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DESCRIPCION

Complejo que comprende un microvehiculo que tiene una carga positiva conjugada con una marca cargada
negativamente, cuya marca es una microesfera, cuya microesfera no esta revestida con proteinas, y usos del mismo

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere ampliamente a un cultivo celular -tal como el cultivo de células primarias, estirpes
celulares, células pluripotentes, células totipotentes no humanas y células pluripotentes excluyendo células
pluripotentes embrionarias humanas.

Antecedentes de la invencion

Durante los ultimos afos el cultivo celular se ha convertido en una tecnologia principal en las ciencias de la vida. El
cultivo celular se describe en "Basic Cell Culture" Oxford University Press (2002) Ed. J. M. Davis; y "Animal Cell
Culture" Oxford University Press (2000) Ed. John R. W. Masters; ambos incorporados en la presente memoria por
referencia en su totalidad. El cultivo celular proporciona la base para el estudio de procesos celulares tales como la
viabilidad, fenotipo, genotipo, proliferacion y diferenciacion de células y la formacion de moléculas biolégicas,
intermedios y productos. También se ha proporcionado el medio para el estudio de la proliferacion de estos
procesos, a partir del nivel genérico -ya sea en aislamiento ya sea en animales completamente transgénicos- en
sentido descendente hasta el nivel de moléculas de proteinas individuales. A pesar de su enorme contribucién al
estado actual de la biologia, muchos cultivos celulares conservan una disciplina de desarrollo, a pesar de la ciencia
inusualmente interesante que Ultimamente ofrece la posibilidad de terapia genética e ingenieria tisular.

Un objetivo importante del cultivo celular es la capacidad para generar la proliferacién de una amplia variedad de
células in vitro. El listado de tipos celulares diferentes que se pueden dejar proliferar en un cultivo es amplio (véase
la coleccibn American-Type Culture, http://www.atcc.org; European Collection of Cell Cultures,
http:/www.ecacc.org.uk; Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH-, http:/www.dsmz.de),
incluye ejemplos de la mayoria de los tipos celulares y estd aumentando de forma continua a medida que se
descubren mas y mas condiciones de cultivo. A pesar del progreso actual en el campo, el método de determinacién
de las condiciones de cultivo apropiadas para nuevos tipos celulares sigue siendo totalmente empirico; las
condiciones de proliferacién se descubren casi siempre por medio de ensayo y error. La eleccién del punto de
partida con frecuencia esta basada en las que se han usado previamente por parte de otros para células similares, o
incluso en las que se usan actualmente en el laboratorio para diferentes células. Muchas veces, estas son simples y
completamente inapropiadas y se debe iniciar un nuevo proceso de ensayo de error. Incluso cuando las condiciones
de un nuevo cultivo son satisfactorias, merece la pena recordar que las adaptaciones de los protocolos anteriores
han introducido un sesgo histérico al experimento. Por ejemplo, muchos de los experimentos preliminares con
cultivos tisulares hicieron extensivo el uso de fibroblastos y hasta la fecha la mayoria de las condiciones
normalizadas de cultivos celulares favorecen la proliferacién de células procedentes del mesodermo (fibroblastos,
endotelio, mioblastos). El desarrollo de un medio de proliferacion selectivo para las células epiteliales y otros tipos de
células basadas en estas condiciones constituyé un reto. Para algunos de los tipos celulares, se sabe que el suero -
un componente normal de muchos medios de cultivo para células mesodérmicas- realmente inhibe la proliferacion.
Un aspecto de la invencion descrito en la presente memoria es un método para desarrollar condiciones de cultivo
apropiadas que permitan la viabilidad, proliferacién y retencién del fenotipo de tipos celulares particulares.

Algunos problemas comunes que todavia se encuentran en los cultivos celulares son la vida util limitada de las
estirpes celulares primarias, el cambio de las caracteristicas de las estirpes celulares con el paso y su
transformacién acompanada por la pérdida de caracteristicas celulares interesantes. Estos efectos limitan en gran
medida la utilidad de las células cultivadas para su uso en experimentos o ensayos, por ejemplo los ensayos
basados en células descritos a continuacion. Las células primarias, es decir, células aisladas de nuevas a partir de
tejidos, ofrecen con mucho los modelos de cultivo celular mas precisos, ya que se comportan de una forma que se
parece ampliamente a su tejido de origen. De manera marcada, aun no se ha desarrollado un método de cultivo
fiable de células primarias y por consiguiente estas células exhiben una vida Gtil limitada in vitro. Esto supone una
limitacién técnica importante, por ejemplo cuando se intenta ampliar el cultivo primario, o cuando se intenta llevar a
cabo un experimento a un plazo mas largo. Un problema adicional asociado al uso de cultivos primarios es que
debido a que requieren aislamiento nuevo constante, puede resultar dificil disponer de materia primaria como fuente,
en particular procedente de humanos y también es dificil obtener estirpes que se comporten de manera consistente.
Un tercer aspecto de la invencion es por tanto un método para cultivar células primarias con el fin de obtener cultivos
viables con una vida util prolongada.

Si se mantienen los cultivos primarios in vitro durante un periodo amplio, normalmente experimentan una crisis en la
que la mayoria de las células perecen, sin embargo las células que sobreviven tienen una vida mas larga y se
pueden cultivar de forma indefinida. La mayoria de estas estirpes celulares son casi invariablemente
representaciones pobres de la células y se descubren en tejidos animales intactos. Un motivo para esto se basa en
el hecho de que el proceso que permite a las células convertirse en inmortales también tiene un impacto sobre las
caracteristicas de la célula. Por ejemplo, la mayoria de los cultivos celulares estabilizados han detenido sus genes
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especificos tisulares de expresion y en lugar de ello, Unicamente expresan genes de verificacién necesarios para la
proliferacién continua en el cultivo celular -como resultado de ello la mayoria de las citadas estirpes celulares son
mas parecidas unas a otras que el tejido del que proceden de forma original. Por ejemplo, la mayoria de las células
hepaticas han detenido la expresion de enzimas que metabolizan farmacos que, normalmente, las convertiria en
herramientas interesantes para someter a ensayo la toxicidad del farmaco. Otro aspecto de la invencion descrito en
la presente memoria es un método de cultivo de células de forma que proporcionen modelos de tejidos mas
precisos. Esto a su vez mejoraria la fiabilidad y el poder de prediccion de los experimentos basados en células y los
ensayos.

Las técnicas mejoradas para el cultivo de células y los métodos para descubrir y poner en préactica dichas técnicas
para la regulacion de procesos celulares tales como la proliferacién, diferenciacion, actividad metabdlica y expresion
fenotipica se presentan en la solicitud internacional en tramite junto con la presente WO 2004/031369. Cuando se
manejan ndmeros grandes de unidades celulares, su identidad y/o historia de cultivo celular (por ejemplo, la
cronologia y la naturaleza exacta de una serie de condiciones de cultivo a las que un grupo o unidad cualquiera ha
podido estar expuesto) se pueden confundir. El documento WO 2004/031369 describe métodos mejorados para
determinar la identidad y/o la historia de cultivo celular de las unidades celulares. En un aspecto, se describe el uso
de unidades celulares que se pueden manejar de forma apropiada en los experimentos de biologia celular,
permitiendo por ejemplo la separacion y la agrupacién de dichas unidades.

La presente invencién pretende proporcionar mejoras adicionales que solucionen algunas de las limitaciones de la
técnica anterior.

Sumario de la invencion

En la presente memoria se describe un método para determinar la historia de cultivo celular de una unidad celular
marcada con mas de una marca (por ejemplo, tipo de marca) que comprende las etapas de: (a) medir uno 0 mas
parametros de cada marca que se usa para marcar la unidad celular; (b) identificar cada marca de la unidad celular;
y (c) correlacionar la identidad de cada marca para identificar la unidad celular y/o las condiciones de cultivo celular
especificas a las que se ha expuesto la unidad celular.

También se muestra en la presente memoria un producto de programa de ordenador que incluye un programa de
ordenador para controlar un ordenador con el fin de llevar a cabo el método descrito.

Se muestra en la presente memoria un aparato para determinar la historia de cultivo celular de una unidad celular
que comprende una légica de procesado de datos para llevar a cabo operaciones de procesado de datos de acuerdo
con el método descrito en la presente memoria.

En un aspecto, se proporciona un complejo que comprende un microvehiculo que tiene una carga positiva
conjugada a una marca con carga negativa, siendo la marca una microesfera, no estando la microesfera revestida
con proteinas, en el que el microvehiculo comprende proteina, celulosa, polietileno, polistirol, vidrio, colageno-
aminoglucano-glucosa y/o gelatina.

También se muestra en la presente memoria un complejo que comprende un microvehiculo y una marca con forma
de bastoncillo.

De manera ventajosa, se pueden utilizar las calidades de las marcas que se describen en la presente memoria junto
con las mejoras que se describen en la presente memoria. Dichas mejoras comprenden por ejemplo la capacidad de
marcado mejorada de tipos especificos de marca y tipos especificos de unidades celulares, la separacion mejorada
de marcas a partir de unidades celulares y el andlisis mejorado de marcas.

En otro aspecto, se proporciona un método para separar un complejo de la presente invencién, que comprende la
etapa de poner en contacto dicho complejo con una proteasa, en el que dicho microvehiculo comprende consiste o
consiste esencialmente en una proteina.

En otro aspecto, se proporciona un método para separar un complejo de la presente invencién, que comprende la
etapa de poner en contacto dicho complejo con acido.

De manera ventajosa, estos métodos se pueden usar para separar una unidad celular y una marca de tal forma que
la marca se pueda analizar usando los métodos descritos en la presente memoria. Ademas, estos métodos no
tienen como resultado marcas que se estropean por medio de dicho tratamiento. Alin mas, estos métodos abordan
el problema de las marcas que se obtienen de forma que se complica seriamente su analisis -tales como las marcas
que se dispersan sobre un gran area superficial y/o que flotan sobre una disoluciéon acuosa mas densa.

En otro aspecto, se proporciona un método para determinar el efecto de una pluralidad de condiciones de cultivo
sobre una célula que comprende el uso del complejo de la presente invencion.
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En otro aspecto, se proporciona un método para determinar el efecto de una pluralidad de condiciones de cultivo
sobre una célula, que comprende las etapas de: (a) proporcionar un primer conjunto de grupos de una o mas células
y exponer dicho primer conjunto de grupos a condiciones de cultivo deseadas; (b) agrupar dos o mas de dichos
grupos para formar al menos una segunda agrupacion; (c) subdividir la segunda agrupacion para crear un conjunto
adicional de grupos de una o mas células; (d) exponer dichos grupos adicionales a condiciones de cultivo deseadas;
(e) opcionalmente, repetir las etapas (b)-(d) iterativamente segln se requiera; y (f) evaluar el efecto sobre una célula
dada o sobre grupos de células dados de las condiciones de cultivo a las que se ha expuesto, en el que cada grupo
de una o mas células es adherente o esta unido por el complejo de la presente invencion.

En otro aspecto, se proporciona un método para exponer un célula a una variedad de condiciones de cultivo, que
comprende las etapas de: (a) proporcionar un primer conjunto de grupos de una o mas células y exponer dichos
grupos a condiciones de cultivo deseadas; (b) agrupar dos o mas de dichos grupos para formar al menos una
segunda agrupacion; (c) subdividir la segunda agrupacién para crear un conjunto adicional de grupos de una o mas
células; (d) exponer dichos grupos adicionales a condiciones de cultivo deseadas; y (e) de manera opcional, repetir
las etapas (b)-(d) iterativamente segln se requiera, en el que cada grupo de una o mas células es adherente o esta
unido por medio del complejo de la presente invencion.

Se muestra en la presente memoria un método para identificar un gen que influye en un proceso celular, que
comprende las etapas de: (a) determinar el efecto de una 0 méas condiciones de cultivo sobre una unidad celular, de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria; b) analizar la expresion del gen en dichas unidades
celulares expuestas a dichas condiciones de cultivo; y c) identificar genes que se expresan de manera diferencial en
las condiciones de cultivo deseadas.

También se muestra en la presente memoria un método para producir un acido nucleico que codifica un producto
génico que influye en un proceso celular, que comprende identificar un gen de acuerdo con el método descrito en la
presente memoria y producir al menos una regiéon de codificacion de dicho gen por medio de sintesis de acido
nucleico o replicacién biolégica.

Se muestra en la presente memoria un método para inducir un proceso celular, que comprende las etapas de: (a)
identificar uno 0 mas genes que se expresan de forma diferencial en asociacion con el proceso de celular de
acuerdo con el método descrito en la presente memoria; y (d) modular la expresion de dicho uno mas genes en la
célula.

También se muestran en la presente memoria métodos para identificar el estado de un proceso celular de una
célula, que comprenden las etapas de: (a) identificar uno mas genes que se expresan de forma diferencial en
asociacion con el proceso celular de acuerdo con el método descrito en la presente memoria; y (b) detectar la
modulacion de expresion de dicho uno o mas genes en una célula, determinando de este modo el estado del
proceso celular de dichas células.

También se muestra en la presente memoria un método para inducir un proceso celular, que comprende las etapas
de: (a) determinar el efecto de una o mas condiciones de cultivo sobre una unidad celular, de acuerdo con los
métodos descritos en la presente memoria; (b) exponer un célula a condiciones de cultivo que incluyen el proceso
celular; y (c) aislar la célula deseada.

Se muestra en la presente memoria un método para identificar un agente que es capaz de inducir un proceso
celular, que comprende las etapas de: (a) determinar el efecto de uno o mas agentes sobre una unidad celular, de
acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria; y (b) identificar ese(esos) agente(s) que induce(n) el
proceso celular en las unidades celulares.

También se muestra en la presente memoria un método para preparar un agente que es capaz de inducir un
proceso celular, que comprende las etapas de: (a) determinar el efecto de uno o mas agentes sobre una unidad
celular, de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria; (b) identificar ese(esos) agente(s) que
induce(n) el proceso celular deseado en las unidades celulares; y c) sintetizar o aislar el(los) agente(s).

En otro aspecto, se proporciona un método para cultivar células pluripotentes, excluyendo células pluripotentes
embrionarias humanas o células que proceden de células pluripotentes in vitro, que comprende las etapas de: a)
incubar un cultivo de células pluripotentes; y b) separar dicho cultivo en dos 0 méas grupos de células pluripotentes; y
cultivar dichas células pluripotentes en dos 0 mas conjuntos diferentes de condiciones de cultivo, en el que las
células se cultivan en grupos que comprenden una o mas células adheridas o unidas al complejo de la presente
invencion.

En otro aspecto, se proporciona un método para cultivar células pluripotentes, excluyendo células pluripotentes
embrionarias humanas, que comprende la proliferacion de dichas células pluripotentes adheridas al complejo de la
presente invencion.

En otro aspecto, se proporciona un método para obtener células diferenciadas a partir de células pluripotentes in
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vitro, que comprende las etapas de: (a) proliferar células pluripotentes, excluyendo células pluripotentes
embrionarias humanas, adherentes al complejo de la presente invencién en un medio de cultivo; (b) transferir el
complejo desde un medio de cultivo a otro; (c) de manera opcional repetir al etapa (b) seglin se requiera; y (d)
obtener la células pluripotentes diferenciadas unidas al complejo.

En otro aspecto, se proporciona un método para proliferar células pluripotentes excluyendo células pluripotentes
embrionarias humanas in vitro que comprende las etapas de: (a) sembrar dichas células sobre el complejo de la
presente invencion; y (b) propagar las células al tiempo que se mantiene unidas al complejo.

En otro aspecto, se proporciona un método para cultivar células excluyendo células pluripotentes embrionarias
humanas en vitro, que comprende dejar proliferar dichas células adheridas al complejo de la presente invencién.

En la presente memoria se muestra un método para identificar una marca obtenida o que puede obtenerse a partir
de una unidad celular que comprende las etapas de: (a) separar la unidad celular y la marca; (b) obtener una o mas
imagenes de la marca usando una técnica microscopica; y (c) analizar las imagenes para determinar una o mas
caracteristicas de la marca.

En otro aspecto, se proporciona el uso del complejo de la presente invencién para determinar el efecto de una
pluralidad de condiciones de cultivo sobre una célula.

También se muestra el uso de una marca con forma de bastoncillo -tal como un nanoalambre- para marcar un
microvehiculo.

También se muestra el uso de una marca con forma de bastoncillo -tal como un nanoalambre- para determinar el
efecto de una pluralidad de condiciones de cultivo sobre una célula.

Realizaciones

En algunas realizaciones, el método es un método automatizado.

En algunas realizaciones, la unidad celular esté unida o adherida a un microvehiculo.
En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo poroso o sélido.

En algunas realizaciones, el microvehiculo poroso esta seleccionado entre el grupo que consiste en microvehiculo
de Cytopore (por ejemplo, un microvehiculo de Cytopore 1 o un microvehiculo de Cytopore 2), un microvehiculo de
Cultispher, un microvehiculo de Cultispher-G, un microvehiculo de Cultispher-GL y un microvehiculo de Cultispher-S,
un microvehiculo de Informatrix, un microvehiculo de Microsphere, un microvehiculo de Siran y un microvehiculo MC
Microporous.

En algunas realizaciones, el microvehiculo sélido esta seleccionado entre el grupo que consiste en microvehiculo de
Cytodex (por ejemplo, un microvehiculo de Cytodex 1, Cytodex 2 o Cytodex 3) un microvehiculo de Biosilon, un
microvehiculo de Bioglass, un microvehiculo de FACT Ill o un microvehiculo DE 52/53.

En algunas realizaciones, el(los) parametro(s) son el tamafio de las marcas y/o las propiedades épticas de las
marcas.

En algunas realizaciones, las propiedades Opticas estan seleccionadas entre el grupo que consiste en: reflectividad
de luz, color, longitud(es) de onda de emisién de fluorescencia e intensidad de emision de fluorescencia.

En algunas realizaciones, se mide una 0 mas imagenes de cada marca de la unidad celular en el campo de interés.

En algunas realizaciones, se mide una o mas imagenes de cada marca de la unidad celular del campo de interés
usando microscopia.

En algunas realizaciones, el método de microscopia esta seleccionado entre el grupo que consiste en microscopia
de campo brillante, microscopia con contraste de fase, microscopia de iluminaciéon oblicua, microscopia de campo
oscuro, microscopia de contraste de interferencia diferencial, microscopia de contraste de reflexion, microscopia de
contraste de Varel, microscopia de polarizacion, microscopia de interferencia y microscopia de fluorescencia.

En algunas realizaciones, se sacan perfiles de una o mas imagenes de cada marca de la célula unitaria en el campo
de interés.

En algunas realizaciones, se mide una o mas imagenes de fluorescencia de cada marca de la célula unitaria en el
campo de interés.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439940 T3

En algunas realizaciones, los perfiles de una o mas imagenes se cargan sobre una o mas imagenes de
fluorescencia.

En algunas realizaciones, se miden una o mas imagenes de fluorescencia de cada marca de la célula unitaria en el
campo de interés para cada fluoréforo que se usa para llevar a cabo las marcas.

En algunas realizaciones, se identifica cada marca de la unidad celular haciendo reaccionar uno 0 mas parametros
de la marca dentro de uno o més perfiles.

En algunas realizaciones, uno o mas parametros de la marca son el area y/o la densidad éptica de la marca
En algunas realizaciones, uno o mas parametros de la marca se introducen en una hoja de calculo.

En algunas realizaciones, el fluoroforo esta seleccionado entre el grupo que consiste en un fluoréforo que emite una
fluorescencia azul, verde, rojo préximo o rojo lejano.

En algunas realizaciones, en las que se usan dos 0 mas fluoréforos, los fluoréforos no se inactivan unos con otros.

En algunas realizaciones, los tamafos estan seleccionados entre al menos 3 tamafos diferentes -tales como 4, 5, 6
o0 7 tamanos diferentes.

En algunas realizaciones, los tamafos esta seleccionados entre el grupo que consiste en aproximadamente 1,9 um,
aproximadamente 4,4 um, aproximadamente 5,4 um, aproximadamente 5,8 um, aproximadamente 7,4 um,
aproximadamente 9,7 um y aproximadamente 9,8 um.

En algunas realizaciones, el fluoréforo esta seleccionado entre el grupo que consiste en UV2, Starfire Red y TRITC.

En algunas realizaciones, la cantidad de fluoréforo esta seleccionada entre 5 cantidades diferentes.

En algunas realizaciones, estas cantidades estan indicadas por medio de intervalos (por ejemplo, intervalos de
intensidad de fluorescencia).

En algunas realizaciones, cada cantidad diferente proporciona aproximadamente una diferencia de 5 a 10 veces en
cuanto a brillo.

En algunas realizaciones, hay al menos 2 pardmetros diferentes.
En algunas realizaciones, hay al menos 5 valores enteros diferentes.
En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo poroso.

En algunas realizaciones, el microvehiculo consiste o consiste esencialmente en proteina, celulosa, polietileno,
polistirol, vidrio, colageno, volageno-glucosa-aminoglucano y/o gelatina.

La marca tiene un grupo negativo.

La marca cargada es una microesfera.

En algunas realizaciones, la microesfera es de aproximadamente 9 um o menos de didmetro.

En algunas realizaciones, la microesfera es una microesfera modificada con carboxilato (CML).

En algunas realizaciones, la marca comprende, consiste 0 consiste esencialmente en poliestireno.

En algunas realizaciones, el complejo (por ejemplo, el microvehiculo) se adhiere o se une a una unidad celular.
En algunas realizaciones, al menos un anticuerpo esta unido a la célula.

Una marca con forma de bastoncillo puede ser un nanoalambre.

El nanoalambre puede ser un nanoalambre de aluminio. El nanoalambre puede ser un nanoalambre de aluminio.
El nanoalambre puede estar revestido con plata y/o oro.

El nanoalambre puede ser de aproximadamente 1 uM o menos de diametro. El nanoalambre puede ser de
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aproximadamente 1 uM o menos de diametro.

El nanoalambre puede ser de aproximadamente 10 uM o menos de longitud.

En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo poroso.

En algunas realizaciones, el microvehiculo comprende, consiste o consiste esencialmente en gelatina.
En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo de Cultispher.

En algunas realizaciones, el microvehiculo estd seleccionado entre el grupo que consiste en un microvehiculo de
Cultispher, un microvehiculo de Cultispher-GL y un microvehiculo de Cultispher-S.

En algunas realizaciones, la proteasa esta seleccionada entre el grupo que consiste en proteinasa K, tripsina,
termolisina y caspasa.

En algunas realizaciones, la proteinasa K se usa en una cantidad de aproximadamente 0,5 yl 0 menos.
En algunas realizaciones, el complejo se pone en contacto con proteinasa K durante al menos 20-60 minutos.

En algunas realizaciones, el complejo se pone en contacto con la proteasa en un volumen de aproximadamente 5 pl
0 menos.

En algunas realizaciones, el microvehiculo comprende, consiste o consiste esencialmente en celulosa.
En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo de Cytopore.
En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo de Cytopore 2.

En algunas realizaciones, el acido esta seleccionado entre el grupo que consiste en acido clorhidrico, &cido sulfurico
e hipoclorito de sodio.

En algunas realizaciones, el acido es acido clorhidrico de 37 % (~ 12M).
En algunas realizaciones, el acido es acido sulfurico concentrado.

En algunas realizaciones, el complejo se pone en contacto con acido en un volumen de aproximadamente 5 pl o
menos.

En algunas realizaciones, el complejo se calienta en presencia del acido.

En algunas realizaciones, las células se cultivan en unidades celulares, comprendiendo cada unidad celular una o
mas células.

En algunas realizaciones, las unidades celulares son células individuales.
En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo son medios a los que se expone la célula.
En algunas realizaciones, el medio contiene uno o mas agentes especificos que influyen en un proceso celular.

En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo celular comprenden cultivar a una o mas temperaturas
especificas.

En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo celular comprenden cultivar en uno o mas sustratos especificos.
En algunas realizaciones, las condiciones de cultivo deseadas influyen en un proceso celular.

En algunas realizaciones, la modulacion de la expresion del gen en las células comprende transfeccion de dicho uno
0 mas genes en el interior de la célula.

En algunas realizaciones, la modulacién de la expresion del gen comprende la administracion exégena de un
producto de gen.

En algunas realizaciones, dichos uno 0 mas genes codifican un marcador.
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En algunas realizaciones, dicho marcador se puede detectar por medio de un inmunoensayo.
En algunas realizaciones, el proceso celular es diferenciacién o proliferacion celular.
En algunas realizaciones, las unidades celulares son células individuales.

En algunas realizaciones, dichas células pluripotentes se someten a al menos un cambio de las condiciones de
cultivo.

En algunas realizaciones, dicho cambio de las condiciones de cultivo comprende un cambio de medio.

En alguna realizacién, se aislan las células diferenciadas por medio de desligado enzimatico o quimico a partir del
complejo.

En algunas realizaciones, se aislan las células diferenciadas por medio de digestion del complejo.
Descripcion de las figuras

La figura 1 ilustra una muestra de microperlas de Duke coloreadas vistas al microscopio con luz con marcas Negro,
Rojo y Azul en dos tamanos diferentes (5,4 umy 7,6 um).

La figura 2 ilustra microvehiculos de Cultispher-G atrapados en un filtro de 70 um durante los lavados para retirar las
microperlas no ligadas (intervalos de tamaro de 4,4 um-9,8 um), que pasan a través del mismo.

La figura 3 ilustra la digestion de microvehiculos de Cultispher-G con 2U/ml de proteinasa k (las figuras muestran el
mismo microvehiculo durante un periodo de 15 minutos, como viene indicado).

La figura 4 ilustra la digestion de microvehiculos de Cytopore 2 con HCI de 37 % (~ 12 M) (las figuras muestran el
mismo microvehiculo durante un periodo de 1 h y 30 minutos, como viene indicado).

La figura 5 ilustra un Diagrama de Flujo de Andlisis de Marca Imagepro para el andlisis al microscopio con el fin de
identificar una o mas areas y/o valores de densidad Optica para una microperla. Las iméagenes estan tomadas
usando varias exposiciones y filtros: filtro UV2: Ex 340-380 nm; Em 435-485 nm; filiro TRITC: Ex 540/25 nm; Em
605/55 nm; Rojo Starfire: Ex 620/60 nm; Em 700/75 nm.

La figura 6 ilustra muestra un Diagrama de Flujo de ID de Marca en el que las microperlas (marcas) son de 2
tamanos diferentes, cada uno de ellos con 4 niveles de fluoréforo A + fluoréforo B. El fluoréforo A es UV2 y el
Fluoréforo B es TRICT. F1 -medicion de densidad éptica media para la marca usando un canal UV2; F2 -medicion
de densidad Optica media para marca usando un canal de Rojo de Starfire; F3 -medicion de densidad éptica media
para marca usando un canal de TRITGC; f1 -limite inferior para fluorescencia de la marca 1; f2 -limite superior para la
fluorescencia de la marca 1; {3 -valor umbral inferior para fluorescencia de TRITC de todas las marcas; f4 -limite
inferior para fluorescencia de la marca 2; f5 -limite superior de fluorescencia de Tor de la marca 2 etc.; Area -
medicién de area; al -limite inferior de area para la marca de tamafo 1; a2 -limite superior de area para la marca de
tamafo 1; a3 -limite inferior de area para la marca de tamafo 2; a4 -limite superior de area para la marca de tamano
2etc.;Y =si;N=no.

En un detalle adicional, la caja (a) muestra que el limite inferior para un primer parametro es menor que la medicién
media para un primer parametro y el limite superior para un primer parametro es mayor que la medicién media para
un primer parametro; la caja (b) muestra que el limite inferior para un segundo parametro es menor que la medicion
media para un segundo parametro y el limite superior para un segundo parametro es mayor que la medicion media
para un segundo parametro; las cajas (c), (), (i), (k), (0), (q), (1) y (v) muestran cada una que la medicién media para
un tercer parametro es mayor que el limite inferior para el tercer parametro; la caja (e) muestra que si el resultado de
la caja (b) es negativo entonces se miden las mediciones superior, inferior y media para un valor entero adicional de
un parametro. En particular, la caja (€) muestra que el limite inferior de area para un valor entero de un parametro es
menor que la medicién media del parametro y que el limite superior del area para el valor entero del parametro es
mayor que la medicién media del parametro. Esto se repite para valores enteros adicionales de un parametro en las

cajas (h), i), (), (), (8) ¥ (u)-

La figura 7 muestra un diagrama de flujo alternativo en el que se examinan uno o mas valores enteros de un
parametro en serie, de tal forma que las decisiones "No" de la figura 6 continGan para interrogar a esos valores
enteros para un parametro adicional. El fluoréforo A es Rojo de Starfire y el Fluoréforo B es TRITC. Por ejemplo, se
pueden examinar F1 y F2 en serie, de manera que las decisiones "No" de la figura 6 contindan para interrogar los
valores de Rojo de Starfire para la marca de tamafo relevante. F1 -medicién de densidad media para el canal UV2;
F2 -medicion de densidad media para el canal Rojo de Starfire; F3 -medicién de densidad media para los canales
TRITC, f18 -limite inferior para la fluorescencia de la marca 9; f19 -limite superior para la fluorescencia de la marca
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9; f8 -umbral limite inferior para la fluorescencia TRITC de todas las marcas 1; Y = si; N = No.

La figura 8 muestra microvehiculos de gelatina de Cultispher-G macroporosos (Percell Byolytica AB) sembrados con
células ES de raton y tefidos con un kit que muestra actividad de fosfatasa alcalina, un marcador de pluripotencia.

La figura 9 ilustra una muestra de 140.000 microvehiculos procesada por un Cultivo Celular Combinatorio a través
de la matriz que se muestra en la Tabla 1 e incubada sobre D13 con el reactivo de ensayo de macréfago DQ-
ovoalbumina (Sondas Moleculares). El panel izquierdo superior muestra un imagen de contraste de fase de los
microvehiculos. La imagen derecha superior muestra el mismo campo usando un conjunto de filtro FITC, por medio
del que los macrofagos se pueden distinguir facilmente como células redondeadas de gran tamafo marcadas
internamente con fluorescencia verde. La imagen izquierda inferior muestra el mismo campo -usando un conjunto de
filtro FITC- que revela marcas cargadas con UV2 asociadas a los microvehiculos.

La figura 10 es como la figura 9 pero para un campo diferente.

La figura 11 representa graficos que muestran el nimero y la identidad de todas las marcas de los microvehiculos
que portan microfago a) C5, b) A22 y c) E6. Las barras marcadas con un asterisco en b) y c) indican las condiciones
que se determinaron finalmente para dar como resultado la diferenciacion reproducible del macréfago.

La figura 12 es un ejemplo de un microvehiculo que porta un gran nimero de macrofagos tefidos con DQ-
ovoalbumina (Sondas Moleculares).

La figura 13 es una representacion grafica de las 50 marcas de microesfera encargados en Bangs Laboratories
(Fishers, IN). El tamafio de las microesferas fue entre 1,87 um y 9,77 um y se secaron con cinco utensilios
distinguibles del fluor6foro Rojo de Starfire o alternativamente UV2.

La figura 14 es una muestra de calibracién de marcas de microesferas tefiidas con Rojo de Starfire analizadas de
acuerdo con el tamafo de la marca y la intensidad de fluorescencia a un ajuste de exposicién concreto. Se us6 una
muestra de calibracion similar para determinar parametros (indicados por 6valos) para la clasificacién de las marcas
unidas a los microvehiculos.

La figura 15 muestra imagenes de control de calidad de particulas con forma de bastoncillo usadas en el
experimento, obtenidas usando iluminacion a 430 nm y un objetivo de 63X. Imagen izquierda 101010; Imagen
Derecha 100001 (enlaque 1 =Agy 0 = Au).

La figura 16 es una imagen de una unidad celular marcada tefida con un tinte vital rojo neutro para mostrar células
vivas y que muestra las particulas con forma de bastoncillo asociadas (indicadas por flechas), obtenidas usando
iluminacién de campo brillante y un objetivo de 20X.

La figura 17 es una imagen de las particulas con forma de bastoncillo tras la digestion de proteinasa K de una
unidad celular marcada, obtenida por medio del uso de iluminacién de campo brillante y un objetivo de 20X.

La figura 18 es un imagen que muestra la discriminacion de dos particulas diferentes liberadas tras la digestion de
proteinasa K de una unidad celular marcada, obtenida usando un conjunto de filtro CFP (Ex. 436/10; Em 465/30) con
un objetivo de inmersién en aceite de 100x. La particula de la izquierda es 100001 y la particula de la derecha es
101010.

Descripcion detallada de la invencion
DEFINICIONES

Condiciones de cultivo Segun se usa en la presente memoria, la expresidén "condiciones de cultivo" se refiere al
entorno en el que se colocan las células o al que se exponen las células para favorecer la proliferacién o la
diferenciacion de dichas células. De este modo, la expresion se refiere al medio, temperatura, condiciones
atmosféricas, sustrato, condiciones de agitacion y similares que pueden afectar a la proliferacién y/o diferenciacién
de las células. Mas particularmente, la expresién se refiere a agentes especificos, que se pueden incorporar al
medio de cultivo y que pueden afectar a la proliferacion y/o diferenciacién de las células.

Célula Una célula, segun se hace referencia en la presente memoria, se define como la unidad estructural mas
pequeria de un organismo que es capaz de funcionar de manera independiente, 0 un organismo denominado
individual, que consiste en uno o mas nucleos, citoplasma y varios organulos, todos ellos rodeados por una
membrana celular semipermeable o pared celular. La célula puede ser procariota, eucariota o arqueobacteriana. Por
ejemplo, la célula puede ser una célula eucariota. Se prefieren las células de mamiferos, especialmente las células
humanas. Las células pueden ser naturales o modificadas, tal como por medio de manipulacion genética o paso en
un cultivo, para lograr las propiedades deseadas. Se define una célula madre con mas detalle a continuacién y es
una célula multipotente o pluripotente o totipotente capaz de proporcionar mas de un tipo celular diferenciado. Las
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células pluripotentes se pueden diferenciar in vitro para dar lugar a células diferenciadas, que pueden ser por si
mismas multipotentes, o pueden estar diferenciadas de forma terminal. Las células diferenciadas in vitro son células
que se han creado artificialmente por medio de exposicién de las células pluripotentes a uno o mas agentes que
favorecen la diferenciacién celular.

Proceso celular Un proceso celular es cualquier efecto, causa, evento, proceso o funcién caracteristica, intracelular o
extracelular, que ocurre 0 que se observa o que se puede atribuir a una célula. Ejemplos de procesos celulares
incluyen, pero sin limitarse a, viabilidad, senescencia, muerte, pluripotencia, morfologia, sefalizacion, union,
reconocimiento, produccion de moléculas o destruccion (degradacion), mutacion, plegado de proteinas,
transcripcion, translacion, catalisis, transmisién sinaptica, transporte vesicular, funcién de organulo, ciclo celular,
metabolismo, proliferacion, division, diferenciacion, fenotipo, genotipo, expresion génica o el control de estos
procesos.

Unidad celular Un grupo de células, que puede ser un grupo de una vez. Las agrupaciones de unidades celulares se
pueden clasificar, subdividir y manipular sin sustancialmente disociar las propias unidades celulares, de manera que
la unidad celular se comporta en forma de colonia de células y cada célula de la unidad celular esta expuesta a las
mismas condiciones de cultivo. Para algunas realizaciones, una unidad celular puede comprender un microvehiculo
o una perla a la que se adhiere un grupo de células.

Totipotente Una célula totipotente es una célula con el potencial para diferenciarse dando lugar a cualquier tipo de
célula somatica o germinal que se encuentra en el organismo. De este modo, se puede derivar cualquier células
deseada, por determinados medios, a partir de una célula totipotente.

Pluripotente Una célula pluripotente es una célula que se puede diferenciar para dar lugar a méas de un tipo celular,
pero no a todos.

Marca En un aspecto, el término "marca", segin se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier marca que se
usa para identificar una unidad celular y/o determinar una condicién de cultivo, o una secuencia de condiciones de
cultivo, a las que se ha expuesto la unidad celular. En otro aspecto, el término "marca” se refiere a cualquier marca
que se afiade a una unidad celular como medio para marcar especificamente esa unidad celular, facilitando de este
modo la identificacién de una unidad celular y/o la determinaciéon de una condicién de cultivo y/o una secuencia de
condiciones de cultivo, a la que se ha expuesto la unidad celular. De manera apropiada, la marca existe en un
nuamero de variantes relacionadas pero distintas que se distinguen facilmente, como se describe en detalle adicional
en la presente memoria. La marca forma parte de un complejo con un microvehiculo -tal como un microvehiculo de
Cultispher-G o un microvehiculo de Cytopore 2. La marca es una microesfera o una microperla. Segun se hace
referencia en la presente memoria, el término "marca" es sinonimo del término "etiqueta".

Exposicién a condiciones de cultivo Se expone una célula a condiciones de cultivo cuando se pone en contacto con
un medio, o se deja proliferar en condiciones que afectan a uno o méas proceso(s) celular(es) tales como la
proliferacién, la diferenciacion o el estado metabdlico de la célula. De este modo, si las condiciones de cultivo
comprenden cultivar la célula en un medio, se coloca la célula en el medio durante un periodo de tiempo suficiente
para que tenga un efecto. De igual forma, si las condiciones son condiciones de temperatura, las células se cultivan
a la temperatura deseada.

Agrupacion La agrupacion de uno o mas grupos de unidades celulares implica la mezcla de los grupos para crear un
grupo individual o agrupacién que comprende unidades celulares de mas de un fondo, es decir, que se ha expuesto
a mas de un conjunto diferente de condiciones de cultivo. Se puede subdividir una agrupacion en grupos, bien al
azar o bien no al azar; dichos grupos no son "agrupaciones" por si mismos para los fines presentes, sino que se
pueden agrupar por si mismos por medio de combinacion, por ejemplo tras la exposicién a diferentes conjuntos de
condiciones de cultivo.

Proliferaciéon Se usa crecimiento celular y proliferacién celular intercambiablemente para indicar la multiplicacion de
los nimeros celulares sin diferenciacion en tipos celulares o linajes. En otras palabras, los términos indican un
aumento de los numeros de células viables. En algunas realizaciones, la proliferaciéon no viene acompafnada de
cambios apreciables en el fenotipo o genotipo.

Diferenciacion La diferenciacion celular es el desarrollo, a partir de un tipo celular, de un tipo de celular diferente. Por
ejemplo, una célula bipotente, pluripotente o totipotente se puede diferenciar en una célula neural. La diferenciacion
puede venir acompafnada de proliferacién o puede ser independiente de la misma. El término "diferenciacion”
generalmente hace referencia a la adquisicién de un fenotipo de un tipo celular maduro a partir de un tipo celular
menos definido desde el punto de vista de desarrollo, por ejemplo una neurona, o un linfocito, pero no excluye la
transdiferenciacion, por medio de la que un tipo celular maduro se convierte en otro tipo celular maduro, por ejemplo,
una neurona en un linfocito.

Estado de diferenciacién El estado de diferenciaciéon de una célula es el nivel en el que la célula se ha diferenciado a
lo largo de un mecanismo o linaje particular.
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Estado de proceso celular El estado de un proceso celular se refiere a si el proceso celular estd ocurriendo o noy en
los procesos celulares complejos puede indicar una etapa particular de ese proceso celular. Por ejemplo, un
mecanismo de diferenciacion celular de una célula puede estar inactivo o se puede inducir y puede comprender un
numero de etapas discretas o componentes tales como eventos de sefializacion que caracterizan la presencia de un
conjunto caracteristico de enzimas o intermedios.

Gen Un gen es un acido nucleico que codifica un producto de un gen, es un polipéptido o un producto génico de
ARN. Segun se usa en la presente memoria, un gen incluye al menos la secuencia de codificacion que codifica el
producto génico; de manera opcional, puede incluir una 0 méas regiones reguladoras necesarias para la transcripcion
y/o translacion de la secuencia de codificacion.

Producto génico Un producto génico es normalmente una proteina codificada por un gen de manera convencional.
No obstante, el término también engloba productos génicos que no son de polipéptido, tal como acidos
ribonucleicos, que estan codificados por el gen.

Sintesis de acido nucleico Los acidos nucleicos se pueden sintetizar de acuerdo con cualquier técnica disponible. En
algunas realizaciones, la sintesis de acido nucleico estd automatizada. Ademas, los acidos nucleicos se pueden
producir por medio de replicacion bioldgica, tal como por medio de clonacién y replicacion en células bacterianas o
eucariotas, de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica.

Expresion diferencial Los genes que se expresan a diferentes niveles en respuesta a las condiciones de cultivo
celulares se pueden identificar por medio de andlisis de expresion génica, tal como en una matriz génica, por medio
de métodos conocidos en la técnica. Los genes que se expresan diferencialmente muestran una cantidad mayor o
menor de ARNm o producto génico en la célula en las condiciones de ensayo que en condiciones alternativas, con
respecto a los niveles de expresion génica totales.

Transfeccién Los genes se pueden someter a transfeccion en células por cualquier medio apropiado. El término se
usa en la presente memoria para hacer referencia a transfecciéon convencional, por ejemplo usando fosfato de calcio,
pero también para incluir otras técnicas para transferir acidos nucleicos a una célula, incluyendo transformacién,
transduccion virica, electroporacién y similares.

Modulacién El término modulacion se usa para hacer referencia a un aumento y/o disminucion del parametro objeto
de modulacién. De este modo, la modulacién de la expresidn génica incluye tanto el aumento de la expresién génica
como la disminucién de la expresion génica.

Valor entero Esta expresion se refiere a una entidad individual de un parametro. A modo de ejemplo, si el parametro
es el tamaro de la marca, entonces el valor entero serd uno o mas de los tamanos especificos dentro del pardametro.

IDENTIFICACION DE MARCAS ASOCIADAS A UNA O MAS UNIDADES CELULARES

En la presente memoria se describe un método para determinar la historia de cultivo celular de una unidad celular
marcada con una o mas marcas (por ejemplo, mas de un tipo de marca) que comprende las etapas de: (a) medir
uno o mas parametros de cada marca que se usa para marcar la unidad celular; (b) identificar cada marca en la
unidad celular; y (c) correlacionar la identidad de cada marca con la identidad de la unidad celular y las condiciones
de cultivo celular especificas a las que se ha expuesto la unidad celular.

También se muestra en la presente memoria un método para determinar la historia de cultivo celular de una unidad
celular marcada con uno o mas tipos de marca que comprenden las etapas de: (a) obtener las marcas a partir de las
unidades celulares en una forma apropiada para el andlisis; (b) medir uno 0 méas parametros de cada marca que se
usa para marcar una unidad celular; (c) identificar cada marca en la unidad celular; y (d) correlacionar la identidad de
cada marca con la cronologia e identidad de las condiciones de cultivo celular a las que se expone la unidad celular.

El(los) parametro(s) pueden ser el tamafno de las marcas y/o las propiedades Opticas de las marcas. Ejemplos de
propiedades oOpticas de los marcas incluyen, pero sin limitarse a, reflectividad de luz, color, longitud(es) de onda de
fluorescencia y/o intensidad de emision de fluorescencia.

La(s) unidad(es) celulares a analizar se pueden separar de una muestra que puede contener muchas unidades
celulares diferentes.

Las marcas de la unidad(es) celular(es) objeto de andlisis se pueden aislar de la unidad celular. En algunas
realizaciones, esto se consigue por medio de digestion enzimatica y/o hidrélisis acida de la unidad celular. En
algunas realizaciones, esto se consigue usando los métodos descritos en la presente memoria. De manera
ventajosa, en determinadas realizaciones esto tiene como resultado la destruccién de la unidad celular pero las
marcas se obtienen intactas.
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En una realizacion de la presente invencién, se miden una o mas marcas diferentes para una unidad celular -tal
como una unidad celular presente en una muestra que comprende una pluralidad de unidades celulares.

En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 2 a aproximadamente 50 o mas (tipos de) marcas diferentes
por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 2 a aproximadamente 40 (tipos de) marcas
diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones sera de aproximadamente 2 a aproximadamente 30 (tipos
de) marcas diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 2 a aproximadamente
20 (tipos de) marcas diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 2 a
aproximadamente 10 (tipos de) marcas diferentes por unidad celular.

En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 o mas (tipos de) marcas diferentes
por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 (tipos de) marcas
diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones sera de aproximadamente 1-5 a aproximadamente 50 (tipos
de) marcas diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, serd de aproximadamente 20 a
aproximadamente 50 (tipos de) marcas diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de
aproximadamente 25 a aproximadamente 50 (tipos de) marcas diferentes por unidad celular. En algunas
realizaciones, sera de aproximadamente 30 a aproximadamente 50 (tipos de) marcas diferentes por unidad celular.
En algunas realizaciones, serda de aproximadamente 35 a aproximadamente 50 (tipos de) marcas diferentes por
unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 40 a aproximadamente 50 (tipos de) marcas
diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 45 a aproximadamente 50 (tipos
de) marcas diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, se espera que sea de aproximadamente 50 o
mas (tipos de) marcas diferentes por unidad celular.

En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 55, 60, 65, 70, 75 o incluso 80 o mas (tipos de) marcas
diferentes por unidad celular. En algunas realizaciones, sera de aproximadamente 55, 60, 65, 70, 75 o incluso 80,
90, 100, 250, 500, 750 o0 1000 o mas (tipos de) marcas diferentes por unidad celular.

Cada uno de los parametros descritos anteriormente puede tener un nimero diferente de valores enteros. En
algunas realizaciones, existen al menos 2, 3, 4 o 5 valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas
realizaciones, existen al menos 10 valores enteros diferentes de cada parametro. En algunas realizaciones, existen
al menos 15 valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 20 valores
enteros diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 25 valores enteros diferentes
para cada parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 30 valores enteros diferentes para cada
parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 35 valores enteros diferentes para cada parametro. En
algunas realizaciones, existen al menos 40 valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas
realizaciones, existen al menos 45 valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones,
existen al menos 50 valores enteros diferentes para cada parametro.

En algunas realizaciones, existen al menos 2 parametros diferentes y mas de 5 valores enteros diferentes para cada
parametro.

En algunas realizaciones, existen al menos 2 parametros diferentes y mas de 5 y menos de 50 valores enteros
diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 2 parametros diferentes y 50 o menos
valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 2 parametros diferentes
y 50 o mas valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 2
parametros diferentes y 40 o menos valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas realizaciones,
existen al menos 2 parametros diferentes y 30 o menos valores enteros diferentes para cada parametro. En algunas
realizaciones, existen al menos 2 parametros diferentes y 20 o menos valores enteros diferentes para cada
parametro. En algunas realizaciones, existen al menos 2 parametros diferentes y 10 o menos valores enteros
diferentes para cada parametro.

Cada unidad celular puede contener méas de una marca (por ejemplo, multiple) de cada especie.

De manera ventajosa, este método se puede automatizar de tal forma que se pueden procesar muchas unidades
celulares y/o muchas muestras. Esto es particularmente ventajoso, ya que cada muestra puede tener muchas
marcas diferentes (por ejemplo cientos) en la misma, generando de este modo una gran cantidad de datos.

Para algunas realizaciones de la presente invencion, existe un maximo de 50 marcas diferentes. A modo de ejemplo,
el uso de microperlas hidréfilas CML como se describe en la presente memoria normalmente tiene como resultado
este numero de microperlas. Se pueden usar las microperlas hidréfilas CML juntas con uno o mas microvehiculos.
En algunas realizaciones, se usan las microperlas hidréfilas CML junto con un microvehiculo Cytopore 2.

Las marcas de la muestra pueden ser todas diferentes o pueden ser todas iguales. Las marcas pueden ser de
tamanos diferentes -tales como entre aproximadamente 1-10 um, de modo preferido de aproximadamente 1,9 um,
aproximadamente 4,4 um, aproximadamente de 5,4 um, aproximadamente de 5,8 um, aproximadamente de 7,4 um,
aproximadamente de 9,7 um y/o aproximadamente de 9,8 um. Estas marcas pueden ser microesferas -tales como
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microesferas de CML- y los diametros de dichas microesferas pueden estar entre 1-10 um, de modo preferido de
aproximadamente 1,9 um, aproximadamente 4,4 pum, aproximadamente 5,4 um, aproximadamente 5,8 um,
aproximadamente de 7,4 um, aproximadamente de 9,7 um y aproximadamente de 9,8 um.

En una realizacion, se correlaciona una marca particular con una condicion conocida de cultivo celular. Por
consiguiente, una vez que se ha marcado la célula con esta marca y se ha cultivado en las condiciones
correspondientes, es posible identificar o seleccionas esas condiciones de cultivo que han dado lugar a una unidad
particular de interés.

Aunque varios métodos de analisis de imagenes se encuentran disponibles en la técnica, se puede usar una
combinacion de soporte logico de formacidon de imagenes Image Pro Plus de Media Cybernetics
(www.mediacy.com), un microscopio de fluorescencia Nikon TE2000-S y una camara monocroma enfriada Evolution
VF, suministrados por Media Cybernetics.

En una realizaciéon se miden una o mas imagenes de cada marca en la unidad celular en el campo de interés.
Normalmente, esto se puede conseguir usando microscopia -tal como microscopia de campo brillante, microscopia
con contraste de fase, microscopia de iluminacion oblicua, microscopia de campo oscuro, microscopia de contraste
de interferencias diferencial, microscopia de contraste de reflexién, microscopia de contraste de Varel, microscopia
de polarizacion, microscopia de interferencia y microscopia de fluorescencia. De manera apropiada, se pueden
sacar perfiles para una o0 mas imagenes de cada marca de la unidad celular en el campo de interés y/o se miden una
0 mas imagenes de cada marca en la unidad celular en el campo de interés. El fluor6foro puede emitir, por ejemplo,
una fluorescencia azul, verde, rojo préximo o rojo lejano. De manera apropiada, el fluoréforo esta seleccionado entre
el grupo que consiste en UV2, Rojo Starfire y TRITC. La cantidad de fluoréforo puede estar seleccionada entre 5
intervalos diferentes (por ejemplo, intervalos de intensidad de fluorescencia) y cada intervalo diferente es discreto.
En algunas realizaciones, los intervalos pueden diferir en aproximadamente 2 a 5 veces 0 mas en cuanto a brillo. En
algunas realizaciones los intervalos pueden diferir en aproximadamente 5 a 10 veces o0 mas en cuanto a brillo. En
algunas realizaciones, los intervalos pueden diferir en aproximadamente 2 a 100 veces o0 mas en cuanto a brillo. En
algunas realizaciones, los intervalos pueden diferir en aproximadamente 2 a 1000 veces 0 mas en cuanto a brillo. En
algunas realizaciones, los intervalos pueden diferir en aproximadamente 2, 5, 10, 100 o 1000 veces o0 mas en cuanto
a brillo.

De manera apropiada, los perfiles para una o mas imagenes se anaden sobre una o0 méas imagenes de fluorescencia
y se pueden medir una o mas imagenes de fluorescencia de cada marca de la unidad celular del campo de interés
para cada fluoréforo que se usa para llevar a cabo las marcas. Cada marca de la unidad celular puede identificarse
por medio de lectura de uno o mas parametros tales como el area y/o la densidad éptica —de la marca dentro de uno
0 mas perfiles.

De este modo, a modo de ejemplo, se pueden analizar las marcas por medio de microscopia usando un microscopio
epifluorescente Nikon TE2000-S invertido equipado con conjuntos de filtros para la visualizacion de los fluoréforos -
tales como TRLTC, DAPI (UV2), GFP-B (todos de Nikon) y Cy5 (Chroma Technology). Las imagenes se pueden
capturar en una camara monocroma enfriada Evolution VF y se puede llevar a cabo el analisis de imagenes usando
Image Pro Plus (ambos de Media Cybernetics).

Normalmente, los perfiles de las microesferas individuales se capturan usando métodos de microscopia y se
calculan las areas dentro de los mismos para ajustar el tamario de las marcas. Se pueden usar las intensidades de
fluorescencia de los diferentes canales para especificar de forma adicional la identidad de cada marca por medio de
comparacioén con las muestras de referencia que contienen marcas conocidas.

De manera apropiada, los métodos de microscopia estan seleccionados entre el grupo que consiste en microscopia
de campo brillante, microscopia con contraste de fase, microscopia con iluminacién oblicua, microscopia de campo
oscuro, microscopia de contraste de interferencia diferencial, microscopia de contraste de reflexion, microscopia de
contraste de Varel, microscopia de polarizacion, microscopia de interferencia y microscopia de fluorescencia.

En una realizacién, el método de microscopia es microscopia de campo brillante.

De manera opcional, los datos que se obtienen se pueden procesar usando métodos adicionales descritos en la
presente memoria, que proporcionan la cronologia e identidad de las condiciones de cultivo celulares a las que se ha
expuesto una unidad celular de una muestra objeto de determinacion. De manera ventajosa, este proceso se puede
automatizar permitiendo de este modo el procesado rapido de una gran cantidad de datos.

De manera ventajosa, el proceso utiliza un soporte l6gico que cuenta el niumero de cada tipo de marca y
posteriormente proporciona estos datos en forma de un listado, un gréafico o un diagrama.

De manera ventajosa, se pueden introducir los datos en una hoja de célculo para analisis de alto rendimiento.

En un aspecto, el método de andlisis de estos datos comprende una primera etapa de comparar los limites superior
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e inferior de al menos un parametro de una marca con la mediciéon media de al menos un parametro de la marca. En
una realizacién de la presente invencion, los limites superior e inferior de cualquier parametro se obtienen por medio
de analisis de una pluralidad de marcas de referencia de las mismas especies. Si el limite inferior es menor que la
*medicion media y el limite superior es mas elevado que la medicion media, entonces el método compara los limites
superior e inferior de un segundo parametro de una marca con la medicion media del segundo parametro de la
marca. Si el limite inferior del segundo parametro es menor que la medicién media del parametro y el limite superior
del segundo parametro es mas elevado que la medicion media de ese parametro, entonces el método compara uno
0 mas parametros relativos al limite inferior del correspondiente parametro.

Si algun punto de la medicién media de cualquier parametro no se encuentra dentro de los limites superior e inferior
determinados para ese parametro, entonces el método compara la medicion media con respecto al segundo
intervalo que comprende los limites diferentes para ese mismo parametro.

En la presente memoria se muestra un método para determinar la cronologia e identidad de las condiciones de
cultivo celular a las que se ha expuesto la unidad celular que comprende la etapa de: comparar los limites superior e
inferior de al menos un parametro de una marca con la medicién media de al menos un parametro de la marca.

En la presente memoria también se describe un método para determinar la cronologia e identidad de las condiciones
de cultivo celular a las que se ha expuesto la unidad celular que comprende las etapas de: (a) comparar los limites
superior e inferior de al menos un parametro de una marca con la medicién media de al menos un parametro de la
marca; (b) comparar la medicion media de al menos un parametro de la marca con el limite mas inferior de al menos
un pardmetro de la marca; y (c) correlacionar la medicion de al menos un parametro de la marca con la identidad de
la marca asociada a la unidad celular.

En una realizacion, si el limite inferior es menor que la medicion media y el limite superior es mayor que la medicion
media, entonces el método compara los limites superior e inferior de un segundo parametro de una marca con la
medicién media del segundo parametro de la marca. Por ejemplo, el primer parametro puede ser el tamarno vy el
segundo parametro puede ser la intensidad o nivel de fluorescencia.

En una realizacion, si el limite inferior del segundo parametro es menor que la medicion media para ese parametro y
el limite superior del segundo parametro es mayor que la medicién media de ese parametro, entonces el método
compara uno o mas parametros relativos a un limite inferior del correspondiente parametro.

En una realizacién, si el limite inferior no es menor que la medicion media y la medicion media no es menor que el
limite superior, entonces se miden los limites superior e inferior de al menos un valor entero adicional del mismo
parametro de la marca. A modo de ejemplo, el valor entero adicional puede incluir, pero sin limitarse a un tamano
diferente, un fluor6foro diferente o un intervalo diferente de intensidad de fluorescencia. Por consiguiente, el
parametro para cada uno de estos valores enteros es tamafo, tipo de fluoréforo e intensidad de fluorescencia,
respectivamente.

En una realizacion, si el limite inferior es menor que la medicién media y la medicién media es menor que el limite
superior, entonces se mide al menos un parametro adicional para la marca -tal como el tamafo, tipo de fluoréforo y/o
nivel de fluoréforo en la marca.

En una realizacion, si la medicién media para al menos un parametro de la marca es mayor que el limite mas bajo
para al menos un parametro de la marca, entonces el resultado se correlaciona con una o mas marcas que poseen
uno 0 Mas parametros.

En una realizacidn, si la medicién media para al menos un parametro de la marca no es mayor que el limite mas
bajo para uno o mas parametros de la marca, entonces el resultado se correlaciona con una marca que posee el
parametro.

En una realizacién, si el limite inferior no es menor que la medicion media y la medicion media no es menor que el
limite superior para al menos un parametro adicional, entonces se miden los limites superior e inferior de al menos
un valor entero adicional del mismo parametro de la marca.

En una realizacion, el método se puede repetir para uno o mas valores enteros adicionales del mismo parametro de
la marca. En otra realizacion, el método se pueden incluso repetir para todos los valores enteros del mismo
parametro de la marca.

En una realizacion, si el limite inferior es menor que la medicién media y la medicién media es menor que el limite
superior para al menos un parametro adicional y la medicion media para al menos un parametro de la marca es
mayor que el limite més bajo para al menos un parametro de la marca, entonces el resultado se correlaciona con
una 0 mas marcas que poseen uno o mas parametros.

En una realizacion, si el limite inferior es menor que la medicién media y la medicién media es menor que el limite
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superior para al menos un parametro adicional y la medicion media para al menos un parametro de la marca no es
mayor que el limite mas bajo para al menos uno o mas parametros de la marca, entonces el resultado se
correlaciona con una marca que posee el parametro.

En una realizacion, si la medicién de al menos un parametro de la marca no se puede correlacionar con la identidad
de la marca asociada a la unidad celular, entonces el método comprende las etapas adicionales de, por ejemplo,
examinar los fluoréforos en serie, de manera que las decisiones finales "No" continlen para interrogar los valores de
los fluoréforos en cuanto a la marca de tamario relevante.

De manera apropiada, los métodos descritos en la presente memoria se llevan a cabo usando uno o méas de los
complejos descritos en la misma.

También se muestra un método para identificar una o mas areas y/o valores de densidad para una marca que
comprende las etapas de: (a) obtener una o mas imagenes de una marca que se usa para marcar una unidad
celular; (b) sacar perfiles para una o mas imagenes de la marca; (c) introducir los perfiles para una o mas imagenes
de la marca; y (d) leer el &rea y/o la densidad dentro de uno o mas perfiles.

En una realizacién, la imagen puede ser un imagen de fase.

DETERMINACION DE LA IDENTIDAD DE LA HISTORIA DE CULTIVO CELULAR DE UNA UNIDAD CELULAR

Como ya se ha comentado anteriormente, cuando se manipulan grandes nimeros de unidades celulares, se puede
confundir su identidad y/o historia de cultivo celular (por ejemplo la cronologia y la naturaleza exacta de una serie de
condiciones de cultivo a las que se ha podido exponer un grupo o unidad cualquiera). Por ejemplo, el protocolo de
separacion-agrupacion de cultivos celular necesariamente implica la mezcla de unidades celulares en cada ronda, lo
que complica el seguimiento de las unidades individuales. En ocasiones, la determinacién de la historia de cultivo
celular en una mezcla de unidades celulares, que se han sometido a mdultiples condiciones de cultivo, se
denominada "desconvolucién” de la historia de cultivo celular.

Un método para determinar la historia de cultivo celular de una unidad celular en una mezcla de unidades celulares,
consiste en marcar las unidades celulares y por tanto, resulta ventajoso marcar las unidades celulares. Como se ha
descrito en la presente memoria, las marcas -tales como particulas con forma de bastoncillo, microperlas y/o
microesferas se pueden usar como etiquetas o marcas que se conjugan con un microvehiculo -tal como
microvehiculo asociado a una célula. La deteccion e identificacion posteriores proporciona un registro de la
cronologia y la identidad de las condiciones de cultivo celular a las que se ha expuesto de la unidad celular.

MICROVEHICULOS

Una variedad de microvehiculos se encuentra disponible, variando en cuanto a forma y tamano y se prepara a partir
de diferentes materiales.

A modo de ejemplo, el microvehiculo puede ser un microvehiculo poroso seleccionado entre el grupo que consiste
en microvehiculos de Cytopore (por ejemplo, un microvehiculo de Cytopore 1 o un microvehiculo de Cytopore 2), un
microvehiculo de Cultispher, un microvehiculo de Cultispher-G, un microvehiculo de Cultispher-GL y un
microvehiculo de Cultispher-S, un microvehiculo de Informatrix, un microvehiculo de Microsphere, un microvehiculo
de Siran y un microvehiculo de Microporous MC.

A modo de ejemplo adicional, el microvehiculo puede ser un microvehiculo sélido - tal como un microvehiculo de
Cytodex (por ejemplo, un microvehiculo Cytodex 1, Cytodex 2 o Cytodex 3), un microvehiculo de Biosilon, un
microvehiculo de Bioglass, un microvehiculo de FACT Ill o un microvehiculo de DE 52/53.

El cultivo de microvehiculo tiene ventajas significativas, que incluyen el aumento de escala de cultivos y también
permite la exposicion de unidades de células para seleccionar las condiciones de cultivo segun se requiera con el fin
de obtener las condiciones deseadas de proliferacién y/o diferenciacion.

Se pueden modificar de manera adicional las superficies de los microvehiculos por medio de tratamientos fisicos o
quimicos, tales como adsorcién o reticulacion covalente de entidades moleculares con una carga deseada o con una
caracteristica deseada.

En una realizacion amplia, por tanto, la invencién proporciona un método para cultivar células in vitro, que
comprende hacer proliferar dichas células adheridas a los complejos de microvehiculo descritos en la presente
memoria.

En un aspecto, se proporciona un complejo que comprende un microvehiculo que tiene una carga positiva

conjugado con una etiqueta cargada negativamente que es una microesfera que no esta revestida con proteinas, en
el que dicho microvehiculo comprende proteina, celulosa, polietileno, polistirol, vidrio, colageno, colageno-glucosa-
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aminoglucano y/o una marca de gelatina, siendo la marca una microesfera que no esta revestida con proteinas, en
el que dicho microvehiculo comprende una proteina, celulosa, polietileno, polistirol, vidrio, colageno, colageno-
glucosa-aminoglucano y/o gelatina. En otras palabras, se proporciona un microvehiculo conjugado o marcado con
un microesfera negativamente cargada.

También se describe un microvehiculo y una marca con forma de bastoncillo. También se describe un microvehiculo
conjugado o0 marcado con una marca con forma de bastoncillo.

Microvehiculos de Cultispher

CultiSpher se fabrica a partir de gelatina porcina de calidad farmacéutica por medio de un proceso que da como
resultado un matriz de gelatina altamente reticulada con elevada estabilidad mecanica y térmica. Cuando se usa en
cultivos celulares, las células se pueden unir tanto a las superficies externas como las superficies internas de la
matriz. El mayor area superficial de la matriz junto con la proteccion frente a la tension, permite que las células del
interior de la matriz tengan como resultado capacidades mejoradas de produccion de células. Una ventaja adicional
del producto es que la matriz se puede disolver con enzimas proteoliticas que tienen como resultado la recogida de
células con casi 100 % de viabilidad.

En una realizacion, el microvehiculo es un microvehiculo de Cultispher-G. Cultispher-G tiene un diametro de
particula de 130-380 um, un volumen de 12-18 mol/g seco, una densidad de 1,04 g/ml con un diametro medio de
poro de 20 um.

Con el fin de preparar y usar microvehiculos de Cultispher-G, se puede hacer referencia, entre otros, a Biotech.
Bioeng. (2000) 68, 1 p59-70; Brit. J. Cancer. Suppl. XXVII, S-78-S82 (1996); y la pagina web del fabricante en
www.percell.se.

Microvehiculo de Cytopore 2

Los microvehiculos de Cytopore estan disponibles en GE Healthcare (anteriormente Amersham)
(www.microcarriers.com). Cytopore esta formado por 100 % de celulosa, que no es tdxica para las células y es
biodegradable. Esta cargado positivamente, debido a los grupos N,N-dietilaminoetilo. Tiene una distribucién de
tamafo de particula muy precisa y una estructura de red, siendo la proporcion de area superficial con respecto a
material de particula mas de 95 a 1. La estructura de red permite observar muy de cerca las células tefidas a
medida que proliferan en el interior de los microvehiculos. El didmetro tipico de particula es de 200-280 um y el area
superficial eficaz es de 1,1 m2/g seco. La densidad relativa es de 1,03 g/ml, el diametro medio de las aberturas de
poro es de 30 um y el volumen es de 40 ml/g seco. Con el fin de preparar y usar microvehiculos de Cytopore se
hace referencia, entre otros, a Applied Microbiology and Biotecnology (1997) 47, 4 p352-7; Cytotechnology (1999) 30
p143-147; Chinese Journal of Biotechnology (1999), 15, 4 p239-44 y Acta Oto-Laryngologica (2002) 122, 5 p541-5.

Cytopore 2 se ha optimizado para células que dependen de la unién que requieren una densidad de carga alrededor
de 1,8 meq/g.

En algunas realizaciones, el microvehiculo es un microvehiculo de gelatina porcina.
En algunas realizaciones, el microvehiculo esta formado por 100 % de celulosa.

De manera ventajosa, los microvehiculos con carga positiva intensa son 6ptimos con las marcas que transportan
una carga negativa intensa.

MARCAS

Como se ha descrito anteriormente, las marcas se pueden usar como etiquetas o marcas que se conjugan a un
microvehiculo (tal como un microvehiculo asociado a células). La identificacién y deteccién posteriores proporcionan
un registro ambiguo de la cronologia e identidad de las condiciones de cultivo celulares a las que se ha expuesto la
unidad celular.

Se pueden usar varias marcas moleculares y macromoleculares en combinacion con los microvehiculos con tal de
que se puedan detectar. Normalmente, las marcas comprenden objetos de forma Unica u objetos modificados con
marcas y/o compuestos coloreados y/o fluorescentes.

En una realizacién, las marcas que se usan para marcar las unidades celulares tienen una o mas de las cualidades
siguientes (preferentemente todas):

i. Son de tamano pequefno con respecto al microvehiculo que marcan y/o méas pequenos que el tamafio medio de
poro de un microvehiculo poroso.
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ii. Son capaces de formar un complejo con el microvehiculo de manera que la unién persiste durante todo el
experimento y de este modo se pueden separar las marcas no unidas del complejo sin que ello afecte a las unidades
celulares marcadas.

iii. Se pueden separar de las unidades celulares con las que han formado un complejo en condiciones que no
perjudiquen a las cualidades Unicas de las marcas.

iv. Estan formados por una o mas sustancias inertes que no afectan sustancialmente a la biologia de la unidad
celular y que, a su vez, no se ven afectadas por la unidades celulares o su biologia.

v. Se pueden obtener en nimeros grandes y ademas en forma de muchas variantes relacionadas pero distintas que
se pueden distinguir facilmente usando una técnica apropiada.

vi. Se distinguen por medio de un método que es apropiado, altamente fiable y que se puede automatizar.

En una realizacién, la marca es una microesfera fluorescente y/o coloreada. Mas de 2000 microesferas diferentes
formadas por medio de polimerizacion en emulsiéon o suspensién, precipitacion, etc. y formadas por poliestireno,
otros polimeros, copolimeros, terpolimeros y/o silice etc., se encuentran disponibles en una variedad de formas,
densidades, colores etc., por ejemplo en Duke Scientific Corporation (Palo Alto CA, EE.UU.) o Bangs Laboratories
Inc. (Fishers IN, EE.UU.).

Un tipo comin de microesfera es una microesfera de copolimero de poliestireno (PS) y estireno/divinilbenceno
(S/DVB). Oftros polimeros incluyen polimetiimetacrilato (PMMA), poliviniltolueno (PVT), copolimero de
estireno/butadieno (S/B), copolimero de estireno/viniltolueno (S/VT). Muchas de estas microesferas se pueden
funcionalizar, por ejemplo por medio de grupos carboxilo como en las microesferas de CML, o por medio de
compuestos que contienen nitrégeno o funcionalizados con amino, tal como aminas alifaticas primarias, secundarias,
terciarias y cuaternarias, aminas aromaticas y piridinas, que ofrecen reacciones de acoplamiento alternativas a las
perlas de COOH.

De manera apropiada, la microesfera es una microesfera hidréfila. De manera mas apropiada, la microesfera es una
microesfera de poliestireno. De la manera mas apropiada, la microesfera es un microesfera con superficie
modificada tal como una microesfera modificada con carboxilato (CML) de Duke Scientific Corporation (Palo Alto CA,
EE.UU.).

En una realizacién, se someten a formacién de complejo una o mas microesferas de CML junto con uno o mas
microvehiculos de cytopore 2.

Las microesferas de CML tienen una superficie altamente cargada de grupos carboxilo procedentes de un proceso
de copolimerizacion. La superficie es bastante porosa y relativamente hidréfila, pero retiene las propiedades
hidréfobas. La densidad de carga de estas particulas varia de aproximadamente 10-125 A%-por grupo carboxilo y son
estables a concentraciones elevadas de electrolito (sal univalente hasta 1M). El latex CML absorbe proteinas y otras
biomoléculas, pero mucho menos que las microesferas hidréfobas.

Por ejemplo, se pueden preparar conjugados con microesferas de CML como se muestra a continuaciéon. Se pueden
activar las microesferas usando un reactivo de carbodiimida soluble en agua que hace que los grupos carboxilo
reaccionen con aminas primarias sobre las proteinas objeto de acoplamiento. Se prepara un tampén de reaccién 50
mM a pH 6,0. Acetato de sodio y acido 2-[N-morfolino]etanosulfénico (MES) son tampones apropiados. La proteina
se disuelve en el tampén de reaccién a una concentracion de 10 mg/ml. Se prepara una suspensién de microesferas
de 1 % (peso/volumen) en el tampdn de reaccion. Se prepara una disolucion de proteina en volumen hasta diez
volumenes de suspension de microesferas y se deja incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Se prepara una disolucién de 10 mg/ml (52 umol/ml) de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) en agua
desionizada y se usa de forma inmediata. Se afiade una cantidad calculada de disolucién de EDAC a la suspension
de microesferas y se ajusta el pH de la reaccién a 6,5 + 0,2 con NaOH 0,1N. Se incuba la mezcla en un oscilador o
rueda de mezcla durante 2 horas a temperatura ambiente. Se retira la proteina no ligada y se almacena en tamp6n
de almacenamiento.

De manera ventajosa, se pueden obtener microesferas CML y otras en varios formatos tal como diferentes colores
(por ejemplo, azul, rojo, verde, amarillo, negro), varios fluoréforos (por ejemplo, Fluoresceina (verde), Fluoresceina
(rojo) o Fluoresceina y Rodamina (verde rojizo) y varios tamafios (por ejemplo, 5,4 um (1,14 x 10'° perlas/gramo) y
7,6 um (4,10 x 10° perlas/gramo)).

Se pueden preparar microesferas de CML y otras de manera que incorporen uno o mas colorantes visibles y/o
fluoréforos.

Las marcas de microesferas no estan revestidas con proteinas.
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De manera ventajosa, las microesferas de CML no revestidas con proteinas (por ejemplo, estreptavidina) tienen una
carga altamente negativa y se adhieren de manera extremadamente intensa a los microvehiculos de Cytopore, que
portan una elevada carga positiva. La proporcion de microesfera(s) de CML:microvehiculo(s) de Cytopore necesaria
para proporcionar complejos voluminosos puede ser tan baja como de aproximadamente 1:1. En los sistemas
anteriores que han usado los autores de la presente invencién, se requeria una proporcién de aproximadamente
1:250 con el fin de obtener incluso unas pocas marcas unidas en cada complejo tras multiples lavados.

Por medio de la variacion de diferentes parametros en el proceso de fabricacion, los suministradores de
microesferas comerciales -tales como Bangs Laboratories- pueden fabricar conjuntos de perlas que se pueden
distinguir en base a diferentes tamafios (por ejemplo, conjuntos de perlas de 4,4 um y 5,5 um de diametro). Ademas,
las perlas dentro de cada grupo de tamano se pueden distinguir unas de otras en base a la intensidad de
fluorescencia diferente debido a la carga diferencial con un colorante fluorescente individual. Es posible usar muchos
colorantes diferentes con caracteristicas diferentes de emisién o absorcién, que se pueden unir a los microvehiculos
descritos en la presente memoria. Por consiguiente, la diversidad de marcas pueden proceder de la variacion del
tamafo de la marca y/o la carga de fluoréforo (es decir, intensidad de flUor) y/o la combinacion fluoréforo/identidad.
En particular, la diversidad de marca puede proceder del tipo de fluoréforo que puede transportar (por ejemplo, se
pueden introducir perlas bien con UV2 o bien con Rojo de Starfire); tamario (por ejemplo para cada fluor6foro existen
5 tamanos de perlas diferentes: 1,87, 4,41, 5,78, 5,37 y 9,77 micrometros) y/o la cantidad de fluor6foro que
transportan (5 intensidades diferentes de cada colorantes se encuentran disponibles). Se pueden usar otros
fluoréforos -tales como TRITC.

Posteriormente se pueden usar filtros para detectar al menos 4 colorantes diferentes en cualquier perla concreta -tal
como el filtro de TRITC (ex 540/25; dm 565; ba 605/55) para la visualizacién de TRITC de Nikon; el filtro DAPI (ex
340-380; dm 400; ba 435-485) para visualizacion UV2 de Nikon; el filiro GFP-B (ex 460-500; dm 505; ba 510-560)
para visualizacion de FITC de Nikon y el conjunto de filtro Cy5 (n.? cat. 41008 de Chroma Technology) para la
visualizacion de Rojo de Starfire.

Se pueden colorear las microsferas interna o externamente, con colorantes fluorescentes visibles. El coloreado
interno tiene lugar cuando el colorante se integra en el interior de la masa de la microesfera, normalmente
sumergiendo la microesfera en una disolucion que contiene un colorante o un fluoréforo. La modificacion externa
tiene lugar cuando se conjuga un colorante a la superficie de la microesfera, por ejemplo, modificacién de una
microesfera CML con un derivado de isotiocianato como se describe en la presente memoria.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, la microesfera se puede colorear interna o externamente, con colorantes
visibles o fluorescentes.

Ademas es posible usar "puntos cuanticos" para obtener un nimero muy elevado de diferentes etiquetas
fluorescentes que se puedan leer de forma apropiada. De este modo, en una realizaciéon adicional de la presente
invencion, se usan puntos cuanticos en lugar de fluoréforos. En determinadas realizaciones, se prefieren los puntos
cuanticos debido al hecho de que no se decoloran (foto-blanqueo) cuando se exponen a la luz. Por ejemplo, se sabe
que el fluoréforo FITC experimenta foto-blanqueo y las células unitarias tratadas con marcas que contienen FITC se
manipulan de forma ideal en la oscuridad y son dificiles de analizar de forma fiable. Se pueden incorporar los puntos
cuanticos en las microesferas en el momento de la polimerizaciéon de poliestireno dando como resultado cargas
uniformes de marcas. Los puntos cuanticos se encuentran disponibles en muchos colores y se pueden excitar en la
misma longitud de onda para permitir la visualizacion de multiples colores sin filtros, por medio del uso de una
camara CCD de color. Informacion adicional de antecedentes sobre puntos cuanticos se encuentra disponible en los
documentos US 6.322.901, US 6.576.291, US 2003/0017264, US 6.423.551, US 6.251.303, US 6.319.426, US
6.426.513, US 6.444.143, US 2002/0045045, US 5.990.479, US 6.207.392, US 6.251.303, US. 6.319.426, US
6.426.513 y US 6.444.143.

De manera ventajosa, las marcas se protegen frente a la degradacion por medio de los componentes del cultivo
celular, por ejemplo por medio de modificacion quimica u otra o mediante encapsulado. El encapsulado de marcas
puede tener lugar en muchos medios diferentes, por ejemplo en perlas como ya se ha descrito en la presente
memoria -tal como las de Bangs Laboratories Inc. (Fishers IN, EE.UU.) y se puede usar en encapsulado para
normalizar la dosificacion de marca ademas de proporcionar componentes para la amplificacién de la marca y/o la
deteccion (por ejemplo, proporcionando cebadores de PCR para su uso con una marca de ADN).

La deteccion de marcas se puede conseguir por medio de una variedad de métodos familiares para los expertos en
la técnica. Los métodos incluyen espectrometria de masas, resonancia magnética nuclear, secuenciacion,
hibridacion, deteccion de antigenos, electroforesis, espectroscopia, microscopia, andlisis de imagenes, deteccion de
fluorescencia, etc. En algunas realizaciones, debido a que las marcas normalmente contienen un color 0 un
fluoréforo, entonces se usan microscopia, espectroscopia, analisis de imagenes y/o deteccion de fluorescencia.

La marca es una marca negativamente cargada. Por consiguiente, se proporciona un complejo que comprende un

microvehiculo que tiene una carga positiva -tal como un microvehiculo poroso-y una marca negativamente cargada,
siendo la marca una microesfera que no esta revestida con proteinas.
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El microvehiculo tiene una carga positiva. Comprende o puede consistir esencialmente en proteina, celulosa,
polietileno, polistirol, vidrio, colageno, colageno-glucosa-aminoglucano y/o gelatina. Por consiguiente, se puede
seleccionar el microvehiculo entre el grupo que consiste en un microvehiculo de Cytopore, un microvehiculo de
Cytopore 1, un microvehiculo de Cytopore 2, un microvehiculo de Cultispher, un microvehiculo de Cultispher-G, un
microvehiculo de Cultispher-GL y un microvehiculo de Cultispher-S, microvehiculos de Informatrix, un microvehiculo
de Microsphere, un microvehiculo de Siran y un microvehiculo de Microporous MC.

De manera apropiada, la marca cargada es una microesfera que es de aproximadamente 9 um o menos de
diametro. La microesfera puede ser una microesfera modificada con carboxilato (CML).

Una marca puede ser una particula con forma de bastoncillo. De manera apropiada, la marca con forma de
bastoncillo es un nanoalambre. El nanoalambre puede comprender, consistir 0 consistir esencialmente en varios
metales -tal como aluminio. El nanoalambre puede estar revestido con varios metales -tales como plata y/o oro. De
manera apropiada, el nanoalambre es 1 uM o0 menos de didmetro y/o es de aproximadamente 10 uM o menos de
longitud.

El nanoalambre puede ser un nanoalambre como se describe en Science vol. 294, p. 137-141 (2001). Por
consiguiente, en otro aspecto, se proporciona un complejo que comprende un microvehiculo y un nanoalambre.
Brevemente, los nanoalambres son microbastoncillos multimetalicos intrinsecamente codificados con tiras
submicrométricas. Se pueden generar patrones complejos por medio de deposicién electroquimica secuencial de
iones metalicos sobre matrices con poros de tamafo uniforme. De manera ventajosa, los nanoalambres son
suficientemente pequefios para ser usados como marcas que se pueden afadir después de cada divisién. Esto
resulta mas conveniente ya que es necesario leer marcas Unicamente en los microvehiculos positivos.

Los parametros de las particulas con forma de bastoncillo tal como el nanoalambre incluyen, pero sin limitarse a,
tamano, propiedad oOptica y/o composicién metalica. Las propiedades épticas pueden estar seleccionadas entre el
grupo que consiste en: reflectividad de luz, tal como reflectividad de luz de una longitud de onda particular, color,
longitud(es) de onda de emision de fluorescencia e intensidad de emision de fluorescencia.

La particula con forma de bastoncillo tal como el nanoalambre puede colorearse externamente.

El microvehiculo que se usa junto con la marca con forma de bastoncillo puede ser un microvehiculo poroso, tal
como un microvehiculo neutro de carga.

El microvehiculo puede comprender, consistir o consistir esencialmente en proteina, celulosa, polietileno, polistirol,
vidrio, colageno, colageno-glucosa-aminoglucano y/o gelatina. El microvehiculo puede estar seleccionado entre el
grupo que consiste en un microvehiculo de Cytopore, un microvehiculo de Cytopore 1, un microvehiculo de Cytopore
2, un microvehiculo de Cultispher, un microvehiculo de Cultispher-G, un microvehiculo de Cultispher-GL y un
microvehiculo de Cultispher-S, un microvehiculo de Informatrix, un microvehiculo de Microsphere, un microvehiculo
de Siran y un microvehiculo de Microporous MC.

El microvehiculo que se usa junto con el microvehiculo con forma de bastoncillo pueden ser microvehiculos de
Cultispher, tal como un microvehiculo de Cultispher-G, un microvehiculo de Cultispher-GL o un microvehiculo de
Cultispher-S. En una realizacion, el microvehiculo que se usa junto con el microvehiculo con forma de bastoncillo es
un microvehiculo de Cultispher-G.

De manera ventajosa, se ha descubierto que el uso de marcas con forma de bastoncillo y microvehiculos porosos
neutros de carga es mejor que el uso de marcas sobre los mismos microvehiculos. Sin pretender ligarse a teoria
particular alguna, se piensa que las marcas mas pequefas penetran en los poros de los microvehiculos mejor y llega
a atascarse (presumiblemente debido a la asimetria de tamafo). Por consiguiente, la unién de los nanoalambres es
mejor que, por ejemplo, la unién de las marcas de microesfera y tiene como resultado un nivel mas elevado de
marcado permanente.

En otra realizacion, una o mas microperlas de poliestireno se someten a formaciéon de complejos junto con uno o
mas microvehiculos de Cultispher-G.

En algunas realizaciones, la marca es una marca coloreada externamente.

CELULAS PLURIPOTENTES

Se describen las células pluripotentes con detalle en Stem Cells: Scientific-Progress and Future Research
Directions. Department of Health and Human Services. Junio 2001. http: //www.nih.gov./news/stemcell/scireport.htm.

Existe un debate considerable sobre lo que constituye una célula pluripotencial, no obstante para la finalidad de la
presente discusién una caracteristicas clave es la capacidad de diferenciarse para dar lugar a un tipo celular
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diferente. Ejemplos de células pluripotentes se proporcionan a continuacion.

Varios factores que se han usado para inducir la diferenciacion dirigida de células pluripotentes incluyen: acido
retinoico, factor de crecimiento epidérmico (EGF), proteinas morfogénicas 6seas (BMP), factor de crecimiento de
fibroblastos basicos (bFGF), activina-A, factor de crecimiento de transformaciéon beta-1 (TFG B-1), factor de
crecimiento de hepatocito, factor de crecimiento de nervios, erizo sonic (SHH), interleucina 3 (IL-3), interleucina-6
(IL-6), factor estimulador de colonias de macrofagos de granulocitos (GM-CSF), eritropoyetina, vitamina D3,
dexametasona, B-mercaptoetanol, hidroxianisol butilado, 5-azacitidina, DMSO, insulina, hormona tiroidea (T3), LIF,
suero de ternera fetal, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de Steel, variaciones en la
concentracién de oxigeno, acido ascorbico, B-glicerofosfato, nicotinamida, factor de crecimiento procedente de
plaquetas (PDGF), cAMP, diversas moléculas de adhesion celular y sustratos y otros. Ademas de estos factores
definidos, es probable que los extractos no definidos, tales como el medio condicionado, las fracciones homogéneas
de tejidos humanos y animales, o los extractos de plantas se puedan usar para dirigir la diferenciacion de células
pluripotentes. La separacion progresiva de estos extractos no definidos puede dar como resultado fracciones activas
o incluso componentes puros con elevado potencial. Estos factores se pueden afadir al medio de proliferacién
usado en un experimento particular, bien solos, o bien en combinacién, o en un orden definido que es crucial para el
resultado del experimento.

FORMACION DE UNIDADES CELULARES

Se pueden dejar proliferar los grupos de células (colonias de células) en varias condiciones y la colonia puede
mantener en gran medida su integridad en diferentes condiciones, cuando se ve alterada y cuando se mezcla con
otras colonias. Dichos grupos o colonias se denominan en la presente memoria unidades celulares. Se puede
conseguir la formacién de unidades celulares, a modo de ilustracion, por medio de la proliferacién de células como
cultivos adherentes sobre sustratos sélidos tales como vehiculos. Si la proliferacion celular tiene lugar tras la
siembra sobre los vehiculos, las células hijas se unen al mismo vehiculo y forman parte de la misma colonia. En
general, las células adherentes no se disocian facilmente de su sustrato de proliferacién y de esta forma persiste la
colonia celular a pesar de cualquier manipulacion mecanica del vehiculo, agitacién del medio de cultivo, o
transferencia al interior de otro sistema de cultivo tisular. Similarmente, si se colocan multiples vehiculos en cualquier
momento en el mismo recipiente (por ejemplo, se agrupan las perlas) entonces no existira transferencia sustancial
de células de una perla a otra.

Una ventaja importante de formar unidades celulares sobre sustratos sélidos es que el sustrato -y por tanto las
células unidas por motivos de asociacion- se puede marcar como se ha descrito anteriormente.

Cuando se dejan proliferar las células sobre vehiculos pequefios se pueden tratar como cultivo en suspension. Un
método comun de proliferacién de células sobre vehiculos pequefios es denominado como cultivo celular de
microvehiculo (véase "Microcarrier cell culture, Principles and Methods", Edicion AA, disponible en Amersham
Biosciences (18-1140-62); incorporado en la presente memoria en su totalidad por referencia). Los cultivos de
microvehiculos se usan comercialmente para la produccién de anticuerpos e interferones en fermentadores de hasta
4000 litros.

Como las propiedades fisicas de los vehiculos son bien conocidas es facil calcular el nimero de vehiculos usados
en un experimento. Los vehiculos pueden estar disponibles como productos secos, que se pueden pesar de forma
precisa y posteriormente se preparan por medio de hinchamiento en un medio liquido. Ademas el nimero de células
usadas para inocular un cultivo de microvehiculo se puede trabajar y variar.

La recogida de las células proliferadas en los microvehiculos descritos en la presente memoria, o la liberacién de las
etiquetas a partir de los microvehiculos, se puede conseguir por medio de desligado enzimatico de las células, y/o
por medio de digestion del vehiculo cuando se aplica como se ha descrito en la presente memoria.

SEPARACION DE MARCAS DE LAS UNIDADES CELULARES MARCADAS

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos mejorados para la separacién de las marcas de las
unidades celulares (por ejemplo, unidades celulares complejadas con microvehiculos).

De manera ventajosa, cuando se separan las marcas de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria,
se obtienen en un estado intacto de tal forma que se pueden medir los parametros Unicos de cada marca de manera
fiel.

De manera ventajosa, cuando se separan las marcas con el fin de analizarlas por medio de un método 6ptico -tal
como por medio de microscopia- se obtienen ademas en estrecha proximidad unas con otras de forma que pueden
formar imagenes de manera apropiada (por ejemplo, usando justo uno o dos campos de imagenes).

En un aspecto, se proporciona un método para separar un complejo que comprende un microvehiculo y una marca,
que comprende la etapa de poner en contacto dicho complejo con una proteasa, en el que dicho microvehiculo
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comprende, consiste o consiste esencialmente en proteina.

De manera apropiada, el microvehiculo comprende, consiste o consiste esencialmente en colageno y/o gelatina - tal
como un microvehiculo de Cultispher (por ejemplo, un microvehiculo de Cultispher-G, un microvehiculo de
Cultispher-GL y un microvehiculo de Cultispher-S).

La proteasa puede ser proteinasa K, tripsina, termolisina y/o caspasa.

Si la proteasa es proteinasa K entonces en algunas realizaciones, se usa una cantidad de aproximadamente 0,5
U/ml o mas. De manera apropiada, el complejo se pone en contacto con proteinasa K durante al menos
aproximadamente 20-60 minutos. De manera apropiada, el complejo se pone en contacto con la proteasa en un
volumen de aproximadamente 5 pl 0 menos.

En otro aspecto, se proporciona un método para separar un complejo de la presente invencion que comprende la
etapa de poner en contacto dicho complejo con un acido.

De manera apropiada, el microvehiculo tiene una carga positiva y puede comprender, consistir o consistir
esencialmente en celulosa. De este modo, a modo de ejemplo, el microvehiculo puede ser un microvehiculo de
Cytopore -tal como un microvehiculo de Cytopore 2.

En algunas realizaciones, la marca es una microesfera -que comprende, consiste o consiste esencialmente en
poliestireno.

Se puede preparar una particula con forma de bastoncillo -tal como un nanoalambre.

Se pueden usar varios reactivos para la liberacion de las marcas de los microvehiculos -tales como un éacido (por
ejemplo, acido clorhidrico y/o acido sulfurico) o hipoclorito de sodio y/o hidroxido de sodio ademas de otro reactivos -
tales como tripsina-EDTA, celulasa, proteinasa K'y cloruro de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio 5 M).

En algunas realizaciones, el reactivo es acido clorhidrico, preferentemente &cido clorhidrico al 37 %
(aproximadamente 12 M).

En algunas realizaciones, el reactivo es hipoclorito de sodio.
En algunas realizaciones, el reactivo es proteasa.
En algunas realizaciones, el reactivo es una proteinasa K.

De manera apropiada, la digestion de uno o mas microvehiculos se lleva a cabo sobre una superficie épticamente
transparente -tal como un portaobjetos de vidrio de microscopio. Esto permite una formacién de imagenes apropiada
in situ que es ventajosa ya que no se pierde material.

De manera apropiada, se trata la superficie para evitar la dispersion de un liquido que contiene el microvehiculo, por
ejemplo usando un agente de formacién de siliciacion (silanizado).

De manera apropiada, los microvehiculos objeto de digestion se lavan en agua destilada para retirar cualesquiera
trazas de medio y/o sales y se aplican a la superficie de un volumen minimo de liquido.

De manera apropiada, se calienta la superficie para conseguir la deshidratacion completa de los microvehiculos y
para adherir las marcas a la superficie, evitando de este modo la dispersion.

Con el fin de llevar a cabo la digestién del microvehiculo en un volumen animal, preferentemente menos que 5 ul y
mas preferentemente menos que 2 pl, la digestion se lleva a cabo en una caja humidificada.

En algunas realizaciones -la digestion se consigue usando una o mas proteasas. Normalmente la disolucién de
proteasa se suministra directamente sobre los microvehiculos secos -y se coloca en la caja humidificada. Una vez
que se han disuelto los microvehiculos (normalmente, 30-60 minutos) se retiran los portaobjetos de la caja
humidificada para comprobar la digestion completa. Se evapora la disolucién de proteasa y se proporciona el secado
completo de las marcas liberadas sobre el portaobjetos para permitir el analisis de las marcas.

En algunas realizaciones, se lleva a cabo la digestion de uno o mas microvehiculos en una microcentrifuga o tubo
PCR tal como los fabricados por Eppendorf. Se puede tratar el interior de los tubos para evitar que las marcas se
adhieran al mismo una vez que se han liberado de los microvehiculos.

En algunas realizaciones, los tubos se colocan en una maquina de PCR que permite el control de temperatura
preciso.
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En algunas realizaciones, la maquina de PCR opera una tapa térmica, permitiendo el uso de volimenes minimos de
liquido.

De manera apropiada, una vez que se han separado una o mas marcas de la unidad(es) celular(es) y la(s) marca(s),
se puede(n) obtener una o mas imagenes del(de las) marca(s) (usando, por ejemplo, una técnica microscopica).
Posteriormente, se pueden analizar las imagenes para determinar una o mas caracteristicas de la marca.

También se muestra en la presente memoria un método para identificar una o0 més de las marcas que se obtienen o
se pueden obtener a partir de una o mas unidades celulares que comprende las etapas de: (a) separar la(s)
unidad(es) celular(es) y la(s) marca(s); (b) obtener una o mas imagenes del(de las) marca(s) (por ejemplo, mediante
el uso de una técnica microscopica); y (c) analizar las imagenes para determinar una o mas caracteristicas de la
marca. De manera apropiada, se pueden usar una o mas caracteristicas de la marca para determinar la historia de
cultivo celular de la(s) unidad(es) celular(es) a partir de la(s) que se procede(n) o de la(s) que se obtiene(n) el(las)
marca(s).

CULTIVO COMBINATORIO EN SERIE DE CELULAS

Cultivo celular de separacién-agrupacion

La formacion de unidades celulares (en particular de unidades celulares microscopicas) es ademas util para la toma
de muestras de multiples condiciones de cultivo ya que cada unidad celular constituye una unidad manipulada de
forma facil que se puede exponer a una variedad de condiciones de cultivo. De acuerdo con la presente invencion,
normalmente se producen agrupamientos celulares por medio de células en proliferacion en un cultivo de
microvehiculo y los términos unidad celular, grupo celular, colonia y perla se usan de forma intercambiable. Un
método particularmente eficaz para la toma de muestras de un gran namero de condiciones de cultivo celular es
denominado como Cultivo Celular Combinatorio o cultivo celular de separacion-agrupacion y en una realizacion
implica la subdivision en serie y la combinacién de grupos de unidades celulares con el fin de tomar muestras de
multiples combinaciones de las condiciones de cultivo celular. En un aspecto de la invencion el método opera
tomando un cultivo de iniciador preliminar (o diferentes cultivos iniciadores) de unidades celulares dividido en un
nuamero X; de alicuotas que contienen cada una multiples perlas (grupos/colonias/vehiculos) que se proliferan por
separado en diferentes condiciones de cultivo. Tras el cultivo celular durante un tiempo apropiado, se pueden
almacenar las unidades celulares por medio de combinacién y mezcla de las perlas procedentes de diferentes
alicuotas. Este almacenamiento se puede separar de nuevo en un numero X de alicuotas, cultivando cada una en
diferentes condiciones durante un periodo de tiempo y posteriormente también se almacenan. Este procedimiento
iterativo de separacion, cultivo y almacenamiento (o almacenamiento, separacion y cultivo; dependiendo de donde
se produce la entrada en el ciclo) de unidades celulares permite la toma de muestras sistematica de muchas
combinaciones diferentes de condiciones de cultivo celulares. La complejidad del experimento, o en otras palabras el
nimero de combinaciones diferentes de las condiciones de cultivo celular sometidas a ensayo, es igual al producto
del numero de condiciones diferentes (X1 x Xz x .... Xn) sometidas a toma de muestra en cada ronda. Nétese que la
etapa de almacenamiento de todas las unidades celulares antes de la separacion posterior puede ser opcional - una
etapa en la que se almacena un numero limitado de unidades celulares puede tener el mismo efecto. La invencién
por tanto se refiere a un numero de métodos relacionados de toma de muestra de forma sistematica de multiples
combinaciones de condiciones de cultivo celulares en las que se manipulan grupos de unidades celulares en masa.

Independientemente de la forma precisa en la que se toman muestras de una diversidad de condiciones de cultivo
celulares por este medio, el procedimiento resulta eficaz porque multiples unidades celulares pueden compartir un
Unico recipiente, en el que se cultivan en condiciones idénticas y se pueden llevar a cabo Unicamente usando unos
pocos recipientes de cultivo al mismo tiempo (el nimero de recipientes de cultivo que se usa es igual al nimero de
muestras separadas). En muchos aspectos, el principio de este procedimiento se parece al de la sintesis de
separacion de bibliotecas quimicas de gran tamafio (conocido como quimica combinatoria), que toma muestras de
todas las combinaciones posibles de unién entre grupos quimicos de formacién de blogues (véase por ejemplo:
Combinatorial Chemistry, Oxford University Press (2000), Hicham Fenniri (Editor)). Se puede repetir el cultivo celular
de separacidn-agrupacion cualquier nimero de rondas y se pueden tomar muestras de cualquier nimero de
condiciones en cada ronda. Con tal de que el nimero de unidades celulares (o perlas colonizadas en este ejemplo)
sea mayor o igual que el nimero de condiciones diferentes en las que se toman muestras en todas las rondas y
asumiendo que la separacion de la unidad celular tiene lugar de forma totalmente al azar, se espera que exista al
menos una unidad celular que se haya cultivado de acuerdo con cada una de las diferentes combinaciones de
condiciones de cultivo que se someten a toma de muestras en el experimento. Se puede usar este procedimiento
para las condiciones de diferenciacion o proliferacion de muestras de cualquier tipo celular, o la eficacia de la
produccion de biomoléculas (por ejemplo, la produccion de eritropoyetina o interferén) por parte de cualquier tipo
celular. Debido a que el procedimiento es iterativo, se adapta de forma ideal para someter a ensayo los protocolos
de cultivo tisular de multietapa -por ejemplo los descritos anteriormente en relacién con la diferenciacién de células
pluripotentes. Las variables que se pueden someter a toma de muestras que usan esta técnica incluyen el tipo
celular-agrupamiento celular (por ejemplo, cultivo de microvehiculo, encapsulado celular, organismo completo),
sustrato de proliferacién (por ejemplo, fibronectina sobre un microvehiculo), duracién de la ronda de cultivo celular,

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439940 T3

temperatura, medio de cultivo diferente (incluyendo diferentes concentraciones de constituyentes), factores de
proliferacién, medios acondicionados, co-cultivo con varios tipos celulares (por ejemplo células de alimentador),
extractos de plantas o animales, farmacos, otras sustancias quimicas sintéticas, infeccién con virus (incluyendo virus
transgénicos), adicion de transgenes, adicion de moléculas antisentido o anti-gen (por ejemplo, ARNi, triple hélice),
informacién sensorial (en el caso de organismos), estimulos eléctricos, de luz o redox y otros.

Cultivo celular de separacion-separacion

La finalidad de llevar a cabo proceso de separacidn-almacenamiento sobre unidades celulares es exponer
sistematicamente estos a combinaciones de condiciones pre-definidas. La persona experta en la técnica apreciara
muchos medios diferentes para lograr este resultado. Ademas de los proceso de separacion-alamacenamiento y sus
variaciones, merece la pena discutir brevemente los procesos de separacion-separaciéon. Un proceso de separacion-
separacion implica subdividir un grupo de unidades celulares al menos dos veces, sin intervencion del
almacenamiento de las unidades celulares. Si se usan procesos de separacidon-separacion durante un nimero
grandes de rondas, el nUmero de muestras separadas que se generan aumenta de forma exponencial. En este caso,
es importante emplear cierto nivel de automatizacién, por ejemplo el uso de una plataforma robdtica y sistemas
sofisticados de seguimiento de muestras. La ventaja de las etapas de separacidon-separacion es que (debido a que
las unidades celulares no se combinan) es posible segregar linajes de varias unidades celulares basandose en su
historia de cultivo celular. Por consiguiente, se pueden usar etapas de separacion-separacion para deducir si una
condicion particular de cultivo celular es responsable de un proceso celular concreto y por tanto se usan para
deducir la historia del cultivo de las unidades celulares.

Protocolos predeterminados

Se puede conseguir la separacion y/o el agrupamiento de las unidades celulares de forma totalmente al azar o se
puede seguir un protocolo predeterminado. Cuando se dividen y/o se agrupan al azar las unidades celulares, la
segregacion de una unidad celular concreta para dar lugar a cualquier grupo no esta predeterminada o prejuzgada
en modo alguno. Con el fin de obtener como resultado una elevada probabilidad de que al menos una unidad celular
se haya expuesto a cada una de las posibles combinaciones de condiciones de cultivo celular, resulta ventajoso
emplear un namero de unidades celulares mas grande que el nimero total de combinaciones de condiciones de
cultivo celular que se estan sometiendo a ensayo. En determinadas circunstancias, por tanto, resulta ventajoso
separar y/o agrupar unidades celulares de acuerdo con un protocolo predeterminado, siendo el efecto total que se
evitan duplicaciones u omisiones de combinaciones que son perjudiciales. De manera opcional, se puede planear
por adelantado la manipulacién predeterminada de unidades celulares y se puede anotar en una hoja de célculo o
programa de ordenador y se pueden ejecutar operaciones de separaciéon y/o agrupamiento usando protocolos
automatizados, por ejemplo de tipo roboético. La marca de las unidades celulares (véase a continuacién) puede ser
por medio de cualquier nimero de medios, por ejemplo, marcado por RFID, marcado 6ptico o codificacién espacial.
Se han descrito los dispositivos robéticos capaces de determinar la identidad de la muestra y por tanto llevar a cabo
la separacion de las muestras de acuerdo con un protocolo predeterminado (véase "Combinatorial Chemistry, A
practical Approach”, Oxford University Press (2000), Ed. H. Fenniri). De manera alternativa, la manipulacion de
liquidos de laboratorio normalizados y/o la robdtica de cultivos tisulares (por ejemplo, tal como la fabricada por:
Bechman Coulter Inc, Fullerton, CA; The Automation Partnership Royston, Reino Unido) es capaz de codificar
espacialmente la identidad de mdltiples muestras y de anadir, retirar o translocar estas de acuerdo con protocolos
pre-programados.

Andlisis y/o separacién de unidades celulares

Siguiendo cada ronda de cultivo celular, o después de un nimero definido de rondas, se pueden estudiar las
unidades celulares para observar cualquier proceso celular que se ha podido ver afectado por las condiciones de
cultivo tisular.

A continuacién, se describe mas la invencion por medio de los Ejemplos, que se pretende que sirvan para ayudar al
experto en la técnica a llevar a cabo la invencién y no se pretende que limiten en modo alguno el alcance de la
invencion.

Ejemplos

EJEMPLO 1

Conjugacion de biotina de microvehiculos de Cultispher-G

Las microesferas fluorescentes (marcas) procedentes de laboratorios Bangs estan revestidas con estreptavidina y
de ese modo los microvehiculos de Cultispher-G (CSG) se someten a tratamiento con biotina con el fin de facilitar la
unién de los dos durante el trascurso de un experimento de separacién-agrupacion. Se suministran los CSG secos y

se hidratan en PBS estéril en exceso durante la noche (de acuerdo con las instrucciones del fabricante) y se
someten a tratamiento en autoclave.
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EJEMPLO 2
Reactivo de tratamiento con biotina

Se usa el reactivo de tratamiento de con biotina, éster N-hidroxisuccinimida de acido biotinamidohexanoil-6-amino
hexanoico (Sigma B3295 10 mg). Se disuelven 10 mg del reactivo en 400 ul de dimetilformamida (DMF) y se anaden
a 5 ml de volumen sedimentado de CSG hidratado (volumen sedimentado de 5 ml en un tubo de 50 ml) y se mezcla
bien haciendo uso de una pipeta (se tom6 y expuls6 con pipeta BSA al 0,1 % volumen/volumen/PBS con puntas de
pipeta de antemano evitando la adhesion de CSG al interior de la superficie de las puntas).

Se deja incubar el reactivo de tratamiento con biotina con CSG durante la noche a temperatura ambiente antes de
varios lavados en PBS estéril retirando el reactivo en exceso de tratamiento con biotina (el lavado se lleva a cabo en
un tubo de 50 ml dejando sedimentar CSG entre lavados y con aspiracién cuidadosa a vacio).

Ahora el CSG biotinilado esta listo para usarse en un experimento. Se almacenan en condiciones estériles en un
volumen conocido de PBS y se calcula la concentraciéon en la suspensién mezclada en base a este volumen y la
masa seca de CSG afadida al tubo de forma inicial (normalmente se dispone de 2000 CSG en 100 pl).

EJEMPLO 3
Métodos de marcado en pocillos y columnas

Tras la siembra de CSG con células ES, se afiaden las marcas fluorescentes marcando cada etapa de la matriz de
separacion-agrupacion. Se usa el método siguiente para la marca de CSG sometida a tratamiento con biotina con
marcas revestidas con estreptavidina.

Los experimentos se llevan a cabo en una placa de cultivo celular de 5 x 5 pocillos (10 cm x 10 cm) (por tanto cada
pocillo mide 2 cm x 2 cm). Normalmente, cada pocillo contiene 7000 complejos celulares CSG/ES.

Se anaden marcas fluorescentes al pocillo en concentracion conocida de marcas/CSG. Se homogeneiza la mezcla
intensamente con ayuda de una pipeta (usando puntas tratadas con BSA/PBS de 0,1% evitando la adherencia) y
posteriormente se inclina la placa de 5 x 5 facilitando el contacto estrecho de CGS y las marcas.

Se coloca la placa en un incubador a 37 °C durante aproximadamente 1 hora y posteriormente se coloca plana hasta
la siguiente etapa del experimento de separacién-agrupacion.

EJEMPLO 4
Métodos de lavado y tamizado

Se agrupan juntos suavemente y se lavan los contenidos de los pocillos que han recibido el mismo tratamiento a
través de un tamiz de 70 um. El CSG es mayor que 70 um y queda retenido en el tamiz (véase la figura 2). Se lava
un volumen minimo de PBS (normalmente 5 ml) a través del tamiz retirando las marcas fluorescentes no ligadas y
posteriormente se invierte el tamiz y se hacen pasar < 3 ml de medio basal a través del mismo recogiendo los
complejos de CSG/marca.

Se lavan por separado los contenidos de todos los pocillos que contienen diferentes condiciones de cultivo por
separado antes del almacenamiento antes de la separacién para la préxima ronda de condiciones de cultivo.

EJEMPLO 5
Digestion de CSG y Cytopore 2

Se usan los siguientes métodos digiriendo las perlas antes del andlisis de las marcas de Bang fluorescentes unidos
o0 marcas de Duke no fluorescentes (como se muestra en la figura 1) sobre Cytopore 2 o CSG.

(a) CSG

La incubacion de perlas de CSG individuales en 2U/ml de proteinasa K (Sigma P4850) en pocillos de placas de
microvaloracion de 384 pocillos de fondo redondo da como resultado una digestion completa de la perla de CSG al
tiempo que deja intactas las marcas fluorescentes de poliestireno. Normalmente, la digestiéon se completa en 20

minutos y entonces las marcas fluorescentes permanecen en la disolucion de proteinasa k de manera indefinida, sin
inactivacion de la proteinasa k, sin efecto negativo alguno sobre las marcas o su fluorescencia (véase la figura 3).

(b) Cytopore 2
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La incubacion de microvehiculos de cytopore 2 (fabricados de celulosa) en HCI 37 % (~ 12M) da como resultado la
digestion completa del microvehiculo en 90 minutos al tiempo que deja intactos las marcas de Duke coloreados
unidos. Como en el caso de CSG, las marcas permanecen en el medio de digestion de forma indefinida, sin
inactivacion y sin efecto negativo sobre las marcas (véase la figura 4).

EJEMPLO 6
Diagrama de flujo

Se prepara una hoja de calculo que examina las marcas en paralelo para fluorescencia UV2 (y rodamina) y Rojo
Starfire (y fluoresceina), es decir, se duplica el diagrama de flujo que se muestra en la figura 5 en paralelo con todas
las referencias a Fluorescencia 1 sustituidas por Fluorescencia 4 y Fluorescencia 3 por Fluorescencia 2. Para este
sistema las decisiones "No" finales de las péginas 2 y 4 pasan a "Sin sefal".

El sistema puede dar como resultado una marca que permanece indefinida, o proporcionada por dos identidades. Lo
ultimo puede ocurrir si los valores umbral para las marcas de intensidad mas baja se fijan de manera incorrecta, de
manera que se identificar una marca de fluorescencia baja como UV2 y Stafire positivo. Otro ejemplo de una senal
doble es cuando se identifican las marcas asociadas intensamente como por una macro "Configuracién" debido a
una estrechez insuficiente del ajuste de Proporcion de Radio. Se han usado funciones COUNT y IF/AND adicionales
marcando dichos estados de Doble y Sin Sefales.

Como diagrama de flujo alternativo se podria examinar los Fllores 1 y 4 en serie, de manera que las decisiones "No"
finales de las paginas 2 y 4 contintan interrogando los valores de Rojo de Starfire en cuando a la marca de tamafo
relevante como se explica en la figura 6. Este sistema también puede dar como resultado una marca
insuficientemente identificada si su tamario y/o fluorescencia no se encuentran dentro de los intervalos definidos. No
hay sefales dobles con este diagrama de flujo, pero este se encuentra en riesgo de identificacion errénea de las
marcas de intensidad o dobletes como se ha descrito anteriormente.

EJEMPLO 7

Diferenciacion de células ES usando Cultivo Celular Combinatorio y desconvolucion de los resultados usando
métodos de marcado

En el Cultivo Celular Combinatorio, se barajan colonias celulares ES que proliferan sobre perlas microscopicas a
través de multiples combinaciones de condiciones de proliferacion usando una metodologia de separacién-
almacenamiento aleatoria acompafada de marca concomitante. Al final del proceso, se identifican y aislan
cualesquiera perlas que portan la progenie diferenciada; y se analizan las marcas aisladas deduciendo la historia de
cultivo celular.

Un ejemplo de este proceso se describe usando diferenciacion hematopoyética de células ES de ratén como
sistema modelo. El mapa de carreteras de desarrollos para hematopoyesis se expresa relativamente bien en forma
de diagrama y se conocen muchos factores de proliferacién recombinante que influyen en el destino celular y se
encuentran facilmente disponibles, no obstante la diferenciacion dirigida que se presenta en la bibliografia ha usado
materiales y métodos (cuerpos embrionarios; medios de cultivo semisoélidos; complemento con suero animal) que
son incémodos e indefinidos y que se pretenden eliminar usando la potencia experimental de la nueva técnica.

En particular, los autores de la invencion exponen la diferenciacion de células ES de ratén hasta el linaje monocito-
macrofago (fagocito mononuclear) (Gordon S. & Taylor P.R., Nature Rev. Immunol. 2005 5:953-964), ya que se ha
informado de su presencia in vitro y es posible llevar a cabo una deteccion funcional simple para estas células
basada en la fagocitosis de antigenos fluorescentes.

Materiales y métodos

Reactivos

factor de células pluripotentes murinas (SCF) (R&D Systems, 455-MC)
trombopoyetina murina (TPO) (R&D Systems, 488-TO)

eritropoyetina humana (EPO) (R&D Systems, 287-TC)

interleucina 6 humana (IL-6) (R&D Systems, 260-IL)

factor de crecimiento de transformacion humano -1 (TGF B1) (R&D Systems, 240-B)
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factor estimulador de colonias de macr6fago murinas (M-CSF) (R&D Systems, 416-ML)
interleucina murina 3 (IL-3) (R&D Systems, 403-ML)

proteina 2 morfogenética 6sea humana (BMP2) (R&D Systems, 355-BM)

factor de crecimiento de fibroblastos humanos (bFGF) (R&D Systems, 233-FB)

acido retinoico (Sigma, R265)

insulina bovina (Ins) (Sigma, 12516)

insulina/transferrina/complemento de selenio (ITS) (Sigma, 13146)

Microcultivo

Se hidrataron microvehiculos Cultispher-G (Percell Biolytica AB) y se esterilizaron de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Se llevé a cabo el tratamiento con biotina por medio de adiciéon de 10 mg de éster
de N-hidroxisuccinimida de &cido biotinamidohexanoil-6-amino-hexanoico (Sigma), dlsueltos en 0,4 ml de N,N-
dimetilformamida (Sigma), a 5 ml de PBS libres de Ca®*/Mg?* (CMF-PBS) que contenian 3 x 10° microvehiculos y se
incubé durante la noche a temperatura ambiente, seguido de 5 lavados usando un exceso de PBS. Se almacenaron
los microvehiculos sometidos a tratamiento con biotina en CMF-PBS.

Se dejaron proliferar células ES D3 (ATTC N.? CRL-1934) sobre plastico revestido con gelatina en KO-DMEM que
contenia sustitutivo de suero de desactivacion al 15 % (KOSR), amino &cidos no esenciales al 1 % (NEAA),
Glutamax al 1 %, penicilinaal 0,5 %/estreptomicina, B-mercaptoetanol 0,1 mM (B-ME; Sigma) y 1000 U/ml de Factor
Inhibidor de Leucemia (LIF; Chemicon); todos ellos de Invitrogen a menos que se especifique lo contrario.

En el dia anterior al dia 1 del experimento, se afadieron aproximadamente 1,4 x 10° microvehiculos biotinilados
equilibrados en un medio A (IMDM (GIbCO) KOSR al 15 %, NEAA al 1 %, pen. al 0,5 %/strep., B-ME O 1 mM, 1000
U/ml de LIF y 1-tioglicerol 1,4 x 10 M (MTG; Sigma)) a 100 ml de medio A que contenia 3 x 10 células ES,
repartido en alicuotas iguales en pocillos de una placa de petri cuadrada de 100 mm (25 pocillos, Bibby Sterilin) y se
incubd durante la noche.

Se fij6 una alicuota de microvehiculos sembrados (~ 100 perlas) en paraformaldehido al 4 % (Sigma) durante 10
minutos a TR, se lavaron y se re-suspendieron en PBS y se sometieron a tincién con Vector-Blue Alkaline
Phosphatase Substrate Kit Il (Vector Laboratories) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Cultivo Celular Combinatorio

Se transfirieron microvehiculos sembrados al interior de una criba celular de nailon de 70 um (Falcon) y se lavaron
con 13 ml de PBS, posteriormente se transflrleron a un exceso de medio B (Medio de Expansién Hematopoyético
StemlineTM (Slgma) que contenia 1,5 x 10 M de MTG). En los dias, 1, -4, 6, 8 y 10 se separaron igualmente
microvehiculos segun se requirié por medio del plan experimental y se incubd cada muestra en pocillos de una placa
de petri cuadrada de 100 mm, 25 pocillos, de manera que se introdujeron aproximadamente 5000 perlas en cada
pocillo en 4 ml de medio B que contenia las sustancias quimicas relevantes y/o los factores de proliferacion
relevantes y 1x10° marcas de microesferas de estreptavidina. Se siguié este procedimiento para cada ciclo de
separacion y agrupacion salvo tras la separacion D10, en la que no se marcaron los microvehiculos. Tras D10, se
procesaron los microvehiculos por separado (es decir, no agrupados) de manera que no fue necesaria la marca.

En el dia 13 del experimento, se constituyé un mg de reactivo DQ de ensayo de macréfago-ovoalbumina (Molecular
Probes) en 0,4 ml de PBS y se afadié a cada muestra a una dilucién de 1:100. Tras la incubacion durante al menos
4 horas, se aspiré el medio y se sustituyé por PBS. Se examinaron las muestras en un microscopio epifluorescente
invertido Nikon TE2000-S usando un filtro FITC ajustado identificando microvehiculos que portaban células
redondeadas de gran tamafo marcadas internamente con fluorescencia verde.

Se transfirieron los microvehiculos positivos por medio de pipeta al pocillo de una placa de ensayo de fondo de vidrio
de 384 pocillos (Bibby Sterilin) que contenia una disolucion de proteinasa K (2 U/ml; Sigma) en PBS y se incubé a 37
°C durante 30 minutos, después de lo que se pudieron observar las marcas fluorescentes desplegadas sobre la
superficie de vidrio.

Marcas

Se encargd un conjunto de 50 marcas (figura 13), que comprendia cada uno una poblacion de microesfera de
poliestireno revestida con estreptavidina fluorescente en Bangs Laboratories (Fishers, IN). La diferencia entre los 50
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conjuntos fue una funcion del diametro de la microesfera (tamafio de 1,87 um, 4,41 um, 5,78 um, 7,37 um o 9,77
um) y emisién de fluorescencia/brillo (tefiidos con cinco intensidades bien de Rojo de Starfire o bien UV2). Se
conjugaron de manera adicional alicuotas de estos 50 conjuntos con tetrametilrodamina-5-(y-6-)-isotiocianato
(TRITC; Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, produciendo un maximo de 100 marcas discreto.
Entre estos, se usé un conjunto de 28 marcas altamente distintivas en el experimento (Tabla 1).

Analisis de marcas

Se analizaron las marcas por medio de microscopia usando un microscopio epifluorescente invertido Nikon TE2000-
S equipado con conjuntos de filtros para visualizacién de los fluoréforos TRITC, DAPI (UV2), GFP-B (todos de
Nikon) y Cy5 (Chroma Technology). Se capturaron imagenes usando una camara monocromo enfriada Evolution VF
y se llevd a cabo el andlisis de imagenes usando Image Pro Plus (ambos de Media Cybernetics). Se capturaron los
perfiles de microesferas individuales usando iluminacién de campo brillante y se calcularon las &reas dentro de estos
ajustando el tamarfio de las marcas. Se usaron los intensidades de fluorescencia de las areas en los canales UV2,
Cy5 y TRITC especificando mas cada marca por medio de comparaciéon con las muestras de referencia que
contenian marcas conocidas (por ejemplo, la figura 14).

Resultados

Se previé una matriz experimental de condiciones de cultivo celular que los autores de la invencién supusieron que
contenia uno o0 mas mecanismos capaces de dirigir la diferenciacion de células ES a macréfago (Tabla 1). La matriz
estaba formada por seis condiciones de cultivo alternativas el primer dia del experimento (D1), seguido de seis
condiciones alternativas en D4 y otras ocho en D6, ocho mas en D8 y finalmente seis alternativas en D10. El nimero
total de mecanismos posibles a través de esta matriz, es decir, el nimero de combinaciones diferentes de
condiciones de cultivo celular sometidas a ensayo fue de 13.824 (=6 x 6 x 8 x 8 x 6 = la "complejidad experimental").
Todas las condiciones estuvieron basadas en un medio comercialmente disponible que permite la proliferacion de
progenitores hematopoyéticos humanos, pero variaron en el complemento con factores de proliferacién diferentes y
morfégenos conocidos por influir en la formacion de mesodermo, desarrollo hematopoyético y compromiso con el
linaje del macréfago (Kaushanksy K., N. Engl. J. Med. 2006 354: 2034-2045; Godin |. y Cumano A. 2002 2: 593-
603).

Se sembraron células ES de raton pluripotentes sobre perlas de microvehiculo de gelatina-macroporoso sometida a
tratamiento con biotina en presencia de LIF, donde formaron colonias que presentaron tinciéon positiva para actividad
de fosfatasa alcalina (figura 8). Tras la extraccién de LIF, se hicieron pasar sistematicamente las perlas a través de
todas las combinaciones posibles de condiciones especificadas en la matriz experimental usando un metodologia
iterativa de separacién-agrupacién como se describe en el documento WO 04013969.

Al comienzo del experimento se separaron al azar aproximadamente 1,4 x 10° perlas de microvehiculo sembradas
dando lugar a seis conjuntos, cada uno de los cuales se cultivd por separado en uno de los seis medios diferentes
especificados para D1 en la matriz. Cuatro dias més tarde se lavaron las perlas, se agruparon y se separaron de
nuevo al azar dando lugar a seis conjuntos, cada uno de los cuales se cultivd en una de los medios especificados en
D4; y se repitid este procedimiento de separacion-agrupacion en D6, D8 y D10. Se cultivé una alicuota en cada
momento en un medio diferente, se marcaron esas perlas con una Unica marca; salvo en D10, después de lo que se
manipularon las alicuotas separadas, independientemente unas de otras y por tanto no fue necesaria la marca. De
este modo, fue posible deducir el movimiento de una perla concreta a través de varios medios de cultivo por medio
del analisis de la coleccion de marcas asociada a la misma. La estrategia de marcado empleada por los autores de
la invencion implicé una matriz de marcas de microesfera fluorescentes revestidas de estreptavidina, Unicamente
distintivas que se unieron al sustrato de microvehiculo sometido a tratamiento con biotina.

Al final del experimento. D13, se expusieron los microvehiculos a un antigeno de ovoalbumina (auto-inactivado)
hiper-tratado con fluoresceina. Se sabe que este reactivo se internaliza especificamente y se digiere por medio de
macréfagos fagociticos, dispersando de este modo el fluoréforo y dando lugar a una sefal intracelular brillante
(figuras 9 y 10). En la deteccion de las perlas los autores de la invencidn encontraron aproximadamente 100 (es
decir, un 0,07 % de 1,4 x 10° perlas de entrada) células internamente fluorescentes, redondeadas de superficie
interior grande. Se asumidé que se habia hecho pasar estas perlas a través de condiciones que bien fueron
permisivas o bien fueron instructivas para la diferenciacion de células ES hasta el macrofago. Se analizaron las
perlas que transportaban grandes nimeros de macrofagos sometiendo a desconvolucion su historia de cultivo
celular; se aislaron estas perlas y se sometié a proteolisis el sustrato de gelatina liberando las marcas unidas, que
posteriormente se clasificaron en categorias usando microscopia de fluorescencia seguida de andlisis de imagenes.

Se marcaron algunos microvehiculos con nimeros grandes de marca, pudiéndose clasificar todos ellos de manera
no ambigua en cuatro especies diferentes, que revelan el mecanismo de estas perlas a través de la matriz
experimental. Por ejemplo, se comprobé que la perla C5 tenia marcas que correspondian al mecanismo
1,2—-4,2—6,1—8,2 y se aisld a partir del grupo de perlas finalmente separadas en la condicién 10,5 (figura 11a).

Se marcaron algunas otros microvehiculos (por ejemplo, la perla A22) con nimeros grandes de marcas, de los que
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la mayoria estuvieron dentro de las cuatro especies diferentes adquiridas a través de la marca y parecié que una
pequeria minoria se adquiria a través de una transferencia adventicia entre los microvehiculos diferentes (figura
11b). En la mayoria de estos Ultimos casos, hubo un exceso grande de una clase de marca, que permitié una
medida de la confianza a la hora de someter a desconvolucion la historia del cultivo celular. En unos pocos casos
(normalmente en los que el total de la marca resulté insuficiente, por ejemplo la perla E6) hubo nimeros iguales de
marcas a partir de dos especies diferentes anadidas el mismo dia, dando lugar a ambigliedad (figura 11c). Se
resolvieron facilmente estos tipos de ambigiedades con experimentacion adicional validando los resultados y se
describen a continuacion.

Se dividié un lote de células ES pluripotentes sembradas sobre microvehiculos en una serie de alicuotas, cada una
de las cuales se us6 evaluando un mecanismo de diferenciacién putativo como se define por medio de Cultivo
Celular Combinatorio. Se sometieron a ensayo los mecanismos ambiguos (por ejemplo A22 y A6) por medio de
ensayo de cada alternativa en paralelo. Usando este método, se determiné que la perla A22 habia pasado a través
de las condiciones 1,2—4,2—6,4—8,2—10,3. Similarmente, la ruta de la perla E6 a través de la matriz fue
1,2—4,2—-6,3—-8,4—10,5.

Es interesante que estos mecanismos que produjeron macréfago tuvieron determinadas condiciones en comun. En
particular, el tratamiento en D1 y D4 fue inconsistente en los tres, lo que posiblemente revela un requisito para esas
condiciones en la generacién de progenitores hematopoyéticos que usan este sistema. Cuando se reproducen,
estos mecanismos tienen como resultado de forma consistente un 10-25 % de todos los microvehiculos revestidos
con numeros sustanciales de macrofagos (figura 12). Se comprob6 que, generalmente, las desviaciones de los
mecanismos Optimos eran perjudiciales para la diferenciacién de macréfagos. Similarmente, cuando se sometieron a
ensayo mecanismos aleatorios a través de la matriz en cuanto a la capacidad de producir macréfago, no se
encontraron protocolos eficaces que sugirieran que estos son relativamente raros.

Conclusiones

Se describe un ejemplo de diferenciacion de células mES usando Cultivo Celular Combinatorio que caracteriza el
uso de etiquetas 0 marcas. Se usé el proceso detectando una matriz experimental que comprende casi 14.000
protocolos de cultivo celular diferentes para las condiciones que conducen a la diferenciacion hasta el linaje de
monocito-macréfago. Por medio de la deteccion de un gran nimero de mecanismos potenciales y usando una
estrategia de marca apropiada, fue posible identificar protocolos de diferenciacion multiples y solucionar el uso de
cuerpos embrioides y suero animal, requiriéndose normalmente uno o ambos para el desarrollo de monocito-
macréfago en vitro.

EJEMPLO 8
Digestion de microvehiculos Cultispher-G sobre portaobjetos de vidrio para desconvolucion de marcas

Reactivos y equipo

¢ Proteinasa K (Sigma P4850 1 ml)

¢ Sigmacote (Sigma SL-2)

¢ Portaobjetos de vidrio de microscopio

e Horno 68 °C

¢ Caja humidificada casera

e Glicerol (o Citifluor)

¢ Pinzas

e Cubreobjetos de 13 mm de diametro

Métodos

Se sometieron a digestion individual microvehiculos revelando el complemento de las marcas que se unen. Se lleva
a cabo la digestion en un portacbjetos de vidrio de microscopio (se pueden someter a digestion hasta 6

microvehiculos en un portaobjetos).

Revestir portaobjetos de microscopio de vidrio con Sigmacote en campana de humos: colocar el portaobjetos
horizontalmente, tomar con precaucion 1 ml de Sigmacote con la pipeta y depositar sobre la parte superior del
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portaobjetos, asegurarse de que cubre toda la superficie del vidrio. Dejar en reposo durante aproximadamente 30 s y
posteriormente inclinar con precaucion el portaobjetos retirando el Sigmacote del borde con una pipeta. Se puede re-
usar el sigmacote e introducirlo de nuevo en la botella. La mayoria del Sigmacote se retira de este modo pero no se
permite que el Sigmacote que queda se evapore por completo. Si hay algunas trazas de Sigmacote que quedan
sobre el portaobjetos o0 si hay cualesquiera manchas, se frotan las superficies del portaobjetos con guantes
limpiando la superficie del portaobjetos.

Asegurarse de que los microvehiculos objeto de digestién se han lavado con precaucién en H>Od retirando
cualesquiera trazas de medio y/o sales. Usando una punta de pipeta de 20 ul, retirar con precaucion los
microvehiculos individuales del HxOq4 en un volumen minimo (1-2 pl max) y depositar sobre el portaobjetos de vidrio.
No siempre es necesario poner con la pipeta todo el volumen de 1-2 ul sobre el portaobjetos; simplemente usar la
pipeta depositando el microvehiculo suficiente sobre el portaobjetos (asegurarse de que los microvehiculos estan
suficientemente espaciados permitiendo la adicion posterior de un cubreobjetos sin solapamiento -se pueden
conseguir 5-6 microvehiculos por portaobjetos con precaucion).

Colocar con precaucion los portaobjetos en un horno de 68 °C logrando la deshidratacion completa de los
microvehiculos y la adhesion al portaobjetos (10 minutos deberian ser suficientes).

Preparar una disolucion nueva de 5U/ml de proteinasa k en H,Od (nétese que la preparacion de la reserva de
proteinasa K varia entre lotes de manera que la dilucién se deberia calcular con cada nuevo lote (por ejemplo, la
disolucién de reserva 1230 U/ml hasta 5 U/ml = 5/1230 = 1/246, es decir dilucién de 1 en 246 de la disoluciéon de
reserva en H>Od).

Preparar una caja humidificada en la que se lleva a cabo la reaccién de digestion (un placa de Petri de cultivo de
células de 10 cm x 10 cm funciona bien con pipetas de plastico desechables -cortar hasta un tamafo que ajuste a lo
largo de los dos lados. Colocar tejido humedecido en agua entre las pipetas).

Colocar de forma rapida pero con precaucién 0,5 ul de disolucion de 5 U/ml de proteinasa k, haciendo uso de la
pipeta, sobre microvehiculos secos (esto puede resultar bastante complicado ya que 0,5 pl es un volumen muy
pequefio y se evapora rapidamente fuera de la caja humidificada). Una vez que se ha afiadido proteinasa K a todos
los microvehiculos, colocar el portaobjetos en la caja humidificada y cubrir con una tapa. Dejar a temperatura
ambiente, protegido de la luz tanto como resulte posible, hasta que se hayan disuelto los microvehiculos
(normalmente 30-60 minutos). Es necesario retirar los portaobjetos de la caja humidificada comprobando que la
digestion ha sido completa y es necesario que esto se lleve a cabo de la manera mas rapida posible antes de
introducir de nuevos los portaobjetos en la caja evitando la evaporacién de la disolucién de proteinasa k).

Una vez que los microvehiculos se han disuelto por completo, retirar los portaobjetos de la caja y dejar reposar a
temperatura ambiente permitiendo la evaporacién de la disolucién de proteinasa k (esto tendra lugar de forma
bastante rapida). Colocar los portaobjetos en un horno a 68 °C durante aproximadamente 10 minutos garantizando
el secado completo de las marcas liberadas sobre el portaobjetos).

Anadir con precaucion una gota de 6 pl de glicerol directamente sobre las marcas secas, teniendo precaucion de
evitar burbujas de aire (si existen burbujas de aire presentes en la gota, con frecuencia es necesario retirarlas
pinchandolas con una pequefia aguja). Usando unas pinzas, colocar con precauciéon un cubreobjetos de 13 mm de
diametro limpio de polvo sobre la gota de glicerol, teniendo precaucién extrema evitando burbujas de aire (es casi
imposible retirar las burbujas de aire de debajo del cubreobjetos una vez que se encuentra en su sitio). Dejar que se
asiente el cubreobjetos (el glicerol se dispersa por todo el cubreobjetos. Proteger los portaobjetos de la luz tanto
como resulte posible pero con cuidado de no alterar los cubreobjetos demasiado y dispersar el glicerol sobre la
superficie.

Analizar las marcas usando un microscopio.
EJEMPLO 9
Digestion de los microvehiculos de Cytopore 2

Reactivos y equipo

e Guantes, gafas de seguridad, bata de laboratorio
e Acido clorhidrico, 37 %*
¢ Placa de Petri

e Tubos de PCR de pared fina
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e Sigmacote (n.? de cat. de Sigma SL-2)
¢ Medio de montaje Citifluor (Agar scientific)
Método

Tras un experimento de separacidn-agrupacion, se someten a digestion los microvehiculos revelando el
complemento de las marcas que se unen. Se lleva a cabo la digestion de los microvehiculos individuales en un tubo
de PCR de pared fina en un dispositivo de ciclado térmico o bloque calentador a 65 °C.

1. tomar microvehiculo de cytopore 2 + marcas (+ células) con la punta de la pipeta en el volumen méas pequeio
posible, normalmente < 2 pl (pipeta de 20 ul y punta funcionan bien) y depositar en una gota de 5 ul de HCIl de 37 %
en una placa de petri. Pasar rapidamente a la siguiente etapa.

2. Extraer rapidamente el microvehiculo con una punta de pipeta ajustada a 1 pl y depositar en la parte inferior de un
tubo de PCR de pared fina y cerrar la tapa.

3. Colocar el tubo en un dispositivo de ciclado térmico o bloque calentador ajustado a 65 °C durante 7 minutos
(comprobar que el vehiculo se ha disuelto por medio de inspeccién a través de la pared del tubo usando un
microscopio e incrementado el tiempos otros 2 minutos si fuese necesario. El vehiculo se deberia haber disuelto
trascurridos 7-9 minutos).

4. Tratar el portaobjetos de vidrio del microscopio con Sigmacote

5. Tratar la punta de pipeta de 2 ul con Sigmacote, garantizando que se seca por completo, antes de retirar con
precaucion el HCI en del tubo de PCR que contiene las marcas.

6. Depositar una gota de 1 pl sobre el portaobjetos de microscopio, invertir de manera que dicha gota sea una gota
que cuelga e incubar a 68 °C hasta lograr el secado completo (15-30 minutos) Afadir una gota de Citifluor y colocar
el cubreobjetos. Analizar las marcas usando un microscopio.

EJEMPLO 10
Marcado de unidades celulares con marcas con forma de bastoncillo

Se sembraron microvehiculos de Cultispher G 3500 con células de ES de ratén D3 en una suspension celular
individual a una densidad de 50 células por vehiculo en 2 ml de medio de proliferacién que comprendia KO-DMEM +
15 % de KO-SR, 100 U/ml de penicilina, 50 pg/ml de estreptomicina, GlutaMAX 2 mM, NEAA 1X, 1000 U/ml LIF,
BME 100 uM y se cultivaron las células durante la noche a 37 °C.

Se llevo a cabo una tincién vital de rojo neutro sobre las unidades celulares antes de la adicién de particulas con
nano-cédigo de barras confirmando la viabilidad de las células antes de la adicion de particulas.

Se obtuvieron suspensiones de particulas con forma de bastoncillo que comprendian nanoalambres de aluminio
revestido con Ag/Au de 6 micrometros de largo (Nicewamer-Pena, S.R. y col., Science 294: 137-141, 2001) a partir
de Oxonica Healthcare (Kidlington, Reino Unido) a una concentracién de 1 x 10° particulas por ml. Se usaron dos
codigos de barras designados 101010 y 100001 (en los que 1 = Ag y 0 = Au) marcando las unidades celulares.

Se retir6 una muestra de las particulas con forma de bastoncillo de la reserva y se esterilizd con etanol al 95 %
durante 1 hora antes del lavado y re-suspension en PBS estéril. Se afadié una mezcla de las dos particulas con
nano-codigo de barras a ~ 875 unidades celulares en un medio de 2 ml en un pocillo de una placa de cultivo celular
de 25-weH a una proporcion de 1000 particulas por unidad celular. Se incubé a placa de cultivo celular a 37 °C
durante la noche en un agitador orbital.

Trascurridas 24 horas en el cultivo, se colocaron las unidades celulares marcadas en un filtro de 70 um retirando las
particulas con forma de bastoncillo no ligadas y se lavd 5 veces con 5 ml de PBS. Se retiraron las células
individuales y se continu6 la viabilidad de las células D3 en presencia de las particulas con forma de bastoncillo
evaluadas por medio de tincién vital con rojo neutro.

Se depositaron las células individuales en portaobjetos de microscopio de vidrio tratados con Sigmacote y se
colocaron a 68 °C durante 10-95 minutos garantizando la deshidratacion completa. Se prepararon 5 U/ml de
proteinasa k en H.O y se depositaron 0,5 ul directamente sobre el material deshidratado. Se colocaron los
portaobjetos inmediatamente en una camara humidificada hasta que se hubo digerido el material de gelatina
(normalmente 30-60 minutos) y posteriormente se retir6 a un incubador a 68 °C permitiendo la evaporacion completa
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de la disolucién de proteinasa k (normalmente 10 minutos).

Se aplicd directamente una gota de 5 pl de glicerol al punto deseado y se aplicé un cubreobjetos redondo de 13 mm.
Se capturaron imagenes microscopicas de las particulas liberadas con forma de bastoncillo usando iluminacion de
campo brillante con un microscopio epifluorescente invertido Nikon TE2000S.

Se logrd la discriminacion de las particulas con forma de bastoncillo en la muestra usando un microscopio
Deltavision RT equipado con un lampara de Hg y un ajuste de filtro Chroma CFP (Ex. 436/10; Em. 465/30) con un
objetivo de inmersién en aceite de 100 aumentos.

Tabla 1
Marca | & | Fldor | [Fldor] | £ TRITC Adiciones a medio basal
1,1 |4,4| UV 4 - RA 10 nM
1,2 |4,4| SR 2 - DMSO 0,1 % (v/v)
1,3 [4,4| UV 2 - LIF 1000 U/ml + TGF B1 + 5 ng/ml de BMP2
14 |74| SR 5 + LIF 1000 U/ml + 10 ng/ml de bFGF
1,5 |74| UV 4 + LIF 1000 U/ml + 20 ng/ml de TPO
16 |74| UV 2 + LIF 1000 U/ml
41 |4,4| SR 2 + 2,5 ng/ml de TGF B1
42 19,8 UV 2 - 10 pug/ml de Ins
4,3 [9,8| UV 2 + 2,5 ng/ml de TGF B1 + 5 ng/ml de BMP2
44 14,4| SR 4 - 40 ng/ml de SCF
45 |74 SR 4 + 20 ng/ml de TPO
46 |9:8| UV 1 + 10 ug/ml de ITS
6,1 (44| SR 1 - 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6
6,2 (74| UV 4 - 30 ng/ml IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 3 U/ml de EPO + 10 ng/ml de M-CSF
6,3 (9,8 UV 3 + 10 pug/ml de ITS + 3 U/ml de EPO
6,4 |7,4] uv 1 + 10 pg/ml de ITS + 10 ng/ml de M-CSF
6,5 (44| UV 5 - 20 ng/ml de TPO + 3 U/ml de EPO
6,6 |[7,4| SR 3 + 20 ng/ml de TPO + 10 ng/ml de M-CSF
6,7 |4,4| UV 3 - 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 3 U/ml de EPO
6,8 [9,8] uv 5 - 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 10 ng/ml de M-CSF
8,1 (44| SR 3 - 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6
82 |74]| SR 5 - 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 3 U/ml de EPO + 10 ng/ml de M-CSF
83 (98| UV 1 - 10 pg/ml de ITS + 3 U/ml de EPO
84 |74| UV 2 - 10 pg/ml de ITS + 10 ng/ml de M-CSF
85 (74| SR 3 - 20 ng/ml de TPO + 3 U/ml de EPO
86 (44| SR 5 - 10 ng/ml de TPO + 10 ng/ml de M-CSF
8,7 (9,8 UV 3 - 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 3 U/ml de EPO
88 [4,4]| uv 4 + 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml IL6 + 10 ng/ml de M-CSF
10,1 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6
10,2 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml IL6 + 3 U/ml de EPO + 10 ng/ml de M-CSF
10,3 20 ng/ml de TPO + 3 U/ml de EPO
10,4 20 ng/ml de TPO + 10 ng/ml de M-CSF
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10,5 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 3 U/ml de EPO

10,6 30 ng/ml de IL3 + 20 ng/ml de IL6 + 10 ng/ml de M-CSF

Leyenda de la tabla 1

Listado de condiciones que comprenden la matriz experimental y las correspondientes marcas usadas marcando los
microvehiculos expuestos a estas condiciones. La nomenclatura de la marca indica el dia del experimento y la
condicion experimental (dia.condicion). Las columnas 2-5 listan las caracteristicas de la marca correspondiente, es
decir, el tamafo (diametro); identidad del fluoréforo (UV2 o Rojo Starfire); intensidad del fluoréforo (1 la mas baja-5
la mas alta) y si la marca se modifico con TRITC. Para cada condicion de matriz, las concentraciones finales de los
diferentes factores de proliferacion y/o morfégenos presentes en el medio basal vienen indicados en la columna final.
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REIVINDICACIONES
1. Un complejo que comprende un microvehiculo que tiene una carga positiva conjugada a una marca con carga
negativa, marca que es una microesfera, microesfera que no esta revestida con proteinas, en el que dicho
microvehiculo comprende proteina, celulosa, polietileno, polistirol, vidrio, colageno, colageno-glucosa-aminoglucano
y/o gelatina.
2. El complejo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el microvehiculo es un microvehiculo poroso.

3. El complejo de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2, en el que el microvehiculo consiste esencialmente en proteina,
celulosa, polietileno, polistirol, vidrio, colageno, colageno-glucosa-aminoglucano y/o gelatina.

4. El complejo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la microesfera tiene un diametro de aproximadamente 9
1Um o menos.

5. El complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la marca comprende, consiste o
consiste esencialmente en poliestireno y/o latex.

6. El complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que el complejo se adhiere o se une a al
menos una célula.

7. El complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que al menos un anticuerpo esta ligado a
la célula.

8. Un método para separar el complejo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que comprende las etapas de
poner en contacto dicho complejo con un &cido, una proteasa o una celulasa.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que el acido esta seleccionado entre acido clorhidrico, acido
sulfarico o hipoclorito de sodio.

10. El método de la reivindicaciéon 8 o0 9, en el que se detecta la marca separada.
11. El método de la reivindicacién 10, en el que la marca se somete a andlisis de imagenes.

12. Un método para determinar el efecto de una pluralidad de condiciones de cultivo sobre una célula que
comprende el uso de un complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

13. Un método para determinar el efecto de una pluralidad de condiciones de cultivo sobre una célula, que
comprende las etapas de:

(a) proporcionar un primer conjunto de grupos de una o mas células y exponer dicho primer conjunto de grupos a
condiciones de cultivo deseadas,

(b) agrupar dos 0 mas de dichos grupos para formar al menos una segunda agrupacion,

(c) subdividir la segunda agrupacion para crear un conjunto adicional de grupos de una o mas células,

(d) exponer dichos grupos adicionales a condiciones de cultivo deseadas,

(e) opcionalmente, repetir las etapas (b)-(d) iterativamente segun se requiera, y

(f) evaluar el efecto de las condiciones de cultivo a las que se ha expuesto una célula o grupo de células concreto;

en el que cada grupo de una o mas células es adherente a, o se une por medio de, un complejo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

14. Un método para exponer un célula a una variedad de condiciones de cultivo celular, que comprende las etapas
de:

(a) proporcionar un primer conjunto de grupos de una 0 mas células y exponer dichos grupos a condiciones de
cultivo deseadas,

(b) agrupar dos o mas de dichos grupos para formar al menos una segunda agrupacién,

(c) subdividir la segunda agrupacion para crear un conjunto adicional de grupos de una o mas células,
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(d) exponer dichos grupos adicionales a condiciones de cultivo deseadas, y
(e) opcionalmente, repetir las etapas (b)-(d) iterativamente segln se requiera;

en el que cada grupo de una o mas células es adherente a, o se une por medio de, un complejo de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

15. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-14, en el que las condiciones de cultivo son
medios a los que se ha expuesto la célula.

16. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en el que el medio contiene uno o méas agentes especificos que
influyen en un proceso celular.

17. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-16, en el que las condiciones de cultivo celular
comprenden cultivar a una o0 mas temperaturas especificas.

18. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-17, en el que las condiciones de cultivo celular
comprenden cultivar sobre uno 0 mas sustratos especificos.

19. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 12-18, en el que el proceso celular es proliferacion
o diferenciacion celular.

20. Un método para cultivar células pluripotentes excluyendo células pluripotentes embrionarias humanas o células
que proceden de células pluripotentes in vitro que comprende las etapas de:

a) incubar un cultivo de células pluripotentes, y

b) separar dicho cultivo en dos 0 mas grupos de células pluripotentes y cultivar dicho grupo de células pluripotentes
en dos 0 mas conjuntos diferentes de condiciones de cultivo;

en el que las células se cultivan en grupos que comprenden una o mas células adheridas o unidas en el complejo de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

21. Un método para cultivar células pluripotentes, excluyendo células pluripotentes embrionarias humanas, que
comprende dejar proliferar dichas células pluripotentes adheridas al complejo de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-7.

22. El método de acuerdo con la reivindicacion 21, en el que dichas células pluripotentes se someten a al menos un
cambio de las condiciones de cultivo.

283. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 22, en el que dicho cambio de las condiciones de cultivo comprende
un cambio de medio.

24. Un método para obtener células diferenciadas a partir de células pluripotentes in vitro, que comprende las etapas
de:

(a) dejar proliferar las células pluripotentes, excluyendo células pluripotentes embrionarias humanas, adherentes al
complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en un medio de cultivo;

(b) transferir el complejo de un medio de cultivo a otro;
(c) opcionalmente repetir la etapa (b) segun se requiera; y
(d) obtener las células diferenciadas unidas al complejo.

25. El método de acuerdo con la reivindicacién 24, en el que las células diferenciadas se aislan por medio de
desligado enzimatico o quimico del complejo.

26. El método de acuerdo con la reivindicacion 24 o 25, en el que las células diferenciadas se aislan por medio de
digestion del complejo.

27. Un método para dejar proliferar células pluripotentes pluripotentes, excluyendo células pluripotentes
embrionarias humanas, in vitro que comprende las etapas de:

(a) sembrar dichas células sobre el complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-8;y
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(b) propagar las células mientras se encuentran unidas al complejo.

28. Un método para cultivar células, excluyendo células pluripotentes embrionarias humanas, in vitro, que
comprende dejar proliferar dichas células adheridas al complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-
7.

29. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-28 que comprende adicionalmente separar
las marcas del complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

30. El método de la reivindicacion 29, en el que las marcas se separan exponiendo al complejo a un acido, una
proteasa o una celulasa.

31. El método de acuerdo con la reivindicacién 29 o 30, en el que las marcas separadas se someten a analisis de
imagenes.

32. Uso de un complejo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para determinar el efecto de una
pluralidad de condiciones de cultivo sobre una célula.

383. El uso de acuerdo con la reivindicacién 32, que comprende adicionalmente separar las marcas del complejo de
cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

34. El uso de acuerdo con la reivindicacion 33, en el que las marcas se separan exponiendo el complejo de
cualquiera de las reivindicaciones 1-7 a un acido, una proteasa o una celulasa.

35. El uso de acuerdo con la reivindicacién 33 o 34, en el que las marcas separadas se someten a analisis de
imagenes.

36. El complejo de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 4, en el que la microesfera es una microesfera
modificada con carboxilato.
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FIG. 9
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FIG. 10
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