporte elaborado de vidrio, es preferible que se forme previamente
sobre el soporte una fina pelicula de cromo, aleaciéon de niquel-cromo o titanio para adherir el vidrio y la pelicula de
metal con mas firmeza.

El grosor de la pelicula de metal es preferiblemente de 5 a 500 nm en el caso de oro, de 5 a 500 nm en el caso de
plata, de 5 a 500 nm en el caso de aluminio, de 5 a 500 nm en el caso de cobre, de 5 a 500 nm en el caso de
platino, y de 5 a 500 nm en el caso de una aleacién de estos, y el grosor de una pelicula delgada de cromo es
preferiblemente de 1 a 20 nm. Desde el punto de vista del efecto de mejora del campo eléctrico, el grosor de la
pelicula de metal es mas preferiblemente de 20 a 70 nm en el caso de oro, de 20 a 70 nm en el caso de plata, de 10
a 50 nm en el caso de aluminio, de 20 a 70 nm en el caso de cobre, de 20 a 70 nm en el caso de platino y de 10 a
70 nm en el caso de una aleacion de estos, y el grosor de una pelicula delgada de cromo es mas preferiblemente de
1 a 3 nm. Cuando el grosor de la pelicula de metal esta dentro del intervalo descrito anteriormente, es adecuado
porque se genera facilmente plasmon superficial.
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En el caso de usar particulas metalicas como elemento de metal, es posible inducir plasmones localizados. El tipo
de metal usado para las particulas metélicas no esta particularmente limitado siempre que puedan producirse a
partir de él particulas capaces de inducir plasmones; sin embargo, se prefiere al menos un metal seleccionado del
grupo que consiste en oro, plata, cobre, aluminio, platino y zinc, o una aleaciéon de dos o mas tipos de estos.
Ademas, el tamafo de particula de las particulas metélicas no esta particularmente limitado siempre que el tamafo
de particula esté en el intervalo capaz de generar plasmon localizado; sin embargo, el tamafio de particula es
preferiblemente de 10 a 100 nm, y es adecuado usar grupos de particulas metdlicas que tengan un tamafio de
particula promedio dentro de un intervalo de este tipo.

Por ejemplo, las particulas metalicas pueden usarse en forma de dispersion sobre el soporte mencionado
anteriormente.

Se forma una monocapa autoensamblada (SAM) en la otra superficie del elemento de metal, la superficie que no
esta en contacto con el soporte, como un andamiaje para solidificar la capa de polimero hidréfilo que se describira a
continuacion con el fin de evitar la extincién del metal de moléculas fluorescentes en el momento de la medicion de
la fluorescencia.

Con respecto a las moléculas individuales que forman la SAM, generalmente, se usa un carboxialcanotiol que tiene
de aproximadamente 4 a 20 atomos de carbono (puede adquirirse, por ejemplo, de Dojindo Molecular Technologies,
Inc. o Sigma-Aldrich Japan K.K.), y de manera particularmente preferible 10-carboxi-1-decanotiol. Un
carboxialcanotiol que tiene de 4 a 20 atomos de carbono es adecuado desde el punto de vista de que la influencia
optica de una SAM formada usando ese compuesto es baja, es decir, la SAM tiene propiedades tales como alta
transparencia, bajo indice de refraccion y un grosor de pelicula pequefio.

La capa de polimero hidrofilo se forma en la otra superficie del SAM, la superficie que no esta en contacto con el
elemento de metal, y tiene una estructura bidimensional o una estructura tridimensional. Una estructura
tridimensional se refiere a una estructura de la capa de polimero hidréfilo, en la que la inmovilizacion del ligando que
se describira a continuacion no se limita a la bidimensionalidad de una superficie de soporte sino que se extiende a
un espacio tridimensional separado de la superficie de soporte.

Usando el polimero hidrofilo que se describira a continuacion en forma de una capa, la capa de polimero hidréfilo
puede usarse sin estar limitada en la cantidad (concentracion o densidad) del polimero hidrdfilo.

El polimero de la capa de polimero hidrdfilo se refiere a un compuesto que tiene un peso molecular de 5.000 o mas.
La capa de polimero hidréfilo es una capa de polimero hidréfilo que se compone de carboximetil dextrano, desde el
punto de vista de mejorar la biocompatibilidad, mejorar la supresion de una reaccién de adsorcidon no especifica o
asegurar una alta hidrofilia.

El peso molecular de carboximetil dextrano es preferiblemente de 1 kDa o mas y de 5.000 kDa o menos, y mas
preferiblemente de 4 kDa o mas y de 1.000 kDa o0 menos.

La densidad del polimero de la capa de polimero hidréfilo (masa por unidad de area de la capa de polimero hidréfilo
formada sobre la SAM) puede ajustarse apropiadamente dependiendo del tipo de polimero usado o del método de
formacion de la capa; sin embargo, por ejemplo, la densidad es de 0,001 ng/mm? o mas y de 30 ng/mm? o menos, y
aunque la densidad puede variar dependiendo del grosor de la pelicula de la capa de polimero hidrdéfilo, es preferible
que la densidad esté en el intervalo de 0,2 ng/mm? o mas y de 6 ng/mm? o menos.

Preferiblemente, la densidad del polimero satisface este intervalo. Cuando se usa para la SAM un chip sensor en el
que se solidifica un polimero hidréfilo a una densidad en tal intervalo, es adecuado porque la sefial de luminiscencia
del ensayo se estabiliza y aumenta.

El grosor de pelicula promedio de la capa de polimero hidréfilo puede ajustarse apropiadamente segun el tipo de
polimero usado o la densidad de la capa. Por ejemplo, el grosor de pelicula promedio puede ser de 3 nm o mas y de
300 nm o menos. Sobre todo, el grosor de pelicula promedio es preferiblemente de 3 nm o mas y de 130 nm o
menos, y de manera particularmente preferible en el intervalo de 50 nm o mas y de 100 nm o menos. Este grosor de
pelicula puede medirse usando un microscopio de fuerza atomica (AFM) o similar. Cuando el grosor de pelicula
promedio de la capa de polimero hidrofilo esta en tal intervalo, es adecuado porque la sefal de fluorescencia del
ensayo se estabiliza y aumenta. Mientras tanto, el intervalo del grosor de pelicula promedio es el grosor de pelicula
promedio en una disolucion tal como una disolucion de analito que se describira a continuacion.

Se usa un primer ligando con el fin de inmovilizar (capturar) un analito en una muestra, y el primer ligando se
inmoviliza sobre el sustrato, mientras que segun una realizacion adecuada del sustrato, el primer ligando se
inmoviliza sobre una capa de polimero hidrofilo. En el caso en el que la capa de polimero hidréfilo tiene una
estructura bidimensional, el ligando se inmoviliza en la superficie exterior de la capa de polimero hidrdfilo, y en el
caso en el que la capa de polimero hidréfilo tiene una estructura tridimensional, el ligando se inmoviliza dentro de la
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capa y/o sobre la superficie exterior de la capa de polimero hidréfilo. En un caso en el que la capa de polimero
hidrdfilo tiene una estructura tridimensional, generalmente, una gran cantidad de ligandos se inmovilizan en forma de
dispersion dentro de la estructura tridimensional de la capa de polimero hidrofilo.

El primer ligando es una molécula o un fragmento de molécula que puede reconocer especificamente un analito
contenido en una muestra o es reconocido especificamente por un analito, y puede unirse al analito. Los ejemplos
de una molécula o fragmento de molécula de este tipo incluyen acidos nucleicos (ADN que puede ser monocatenario
o bicatenario, ARN, un polinucleétido, un oligonucleétido, un PNA (acido nucleico peptidico) y similares, o un
nucledsido, un nucledtido, y moléculas modificadas de los mismos), proteinas (un polipéptido, un oligopéptido y
similares), aminoacidos (también incluyendo aminoacidos modificados), sacaridos (un oligosacarido, un polisacarido,
una cadena de azucar y similares), lipidos y moléculas modificadas, complejos y similares de estos; sin embargo, la
molécula o el fragmento de molécula no se limitan a estos.

Los ejemplos de las proteinas incluyen anticuerpos, y los ejemplos especificos incluyen un anticuerpo monoclonal
anti-o-fetoproteina [AFP] (puede adquirirse de Japan Clinical Laboratories, Inc., y similares), un anticuerpo
monoclonal contra el antigeno carcinoembrionario [CEA], un anticuerpo monoclonal anti-CA19-9 y un anticuerpo
monoclonal anti-PSA.

Segun la presente invencion, el término “anticuerpo” incluye un anticuerpo policlonal o un anticuerpo monoclonal y
un anticuerpo obtenible por recombinacion génica y un fragmento de anticuerpo.

Como método para inmovilizar un primer ligando en una capa de polimero hidréfilo puede mencionarse, por ejemplo,
un método para someter un grupo carboxilo portado por un polimero que tiene un grupo funcional reactivo, tal como
carboximetil dextrano [CMD], a esterificacion activa por medio de carbodiimida soluble en agua [WSC] (por ejemplo,
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida [EDC]) e imida de acido N-hidroxisuccinico [NHS], e
inmovilizar el grupo carboxilo que ha sido sometido a esterificacion activa como tal y un grupo amino portado por el
primer ligando sometiendo estos grupos a una reaccion de deshidratacién usando una carbodiimida soluble en agua,
y similares.

Después de inmovilizar el primer ligando, es preferible que la superficie del sustrato se trate con un agente
bloqueante tal como albumina de suero bovino [BSA], para evitar que la muestra o similar que se describira a
continuacion se adsorba de manera no especifica al sustrato.

La densidad del primer ligando inmovilizado sobre la capa de polimero hidréfilo es preferiblemente de 1
femtomol/cm? o mas y de 1 nanomol/cm? o menos, y mas preferiblemente de 10 femtomol/cm? o mas y de 100
picomol/cm? o menos. Cuando la densidad del ligando esta en el intervalo descrito anteriormente, es adecuado
porque la intensidad de sefial de la sefial de fluorescencia del ensayo aumenta.

El analito es una sustancia que sirve como objeto de medicion y generalmente se incluye en una muestra. Los
ejemplos de la muestra incluyen sangre (sangre completa, suero sanguineo y plasma sanguineo), orina, liquido de
las fosas nasales, saliva, heces y liquido celomico (liquido cefalorraquideo, ascitis, liquido pleural y similares). La
muestra puede diluirse segun corresponda con un disolvente deseado, una disolucion tampon deseada o similar.

El analito es una molécula o un fragmento de molécula que puede reconocerse especificamente por el primer
ligando inmovilizado en la capa de polimero hidréfilo o reconocer especificamente el primer ligando y unirse al
primer ligando. Los ejemplos del analito incluyen acidos nucleicos (ADN que puede ser monocatenario o bicatenario,
ARN, un polinucleétido, un oligonucleétido, un acido peptidico nucleico PNA) y similares, y un nucledsido, un
nucledtido y moléculas modificadas de los mismos), proteinas (incluyendo un polipéptido y un oligopéptido),
aminoacidos (incluyendo también aminoacidos modificados), sacaridos (un oligosacarido, un polisacarido, una
cadena de azucar y similares), lipidos y moléculas modificadas, complejos y similares de estos. Especificamente, el
analito puede ser troponina | cardiaca (cTnl), péptido natriurético cerebral (BNP), a-fetoproteina (AFP), un marcador
tumoral tal como un antigeno carcinoembrionario, una molécula de transduccion de sefiales, una hormona o similar,
y no hay limitaciones particulares. Dado que se especula que el segundo ligando que se describira a continuacion
tiene una estructura estérica que puede reaccionar facilmente con el analito, es decir, una estructura en la que un
sitio de reconocimiento de antigeno esta expuesto en la superficie, el analito es preferiblemente troponina | cardiaca
(cTnl) o péptido natriurético cerebral (BNP).

Como normalmente se suministra una muestra sobre el sustrato, el analito se une al primer ligando que se inmoviliza
sobre el sustrato. Es preferible que se forme un canal de flujo sobre el sustrato, y es preferible que al menos una
parte del canal de flujo esté configurada para incluir un elemento de metal en un soporte y para incluir una capa de
polimero hidrdfilo y un primer ligando en una SAM, de modo que se suministre una muestra en el canal de flujo para
sumergir el primer ligando en una disolucion de analito, y de ese modo se hace que el analito se una al primer
ligando.

La forma del canal de flujo puede ser un tubo (tuberia) cuadrado o un tubo (tuberia) redondo, es preferible que la
unidad de reaccién y la unidad de medicién, en las que se hace que el analito se una al primer ligando o similar y se
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mide la fluorescencia, tienen forma de tubo cuadrado, y es preferible que la porcion del canal de flujo que se utiliza
so6lo para el suministro de otros liquidos quimicos o similares tenga forma de tubo redondo.

En cuanto al disolvente usado para diluir la muestra, se usan solucién salina tamponada con fosfato [PBS], solucion
salina tamponada con Tris [TBS] y solucién salina tamponada con HEPES [HBS].

Para capturar una gran cantidad del analito usando el primer ligando, es preferible que se hace circular la muestra
suministrada en el canal de flujo. La temperatura de la muestra y el tiempo en ese momento pueden variar
dependiendo del tipo de muestra o similar; sin embargo, la temperatura y el tiempo son normalmente de 1 a 60
minutos a 20°C a 40°C, y preferiblemente de 5 a 15 minutos a 37°C.

En un caso en el que la muestra se suministra al canal de flujo, la concentracion inicial (concentraciéon antes del
suministro) del analito incorporado en la muestra es, por ejemplo, de 0,001 pg/ml a 100 pg/ml. La cantidad total de
muestra que va a suministrarse al canal de flujo es normalmente de 0,001 a 20 ml, y preferiblemente de 0,01 a 1 ml.
La velocidad de flujo de la muestra que va a suministrarse al canal de flujo es normalmente de 1 a 50.000 ul/min, y
preferiblemente de 5000 a 10.000 pl/min.

Es preferible que la muestra se suministre al sustrato, se haga que el analito se una al primer ligando y luego se
limpie el sustrato. En cuanto al liquido de limpieza que va a usarse para la limpieza, por ejemplo, se prefiere una
disolucién obtenida disolviendo un tensioactivo tal como Tween 20 o Triton X100 en el disolvente usado para la
diluciéon de la muestra, u otra disolucién tampoén (por ejemplo, PBS, TBS o HBS) a una concentracion del 0,00001%
al 1% en masa, o una disolucion obtenida disolviendo una sal tal como cloruro de sodio o cloruro de potasio en el
mismo disolvente o disolucién tampdn a una concentracion de 10 a 500 mM. Alternativamente, una disolucion
tampon que tenga un pH bajo, por ejemplo, una disolucion tampodn de clorhidrato de glicina 10 mM a un pH de 1,5 a
4,0, también puede usarse como liquido de limpieza.

Es preferible que la temperatura y la velocidad de flujo del liquido de limpieza sean los mismos que la temperatura y
la velocidad de flujo en el momento del suministro de la muestra. La limpieza se lleva a cabo normalmente durante
de 0,5 a 180 minutos, y preferiblemente de 5 a 60 minutos.

[Segunda etapa]

En la segunda etapa, se suministra sobre el sustrato un segundo ligando que esta marcado con un marcador y que
puede unirse especificamente al analito, y se hace que el analito unido al primer ligando se una al segundo ligando.
Ademas, en la segunda etapa, se suministra carboximetil dextrano sobre el sustrato.

El segundo ligando estd marcado con un marcador y, por tanto, puede unirse especificamente al analito. El segundo
ligando es un ligando usado con el fin de marcar el analito con un marcador, y el segundo ligando puede ser el
mismo que el primer ligando descrito anteriormente, o puede ser diferente del mismo. Sin embargo, en el caso en el
que el anticuerpo primario usado como primer ligando sea un anticuerpo policlonal, el anticuerpo secundario
utilizado como segundo ligando puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo policlonal; sin embargo, en el
caso en el que el anticuerpo primario sea un anticuerpo monoclonal, es deseable que el anticuerpo secundario sea
un anticuerpo monoclonal que reconozca un epitopo que no es reconocido por el anticuerpo primario, o un
anticuerpo policlonal.

Ademas, también es preferible una realizacién del uso de un complejo en el que un segundo analito (antigeno
competitivo; siempre que sea diferente del antigeno diana) que compite con el analito (antigeno diana) incluido en la
disolucién de analito se ha unido previamente al anticuerpo secundario. Tal realizacion es adecuada porque la
cantidad de fluorescencia (sefal de fluorescencia del ensayo) y la cantidad del antigeno diana pueden hacerse
proporcionales entre si.

El marcador es una sustancia usada con el fin de detectar un analito haciendo que un segundo ligando marcado con
un marcador se una al analito y luego midiendo el marcador mediante algun tipo de método, y siempre que se logre
ese proposito, no hay limitaciones en cuanto al tipo de marcador. Como marcador, se prefiere un colorante
fluorescente, por la razén de que se obtiene una alta sensibilidad de deteccién, o similar. Un colorante fluorescente
es un nombre colectivo para las sustancias que emiten luz fluorescente cuando se irradian con una luz de excitacion
predeterminada o cuando se excitan usando un efecto de campo eléctrico. La fluorescencia es un concepto que
también incluye diversos tipos de luminiscencia tales como fosforescencia.

Con respecto al colorante fluorescente, el tipo del mismo no esta particularmente limitado siempre que el colorante
fluorescente no se extinga completamente debido a la absorcidon de luz por parte del elemento de metal, y puede
usarse cualquiera de los colorantes fluorescentes conocidos. En general, se prefiere un colorante fluorescente que
permita usar un sistema de fluorescencia que incluya un filtro, en lugar de un monocromador, y que tenga un gran
desplazamiento de Stokes, lo que aumenta la eficacia de deteccion.

Los ejemplos de tal colorante fluorescente incluyen colorantes fluorescentes de la familia de la fluoresceina
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(fabricados por Integrated DNA Technologies, Inc.), colorantes fluorescentes de la familia de las
polihalofluoresceinas (fabricados por Applied Biosystems Japan, Ltd.), colorantes fluorescentes de la familia de las
hexaclorofluoresceinas (fabricados por Applied Biosystems Japan,, Ltd.), colorantes fluorescentes de la familia de la
cumarina (fabricados por Invitrogen Corp.), colorantes fluorescentes de la familia de la rodamina (fabricados por GE
Healthcare Biosciences Corp.), colorantes fluorescentes de la familia de la cianina, colorantes fluorescentes de la
familia de la indocarbocianina, colorantes fluorescentes de la familia de la oxazina, colorantes fluorescentes de la
familia de las tiazinas, colorantes fluorescentes de la familia de las escuaraina, colorantes fluorescentes de la familia
de los lantanidos quelados, colorantes fluorescentes de la familia BODIPY (marca registrada) (fabricados por
Invitrogen Corp.), colorantes fluorescentes de la familia del acido naftalenosulfénico, colorantes fluorescentes de la
familia de los pirenos, colorantes fluorescentes de la familia del trifenilmetano, y la serie de colorantes Alexa Fluor
(marca registrada) (fabricada por Invitrogen Corp.), y ademas también pueden usarse los colorantes fluorescentes
descritos en los documentos US 6.406.297, US 6.221.604, US 5.994.063, US 5.808.044, US 5.880.287, US
5.556.959, y US 5.135.717.

Ademas, el colorante fluorescente no se limita a los colorantes fluorescentes organicos descritos anteriormente. Por
ejemplo, también pueden usarse colorantes fluorescentes de sistemas complejos de metales de tierras raras de Eu y
Tb. Los complejos de metales de tierras raras generalmente tienen caracteristicas de tener una gran diferencia de
longitud de onda entre la longitud de onda de excitacién (de aproximadamente 310 a 340 nm) y la longitud de onda
de emision (cerca de 615 nm para un complejo de Eu y cerca de 545 nm para un complejo de Tb), y tener una larga
duracion de la fluorescencia de varios cientos de microsegundos o mas. Un ejemplo de colorantes fluorescentes
disponibles comercialmente de sistemas complejos de metales de tierras raras puede ser ATBTA-Eu®*.

Cuando se lleva a cabo la medicion de fluorescencia que se describira a continuacion, es deseable usar un colorante
fluorescente que tenga la maxima longitud de onda de fluorescencia en una regién de longitud de onda con menor
absorcién de luz por parte del metal incluido en el elemento de metal. Por ejemplo, en el caso de usar oro para el
elemento de metal, para suprimir la influencia ejercida por la absorcion de luz por un elemento de oro a un nivel
minimo, es deseable usar un colorante fluorescente que tenga una longitud de onda de fluorescencia maxima de
600 nm o mas. Por tanto, en este caso, es particularmente deseable usar un colorante fluorescente que tenga una
longitud de onda de fluorescencia maxima en la region del infrarrojo cercano, tal como Cy5 o Alexa Fluor (marca
registrada) 647. Cuando se usa un colorante fluorescente de este tipo que tiene una longitud de onda de
fluorescencia maxima en la regién del infrarrojo cercano, es util también para el caso de usar sangre como muestra,
desde el punto de vista de que puede suprimirse la influencia de la absorcion de luz por el hierro derivado de un
componente de células sanguineas en la sangre a un nivel minimo. Por otro lado, en el caso de usar plata como
elemento de metal, es deseable usar un colorante fluorescente que tenga una longitud de onda de fluorescencia
maxima de 400 nm o mas.

Estos colorantes fluorescentes pueden usarse solos o en combinacion de dos o mas tipos de los mismos.

En cuanto al método para producir un segundo ligando marcado con un marcador, en el caso de usar un anticuerpo
secundario como segundo ligando, los ejemplos incluyen un método de proporcionar, en primer lugar, un colorante
fluorescente con un grupo carboxilo, someter el grupo carboxilo a esterificacion activa por medio de una
carbodiimida soluble en agua [WSC] (por ejemplo, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida [EDC]) e
imida de acido N-hidroxisuccinico [NHS], realizar posteriormente una reaccion de deshidratacion usando el grupo
carboxilo que ha sido sometido a esterificacion activa y un grupo amino portado por el anticuerpo secundario, y de
ese modo inmovilizar el anticuerpo secundario; un método de hacer que un anticuerpo secundario y un colorante
fluorescente que tienen, respectivamente, un grupo isotiocianato y un grupo amino, reaccionen entre si, y de ese
modo inmovilizar el anticuerpo secundario; un método de hacer que un anticuerpo secundario y un colorante
fluorescente que tienen, respectivamente, un grupo haluro de sulfonilo y un grupo amino, reaccionen entre si, y de
ese modo inmovilizar el anticuerpo secundario; un método de hacer que un anticuerpo secundario y un colorante
fluorescente que tienen, respectivamente, un grupo yodoacetamida y un grupo tiol, reaccionen entre si, y de ese
modo inmovilizar el anticuerpo secundario; y un método de hacer que un colorante fluorescente biotinilado y un
anticuerpo secundario estreptavidinado (alternativamente, un metal fluorescente estreptavidinado y un anticuerpo
secundario biotinilado) reaccionen entre si, y de ese modo inmovilizar el anticuerpo secundario.

Cuando el segundo ligando marcado con un marcador se suministra sobre un sustrato de un dispositivo de
deteccion, una disolucion que incluye el segundo ligando marcado con un marcador puede suministrarse sobre el
sustrato del dispositivo de deteccién, y la concentracion del segundo ligando marcado con un marcador en la
disolucién que va a suministrarse es preferiblemente de 0,001 a 10.000 ug/ml, y mas preferiblemente de 1 a 1.000

ug/ml.

Cuando se suministra esta disolucion, la temperatura, la velocidad de flujo y el tiempo de suministro de la disolucién
son similares, respectivamente, a los del caso de suministro de la muestra en la primera etapa.

Es preferible que el segundo ligando marcado con un marcador se suministre sobre el sustrato, se haga que el
segundo ligando marcado con un marcador se una al analito unido al primer ligando y luego se limpie el sustrato.
Esta limpieza es similar a la limpieza de la primera etapa.
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En la segunda etapa, tal como se describié anteriormente, se suministra carboximetil dextrano sobre el sustrato. Con
respecto a la realizacion de suministrar carboximetil dextrano, especificamente, puede mencionarse una realizacion
de suministrar carboximetil dextrano junto con el segundo ligando, y una realizacién de suministrar el segundo
ligando sobre el sustrato, hacer que el segundo ligando se una al analito, y luego suministraro carboximetil dextrano.
En el caso de la primera realizacién, se especula que el carboximetil dextrano priva al segundo ligando disuelto en la
muestra del agua de hidratacion, por lo que la estructura estérica del segundo ligando sufre un cambio, el segundo
ligando adopta una conformacién que puede reaccionar mas facilmente con el analito para adquirir asi una mayor
reactividad con el analito y, por tanto, se mejora la sensibilidad de deteccion para el analito. En el caso de la ultima
realizacion, se especula que el carboximetil dextrano priva al segundo ligando unido al analito del agua de
hidratacion, el segundo ligando se cambia para tener una conformacion que tiene alta afinidad con el analito, y la
disociacion del analito y el segundo ligando se suprime y, por tanto, se mejora la sensibilidad de deteccion del
analito.

Con respecto a una realizaciéon de suministrar carboximetil dextrano junto con el segundo ligando, puede
mencionarse un método de suministrar un liquido que contiene el segundo ligando que contiene el segundo ligando
y carboximetil dextrano. Con respecto a una realizacion de suministrar el segundo ligando sobre el sustrato, hacer
que el segundo ligando se una al analito y luego suministrar carboximetil dextrano, puede mencionarse un método
para hacer que el segundo ligando se una al analito y luego suministrar carboximetil dextrano incorporandolo en un
liquido de limpieza para limpiar el sustrato.

La concentracion del carboximetil dextrano que va a suministrarse es preferiblemente de 1 a 30 mg/ml, y mas
preferiblemente de 1 a 10 mg/ml. Cuando la concentracion del carboximetil dextrano esta en el intervalo descrito
anteriormente, puede obtenerse facilimente una alta sensibilidad de deteccion para el analito. Ademas, cuando la
concentracion del carboximetil dextrano es de mas de 30 mg/ml, es dificil disolver el carboximetil dextrano, la
viscosidad se vuelve alta y la operacion puede lograrse con dificultades.

El peso molecular del carboximetil dextrano es de 40.000 a 750.000 y mas preferiblemente de 100.000 a 500.000.
Cuando el peso molecular del carboximetil dextrano esta en el intervalo descrito anteriormente, puede obtenerse
facilmente una alta sensibilidad de deteccion para el analito.

El grado de sustitucidon de los grupos carboxilo del carboximetil dextrano es preferiblemente de 0,2 a 0,8 y mas
preferiblemente de 0,4 a 0,7. Cuando el grado de sustitucion de los grupos carboxilo del carboximetil dextrano esta
en el intervalo descrito anteriormente, puede obtenerse facilmente una alta sensibilidad de deteccién para el analito.
Mientras tanto, el grado de sustitucion de los grupos carboxilo de carboximetil dextrano se define como la proporcion
en que los residuos han sido sustituidos por grupos carboxilo en una molécula de carboximetil dextrano.

[Tercera etapa]

En la tercera etapa, se mide el segundo ligando unido al analito. EI método para medir el segundo ligando se
determina segun sea apropiado segun los tipos de marcador para marcar el segundo ligando y el dispositivo de
deteccion.

En caso de que el marcador sea un colorante fluorescente, la tercera etapa puede llevarse a cabo de la siguiente
manera.

El chip sensor del sensor de excitacion de plasmén se irradia con luz laser a través de un prisma a través de una
superficie del soporte, la superficie que no tiene ningun elemento de metal formado sobre ella, se mide la cantidad
de fluorescencia emitida por el colorante fluorescente excitado y la cantidad del analito incluido en la muestra se
calcula a partir de los resultados de la medicion.

La fuente de luz para la irradiacion en el momento de medir la cantidad de fluorescencia no esta particularmente
limitada siempre que la fuente de luz sea capaz de inducir la excitacién del plasmén; sin embargo, desde los puntos
de vista de la unidad de la distribucién de la longitud de onda y la potencia de la energia luminosa, es preferible usar
luz laser como fuente de luz. En cuanto a la luz laser, es deseable regular la energia y la cantidad de fotones
inmediatamente antes de que la luz entre en el prisma, a través de un filtro optico.

El plasmén superficial se genera en la superficie del elemento de metal mediante la irradiacion de luz laser en
condiciones de reflectancia total atenuada [ATR]. Como resultado de un efecto de mejora del campo eléctrico del
plasmén superficial, el colorante fluorescente es excitado por fotones, cuya cantidad ha aumentado de varias
docenas a varios cientos de veces la cantidad de fotones irradiados. Mientras tanto, la cantidad de fotones
aumentada por el efecto de mejora del campo eléctrico depende del indice de refraccién del soporte, y del tipo de
metal y el grosor de la pelicula del elemento de metal; sin embargo, la cantidad de aumento es normalmente de 10 a
20 veces en el caso de oro.

En un colorante fluorescente, cuando el electron en las moléculas es excitado por la absorcion de luz y pasa a un
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primer estado de excitaciéon de electrones en un periodo de tiempo corto, y el electron regresa de este estado (nivel)
al estado fundamental, el colorante fluorescente emite fluorescencia en la longitud de onda correspondiente a la
diferencia de energia.

El tipo de fuente de luz no esta particularmente limitado, y la fuente de luz puede no ser un diodo laser. Los ejemplos
de la fuente de luz incluyen un diodo emisor de luz, una lampara de mercurio y otras fuentes de luz laser. En el caso
de que la luz emitida por la fuente de luz no sea un haz, la luz emitida por la fuente de luz se convierte en un haz por
medio de una lente, un espejo, una rendija o similar. Ademas, en el caso de que la luz emitida por la fuente de luz no
sea luz monocromatica, la luz emitida por la fuente de luz se convierte en luz monocromatica por medio de una rejilla
de difraccion o similar. Ademas, en el caso de que la luz emitida por la fuente de luz no sea luz polarizada
linealmente, la luz emitida por la fuente de luz se convierte en luz polarizada linealmente por medio de un polarizador
o similar.

El prisma esta destinado a permitir que la luz laser que ha pasado a través de diversos filtros, tal como un filtro
optico, un filtro polarizador y un filiro de corte, que se usan segun sea necesario, ingrese de manera eficiente al
elemento de metal y, por tanto, es preferible que el indice de refraccion es el mismo que el del soporte transparente.
En la presente invencion, pueden seleccionarse diversos prismas con los cuales pueden establecerse las
condiciones de reflexion total segun corresponda, no hay limitaciones particulares en cuanto al angulo y la forma vy,
por ejemplo, el prisma puede ser un prisma de dispersion de 60 grados. Los ejemplos de productos comercialmente
disponibles de tal prisma incluyen aquellos similares a los productos comercialmente disponibles del soporte
transparente elaborado de vidrio tal como se describié anteriormente.

Los ejemplos del filtro dptico incluyen un filtro de atenuacion [ND] y un filtro de diafragma. Un filtro de atenuacion
[ND] (o filtro de densidad neutra) esta destinado a regular la cantidad de luz laser incidente. Particularmente, en el
caso de usar un detector que tenga un intervalo dinamico estrecho, es preferible usar un filtro de atenuacion desde
el punto de vista de realizar la medicion con alta precision.

Se usa un filtro polarizador para convertir la luz laser en luz polarizada P que genera de manera eficiente el plasmoén
superficial.

Un filtro de corte es un filtro que elimina los ruidos épticos, tal como la luz del exterior (luz de iluminacion fuera de un
aparato), la luz de excitacion (componente transmitida de la luz de excitacion), la luz parasita (componente
dispersada de la luz de excitacién en varios sitios) y la luz dispersada de plasmoén (luz dispersada que se origina a
partir de la luz de excitacion y generada bajo el efecto de estructuras, uniones o similares en la superficie del chip
sensor) y autofluorescencia de colorantes fluorescentes, y los ejemplos incluyen un filtro de interferencia y un filtro
de color.

Se usa una lente condensadora con el fin de condensar eficientemente las sefiales de fluorescencia en un detector
para medir la cantidad de fluorescencia, y puede usarse cualquier lente condensadora arbitraria. Como lente
condensadora simple, pueden desviarse lentes del objetivo comercialmente disponibles (por ejemplo, productos
fabricados por Nikon Corp. o fabricados por Olympus Corp.) que se usan en microscopios y similares. La razén de
aumento de la lente del objetivo es preferiblemente de 10 a 100 veces.

El detector es preferiblemente un tubo fotomultiplicador (fotomultiplicador fabricado por Hamamatsu Photonics K.K.),
desde el punto de vista de la ultra alta sensibilidad. Ademas, también es adecuado un sensor de imagen CCD capaz
de realizar mediciones de mudltiples puntos, ya que aunque la sensibilidad es menor en comparacién con estos
dispositivos, pueden visualizarse las imagenes y es facil eliminar la luz de ruido.

Con respecto al método para calcular la cantidad de un analito incluido en una muestra a partir de los resultados de
la medicion, especificamente, puede mencionarse un método para producir una curva de calibracion realizando la
medicién de un antigeno diana o un anticuerpo diana a una concentracion conocida y calculando la cantidad del
analito (antigeno diana) en la muestra a partir de la sefial de medicién basandose en la curva de calibracion.

Ademas, al usar la sefial de luminiscencia en blanco medida antes de la segunda etapa, la sefial de luminiscencia
del ensayo obtenida en la tercera etapa y las sefiales de ruido iniciales obtenidas al inmovilizar un sustrato metalico
que no se madifica con nada en el canal de flujo y realizar la medicion mientras se hace que agua ultrapura fluya a
su través, puede calcularse la razén S/N representada por la siguiente formula (1a):

SIN=|la/loj/In  (la)

en la que, en la formula (1a), la representa la sefial de luminiscencia del ensayo; lo representa la sefial de emision
en blanco; e In representa la sefial de ruido inicial.

Sin embargo, con motivo del calculo de la razén S/N, para uso practico, la razoén puede calcularse segun la siguiente

férmula (1b), en lugar de la formula (1a), en funcion de la sefial de ruido de ensayo que puede obtenerse en el caso
en el que la concentracion del analito incluido en la muestra es 0:
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SN =[la/flan|  (Ib)

en la que, en la férmula (1b), lan representa la sefial de ruido del ensayo; e la representa la sefial de luminiscencia
del ensayo similar al caso de la férmula (1a).

Ejemplos
(1) Produccién de dispositivo de deteccion

Se limpié con plasma un soporte transparente de vidrio (“S-LAL 10” fabricado por Ohara Corp.) que tenia un indice
de refraccion [nd] de 1,72 y un grosor de 1 mm, se formd una pelicula delgada de cromo por un método de
pulverizacion catddica sobre una superficie del soporte, y luego sobre esa superficie, se formé una pelicula delgada
de oro como elemento de metal sobre el soporte transparente mediante un método de pulverizacion catddica. El
grosor de la pelicula delgada de cromo fue de 1 a 3 nm, y el grosor de la pelicula delgada de oro fue de 42 a 47 nm.

El soporte que tenia una pelicula fina de oro formada como tal se sumergié durante 24 horas en 10 ml de una
disolucién de etanol de 10-amino-1-decanotiol preparada a 1 mM, y asi se formé una SAM sobre una superficie de la
pelicula fina de oro. Posteriormente, este soporte se extrajo de la disolucion de etanol y se limpidé respectivamente
con etanol e isopropanol, y luego se sec6 el soporte usando una pistola de aire.

Posteriormente, el soporte que tenia una SAM formada sobre el mismo se sumergié durante una hora en solucion
salina tamponada con MES [MES] (fuerza i6nica 10 mM) a pH 7,4 que incluia 1 mg/ml de un carboximetil dextrano
[CMD] que tenia un peso molecular de 500.000, imida de &cido N-hidroxisuccinico [NHS] a 0,5 mM, y una
carbodiimida soluble en agua [WSC] a 1 mM, por tanto, CMD se inmoviliz6 como una capa de polimero hidréfilo en
la SAM, y el éster de acido succinico sin reaccionar se hidrolizé sumergiendo el soporte durante 30 minutos en una
disolucién acuosa de 1 mol/litro de NaOH. El grosor de pelicula promedio de la capa de CMD fue de 70 nm vy la
densidad fue de 5,0 ng/mm?.

Posteriormente, el soporte se sumergié durante una hora en MES que incluia NHS a 50 mM y WSC a 100 mM y
luego se sumergié durante 30 minutos en una disolucion de “anticuerpo” de anticuerpo monoclonal IgG anti-
troponina | humana (Hytest, Ltd.), y de ese modo se inmovilizé un anticuerpo primario como primer ligando para
CMD.

Ademas, el soporte se sometié a un tratamiento de prevencion de adsorcidon no especifico haciendo circular y
suministrando durante 30 minutos PBS que incluia albumina de suero bovino [BSA] al 1% en masa y aminoetanol
1 M.

Se produjo un dispositivo de deteccion montando un elemento de canal de flujo sobre el soporte que tenia el
anticuerpo primario inmovilizado sobre el mismo. El elemento de canal de flujo tiene un canal de flujo a y un canal de
flujo b que se extienden desde la superficie superior hasta la superficie inferior del elemento de canal de flujo y tiene
una concavidad en la parte de la superficie inferior, y el elemento de canal de flujo tiene una estructura en la que los
extremos inferiores del canal de flujo a y el canal de flujo b conducen respectivamente a los dos extremos de la
concavidad. Al montar este elemento de canal de flujo en el soporte, la concavidad queda cubierta por el soporte
como una tapa y, por tanto, se forma una camara de reaccion (region de medicion). El anticuerpo primario
inmovilizado se aloja en esta camara de reaccion. Es decir, el dispositivo de deteccién tiene un canal de flujo a y un
canal de flujo b que se extienden desde la superficie superior del elemento de canal de flujo hasta la superficie
superior del soporte; y una camara de reaccién que conduce al canal de flujo a y al canal de flujo b en los dos
extremos y aloja un anticuerpo primario. En el dispositivo de deteccion, se inyecta un liquido en el canal de flujo a 'y
se envia a la camara de reaccion, y luego el liquido puede descargarse a través del canal de flujo b.

(2) Produccién de ligando marcado con marcador

Se produjo un anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 usando una disolucién de “anticuerpo” de anticuerpo
monoclonal IgG anti-troponina | humana (Hytest, Ltd.) y un kit de marcaje Alexa Fluor 647 (Invitrogen Corp.), segun
el procedimiento predeterminado del kit. Posteriormente, los reactivos sin reaccionar se eliminaron usando un filtro
de corte de peso molecular (Nihon Millipore K.K.), se purificd el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 y se
almacend el anticuerpo a 4°C hasta que se llevé a cabo el siguiente ensayo.

[Ejemplo 1]

(Primera etapa)

Se suministraron 0,1 ml de una disolucion de PBS que incluia troponina | humana a 100 pg/ml (0,1 ng/ml) a la

camara de reaccion a través del canal de flujo a del dispositivo de deteccion. Posteriormente, se suministré solucion
salina tamponada con Tris (TBS) que incluia el 0,05% en masa de Tween 20 a la camara de reaccion a través del
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canal de flujo a, al canal de flujo de un dispositivo de deteccion para SPFS, y se hizo circular durante 10 minutos, y
asi se limpiaron el canal de flujo y la camara de reaccion.

(Segunda etapa)

Se suministré una disolucion de PBS que incluia el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 a una concentracion de
2 ug/ml y carboximetil dextrano (nombre comercial CMD-500, fabricado por Meito Sangyo Co., Ltd., peso molecular:
500.000) a una concentracion de 2,5 mg/ml a la camara de reaccién a través del canal de flujo a del dispositivo de
deteccion. Posteriormente, se suministré solucion salina tamponada con Tris (TBS) que incluia el 0,05% en masa de
Tween 20 a la camara de reaccién a través del canal de flujo a y se hizo circular durante 10 minutos, y asi se
limpiaron el canal de flujo y la camara de reaccion.

(Tercera etapa)

Se llevaron los canales de flujo a un estado en el que se llenaron con tampén PBS (pH 7,4), posteriormente, se
irradio la superficie posterior de la pelicula delgada de metal de la regién de medicion con luz laser (640 nm, 40 uW)
a través de un prisma (fabricado por Sigma Koki Co., Ltd.), y se midi6 la cantidad de fluorescencia usando un tubo
fotomultiplicador (PMT) instalado sobre la region de medicion. Este valor de medicion se designé como la sefal de
luminiscencia del ensayo la a una concentracion de troponina | de 100 pg/ml.

Por otro lado, se suministré una disoluciéon de PBS que no incluia troponina | en absoluto (0 pg/ml), en lugar de la
disolucién de PBS que incluia 100 pg/ml de troponina I, y se midio la cantidad de fluorescencia mediante un
procedimiento similar al descrito anteriormente, excepto por eso. Este valor de medicion se designé como sefial de
ruido de ensayo lan.

Se determind la razén S/N segun la férmula (1b) anterior. Los valores de la, lan y la razén S/N asi obtenidos se
presentan en las tablas 1y 2. Ademas, se presenta la razon de la razén S/N aumentada con respecto a la razéon S/N
obtenida en el siguiente ejemplo comparativo 1 en la tabla 2 como la tasa de aumento de la razén S/N.

Mientras tanto, el carboximetil dextrano usado en la segunda etapa de cada ejemplo se describe como “CMD” como
“sustancia aditiva” en las tablas 1 y 2.

[Ejemplos 2 a 4]

En los ejemplos 2 a 4, la deteccién del analito se llevo a cabo de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto que
en la segunda etapa descrita anteriormente, la concentracion de carboximetil dextrano en la disolucién de PBS que
incluia el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 y el carboximetil el dextrano se cambié a 5 mg/ml, 10 mg/ml y
30 mg/ml, respectivamente. Los valores de la, lan y razén S/N asi obtenidos se presentan en la tabla 1.

[Ejemplo comparativo 1]

Se llevo a cabo la deteccion del analito de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto que en la segunda etapa,
se uso una disolucion de PBS que incluia el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 a una concentracion de
2 ng/ml pero no incluia carboximetil dextrano en lugar de la disolucion de PBS que incluia el anticuerpo marcado con
Alexa Fluor 647 a una concentracién de 2 ug/ml y carboximetil dextrano a una concentracion de 2,5 mg/ml. Los
valores de la, lan y razén S/N asi obtenidos se presentan en las tablas 1y 2.

[Ejemplo comparativo 2]

La deteccion del analito se llevo a cabo de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto que en la segunda etapa,
se uso una disolucion de PBS que incluia el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 a una concentracion de
2 ng/ml y el 1% en masa de polietilenglicol (PEG n.° 4000, fabricado por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) en
lugar de la disolucidon de PBS que incluia el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 a una concentracion de 2 pg/mi
y carboximetil dextrano a una concentracién de 2,5 mg/ml . Los valores de la, lan y razén S/N asi obtenidos se
presentan en la tabla 1.

Mientras tanto, el polietilenglicol usado en la segunda etapa en los ejemplos comparativos 2 a 4 se describe como
“PEG” como “sustancia aditiva” en la tabla 1.

[Ejemplos comparativos 3 a 4]
En los ejemplos comparativos 3 y 4, se llevo a cabo la deteccion del analito de la misma manera que en el ejemplo
comparativo 2, excepto que en la segunda etapa se cambioé la concentracion de polietilenglicol en la disolucién de

PBS que incluia el anticuerpo marcado con Alexa Fluor 647 y el polietileno el glicol al 3% en masa y al 5% en masa,
respectivamente. Los valores de la, lan y razon S/N asi obtenidos se presentan en la tabla 1.
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[Ejemplos 5 a 9]

En los ejemplos 5 a 9, se llevd a cabo la deteccidn del analito de la misma manera que en el ejemplo 1, excepto que
se cambio el carboximetil dextrano usado en la segunda etapa por carboximetil dextrano (fabricado por Meito
Sangyo Co., Ltd., peso molecular: 10.000), carboximetil dextrano (fabricado por Meito Sangyo Co., Ltd., peso
molecular: 40.000), carboximetil dextrano (fabricado por Meito Sangyo Co., Ltd., peso molecular: 200.000) y
carboximetil dextrano (fabricado por Meito Sangyo Co., Ltd., peso molecular: 1.000.000), respectivamente. Los

ES2948008 T3

valores de la, lan, razon S/N y la tasa de aumento de la razén S/N se presentan en la tabla 2.

[Tabla 1]
Sustancia aditiva (concentracion) lan la | Razon S/N
Ejemplo 1 CMD, peso molecular 500.000 (2,5 mg/ml) | 376 | 829 2,20
Ejemplo 2 CMD, peso molecular 500.000 (5 mg/ml) | 390 | 869 2,23
Ejemplo 3 CMD, peso molecular 500.000 (10 mg/ml) | 490 | 1015 2,07
Ejemplo 4 CMD, peso molecular 500.000 (30 mg/ml) | 872 | 1569 1,80
Ejemplo comparativo 1 - 413 | 592 1,43
Ejemplo comparativo 2 PEG (1%) 557 | 999 1,79
Ejemplo comparativo 3 PEG (3%) 874 | 1308 1,50
Ejemplo comparativo 4 PEG (5%) 121411523 1,25
[Tabla 2]
Sustancia aditiva lan | la | Razén | Tasa de aumento de la
(concentracion) S/IN razén S/N (%)
Ejemplo - 4131592 1,43 -
comparativo 1
Ejemplo 5* CMD, peso molecular 10.000 |370|569| 1,54 7%
(5 mg/ml)
Ejemplo 6 CMD, peso molecular 40.000 |338|722| 2,13 49%
(5 mg/ml)
Ejemplo 7 CMD, peso molecular 345|708 2,05 43%
200.000 (5 mg/ml)
Ejemplo 8 CMD, peso molecular 403|795 1,97 38%
500.000 (5 mg/ml)
Ejemplo 9* CMD, peso molecular 326|760| 2,33 63%
1.000.000 (5 mg/ml)

* no segun la presente invencion
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REIVINDICACIONES
Método para detectar un analito, comprendiendo el método:

una primera etapa de suministrar una muestra a un dispositivo de deteccion que tiene un primer ligando,
estando el primer ligando inmovilizado sobre un sustrato y capaz de unirse especificamente al analito,
suministrandose la muestra sobre el sustrato del dispositivo de deteccion, y luego hacer que el analito
incluido en la muestra se una al primer ligando;

en el que el sustrato tiene un soporte; un elemento de metal formado sobre el soporte; una monocapa
autoensamblada (SAM) formada sobre el elemento de metal; y una capa de polimero hidréfilo formada
sobre la SAM vy el primer ligando se inmoviliza en la capa de polimero hidrdfilo;

en el que el dispositivo de deteccion es un sensor de excitacion de plasmones; y

en el que la capa de polimero hidréfilo se compone de carboximetil dextrano;

una segunda etapa de suministrar un segundo ligando sobre el sustrato, estando el segundo ligando
marcado con un marcador y capaz de unirse especificamente al analito, y luego hacer que el segundo

ligando se una al analito unido al primer ligando;

en el que en la segunda etapa se suministra carboxmetil dextrano sobre el sustrato; teniendo el carboximetil
dextrano un peso molecular de desde 40.000 hasta 750.000,

una tercera etapa de medir el segundo ligando unido al analito; y

en el que la muestra se ha diluido con un disolvente seleccionado del grupo que consiste en solucion salina
tamponada con fosfato, solucion salina tamponada con Tris y solucion salina tamponada con HEPES.

Método para detectar un analito segun la reivindicacion 1, en el que en la segunda etapa se suministra
carboximetil dextrano sobre el sustrato a una concentracion de 1 a 30 mg/ml.

Método para detectar un analito segun la reivindicacion 1 6 2, en el que en la segunda etapa se suministra
carboximetil dextrano sobre el sustrato junto con el segundo ligando.

Método para detectar un analito segun la reivindicacion 3, en el que en la segunda etapa se suministra
sobre el sustrato un liquido que contiene el segundo ligando que contiene el segundo ligando y el
carboximetil dextrano.

Método para detectar un analito segun la reivindicacion 1 6 2, en el que en la segunda etapa el segundo
ligando se suministra sobre el sustrato para hacer que el segundo ligando se una al analito, y luego se
suministra carboximetil dextrano sobre el mismo.

Método para detectar un analito segun la reivindicacion 5, en el que en la segunda etapa después de hacer
que el segundo ligando se una al analito, se suministra carboximetil dextrano incorporandolo en un liquido
de limpieza para limpiar el sustrato.

Método para detectar un analito segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el analito es
troponina | cardiaca (cTnl) o péptido natriurético cerebral (BNP).
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