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DESCRIPCION

Procedimiento para la realizacion y evaluacion de ensayos de mezclado y medicion para la medicion de cinéticas de
reaccion asi como de concentraciones y afinidades de analitos en formato multiplex

La invencion se refiere en general al campo de la amplificacién de acidos nucleicos, de la enzimologia y de la
inmunologia. En particular, la invencion se refiere a un procedimiento para la mediciéon en tiempo real (real time) de
cinéticas de reaccion en el formato de prueba de mezclado y medicion (Mix & Measure), registrandose y
evaluandose varios parametros al mismo tiempo (multiplex). También son objeto de la invencién un sistema de
medicion de fluorescencia multicolor con regulacion térmica, una matriz de perlas asi como un kit para detectar
moléculas diana en la matriz, preferiblemente para PCR en fase liquida, PCR en fase sélida y PCR muiltiplex.

Los procedimientos para determinar analitos en una muestra se realizan en tiempo real como ensayos de mezclado
y medicion, para ahorrar costes y tiempo durante la realizaciéon de la determinacién o para mejorar la exactitud asi
como la robustez de las pruebas. Las pruebas de este tipo se utilizan por ejemplo para la seleccion farmacéutica de
alto rendimiento o el analisis de acidos nucleicos en el diagndstico médico.

A este respecto, en la mayoria de los casos es muy importante regular la temperatura de reaccion, es decir
mantener la temperatura constante, crear un gradiente o atemperar ciclos térmicos rapidos de manera idéntica o con
diferentes evoluciones mientras se registran y procesan de manera continua los parametros de medicion. A menudo
se detectan senales de fluorescencia, dado que éstas pueden combinarse de manera variada con el formato de
ensayo de mezclado y medicion. Las variaciones, por ejemplo, de las intensidades de la fluorescencia, de la
duracion de la fluorescencia o de la polarizacion de la fluorescencia pueden ser indicadores de, por ejemplo,
concentraciones de analitos que varian en muestras o de interacciones intermoleculares y pueden medirse sin
contacto, es decir en diferentes formatos de prueba, en un recipiente de reaccién cerrado. Por formatos de prueba
de mezclado y medicion se entiende un procedimiento de analisis, en el que todos los componentes que reaccionan
permanecen en un compartimento de medicion hasta el registro de sefiales.

De procedimientos para el reconocimiento y la determinacién de cantidades de acidos nucleicos, en particular la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se conoce que, a modo de ejemplo, necesitan todas las condiciones
previas mencionadas anteriormente para poder realizarse de manera 6ptima. La PCR puede utilizarse para
afirmaciones tanto cualitativas como cuantitativas. Una determinacién de cantidades de productos de PCR puede
tener lugar de diferentes maneras. Los métodos de deteccion recientes permiten medir la sintesis in vitro de
productos de PCR “en tiempo real”, es decir de manera homogénea directamente en el recipiente de reaccion de
PCR usado en cada caso, en la fase liquida. Esta denominada PCR en tiempo real es un método especialmente
sensible. En este sentido, en cada ciclo de la PCR se hace un seguimiento de la generacion de productos de PCR.
La medicién de la amplificacion tiene lugar a este respecto por regla general en termocicladores, que presentan
medios adicionales para la mediciéon de sefales de fluorescencia durante la reaccién de amplificacion. Los productos
de amplificacion se detectan por ejemplo mediante muestras de hibridaciéon marcadas con fluorescencia, que soélo
fluorescen en caso de unién al acido nucleico diana, o mediante colorantes fluorescentes que se unen a ADN
bicatenario. Se establece un valor umbral de sefial definido para todas las reacciones analizadas y se determina el
numero de ciclos (Cp) necesario para alcanzar el valor umbral tanto para el acido nucleico diana como para los
acidos nucleicos de referencia. Basandose en los valores Cp obtenidos para el acido nucleico diana asi como el
acido nucleico de referencia pueden determinarse entonces los nimeros de copias o bien absolutos o bien relativos
de la molécula diana.

Un procedimiento reciente para detectar una molécula de acido nucleico especifica usa denominadas “balizas
moleculares” (Tyagi et al. documento US 6.150.097A). Las balizas moleculares son oligonucleétidos marcados con
colorante, que tienen una estructura de tallo-bucle. En los dos extremos libres de los fragmentos de tallo (el extremo
3’y el 5’) esta acoplado en cada caso un fluoréforo, actuando uno como colorante indicador y el otro como colorante
extintor, que extingue la fluorescencia del colorante indicador en caso de una proximidad espacial suficiente
mediante transferencia de energia por resonancia Forster (FRET). Las secuencias de los fragmentos de tallo en
ambos extremos de las balizas moleculares se seleccionan de tal manera que, cuando se dobla la baliza molecular,
los fragmentos de tallo se hibridan exclusivamente entre si, pero no con otros fragmentos del oligonucleétido. La
separacion entre el colorante indicador y el colorante extintor es suficientemente pequefia en el estado de los
fragmentos de tallo hibridados, de modo que el colorante fluorescente tampoco fluoresce en caso de una excitacion
adecuada con luz. El fragmento de bucle presenta una secuencia, que es complementaria a la secuencia de una
secuencia diana. Si las balizas moleculares y las moléculas de acido nucleico que presentan secuencia diana se
encuentran en una disolucion, los fragmentos de bucle y los fragmentos de secuencia diana pueden hibridarse, con
lo que se desdobla la baliza molecular con la disoluciéon de la hibridaciéon de ambos fragmentos de tallo. Este
desdoblamiento conduce al aumento de la separacion espacial entre el colorante indicador y el colorante extintor, y
el colorante indicador se excita para dar fluorescencia. En caso de observar de manera continua la intensidad de
fluorescencia puede establecerse un aumento de la intensidad cuando las balizas moleculares detectan las
secuencias diana y se hibridan con las mismas. Asi pueden detectarse cuantitativamente las moléculas de acido
nucleico. Estas balizas moleculares tienen la gran desventaja de una sintesis compleja y cara, dado que estas
sondas deben marcarse tanto con el colorante fluorescente como con el colorante extintor. Los sistemas de
colorante extintor-colorante fluorescente se aprovechan en sistemas de sondas comparables tales como sondas de
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cebador Amplifluor, Scorpions y TagMan.

Un sistema conocido adicional es el sistema Light-Cycler. En este caso se distribuyen los colorantes fluorescentes
en dos oligonucledtidos diferentes. En el extremo 3’ del primer oligonucledtido se encuentra un colorante
fluorescente (por ejemplo fluoresceina), un colorante fluorescente adicional se encuentra en el extremo 5 del
oligonucledtido que se afiade en el sentido de 3’ (por ejemplo LC Red 640). La fluoresceina se excita por un LED
como fuente luminosa y emite luz, que a través de FRET excita la segunda molécula fluorescente. La luz emitida por
el segundo colorante se mide a través de un filtro de fluorescencia con detector. Una excitacion del segundo
colorante sélo puede tener lugar cuando mediante la adicion de ambos oligonucledtidos en su hebra complementaria
las dos moléculas de colorante se encuentran en proximidad espacial (distancia de 1 a 5 nucledtidos). El principio de
este sistema se basa en la excitacion secundaria de un segundo colorante fluorescente, que no se posibilita hasta la
generacion del producto de PCR.

Dichos sistemas pueden utilizarse basicamente para aplicaciones multiplex, pero tienen la desventaja en la
deteccion paralela de diferentes secuencias objetivo, que la mezcla basica de reaccién se vuelve relativamente cara
debido al ndmero creciente de diferentes sondas de deteccion y que el numero creciente de sondas puede
perjudicar la reaccion de amplificacion. Ademas no se conocen suficientes pares de FRET para conseguir un alto
grado de multiplex.

En la implementacion técnica de ensayos de acido nucleico para estudios rutinarios son importantes: el ensayo
homogéneo, el procedimiento mudltiplex asi como las micromatrices (también denominadas chips génicos o
biochips). En una PCR multiplex con el sistema de cebador/sonda o el kit pueden combinarse varios conjuntos de
cebadores con el procedimiento descrito anteriormente, que debido a diferentes secuencias permiten la deteccion de
varias secuencias objetivo, sin embargo en la mayoria de los casos no mas de cinco, en una mezcla basica de
reaccion. Las mediciones cualitativas tienen lugar comprobando tras un numero definido previamente de ciclos de
amplificacidn, si la concentracion de las moléculas de acido nucleico acopladas supera un determinado valor umbral.
Para una cuantificacion se registra esta concentracion tras cada ciclo y se determina el numero de los ciclos hasta
alcanzar un determinado valor umbral. Este nimero es una medida para la concentracion del acido nucleico
buscado en una muestra.

La PCR en tiempo real debe su gran aceptacion a dos propiedades que sdlo coinciden con poca frecuencia en el dia
a dia de un laboratorio: es rapida y precisa. Practicamente ningun ciclador en tiempo real necesita mas de dos horas
para multiplicar y cuantificar las mas minimas cantidades de ADN. Los cicladores en tiempo real funcionan también
con alto rendimiento con hasta 384 reacciones de PCR al mismo tiempo, cuyos bloques de ciclador pueden
equiparse con placas de microtitulacion correspondientes.

Los cicladores en tiempo real se conocen en gran nimero. Permiten una deteccion de preferiblemente hasta cinco
colorantes fluorescentes al mismo tiempo para aplicaciones multiplex, presentan bloques de calentamiento
preferiblemente en paquetes de cuatro para placas de microtitulacion de 96 6 384 pocillos, muestran velocidades de
calentamiento/enfriamiento rapidas que hacen posible por ejemplo 30 ciclos de PCR en 30 minutos, software de
cuantificacion, analisis de punto de fusion y mucho mas. El sistema y el procedimiento segun la invencién también
son adecuados para laboratorios de alto rendimiento, que deben procesar muchas muestras, con lo que son
posibles hasta 5000 analisis por dia con robots de PCR en tiempo real automatizados correspondientes. Si no es
necesaria la cuantificacion en tiempo real y solo existe interés en la PCR de punto final, entonces pueden
posibilitarse hasta 30.000 muestras en apenas 3 horas mediante robots de PCR correspondientes.

Una alternativa para aumentar el grado de multiplex es la hibridacion de los productos de PCR en una matriz de
ADN, que porta sondas de captacion especificas sobre su superficie en puntos diferenciados espacialmente.
Mediante la deteccion de una reaccién de hibridacién pueden detectarse moléculas de ADN amplificadas o
caracterizarse su secuencia.

El principio de un experimento de matriz consiste en hibridar todas las muestras génicas que se encuentran sobre la
matriz simultdneamente con una sonda de acido nucleico. En este sentido es decisivo que el ADNc obtenido
mediante la transcripcion inversa de ARN a partir de células o tejido comprenda en el caso ideal todos los genes
expresados especificamente en los mismos. La hibridacién paralela de una sonda de acido nucleico con un gran
numero de muestras génicas complementarias sobre una matriz de ADN conduce a un patrén de hibridacion
caracteristico con una intensidad de hibridacion correspondiente. En este caso se muestra la ventaja decisiva de
esta tecnologia con respecto a otros métodos para el estudio de la expresion génica. Mientras que los métodos
convencionales se limitan al estudio de genes individuales, una matriz de ADN proporciona un perfil de expresion
génica mas amplio de la célula estudiada o del tejido estudiado. Resulta especialmente interesante la posibilidad que
viene dada por ello de estudiar la interaccion de diferentes genes. Registrar las diferencias en la expresion génica es
posible gracias a la hibridacion simultanea de células fetales/adultas o normales/inmortalizadas.

El elemento basico de los chips usados actualmente consiste preferiblemente en un portador de vidrio o de plastico,
tal como se usan en microscopia. Sobre un portador de este tipo se colocan las sondas (preferiblemente en
microparticulas) por ejemplo mediante un robot o de manera litografica. Los procedimientos deben funcionar de
manera precisa y limpia. Para cada punto se usan milmillonésimas partes de litro (normalmente 0,6 nl) de la
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disolucién de oligonucledtidos. Tras cada serie tiene lugar una limpieza automatica de las agujas (aclarado,
ultrasonidos), para no arrastrar ninguna impureza. En un extremo de los oligonucleétidos se encuentra un grupo
reactivo como por ejemplo un grupo amino (NH.). Este se une con una reaccién quimica de manera duradera sobre
el portador o a la microparticula. Estos puntos tienen un diametro de preferiblemente 100 um (0,1 mm). Debido a
esta cantidad reducida y a la pequefia separacion entre los puntos individuales (preferiblemente 0,3 mm) en un
portador de vidrio hay sitio hasta para 30.000 puntos. Estos sirven como puntos de anclaje posteriores para el ADN
de muestra. Por ultimo debe bloquearse la superficie no utilizada del portador. Esto tiene lugar mediante un
tratamiento con una disolucién de bloqueo especial, que puede estar ya contenida en el kit terminado. Con ayuda de
la PCR se multiplican los genes diana especificos, se acoplan con fluorescencia, se aplican sobre los portadores y
se incuban para su hibridacién. Dado el caso se elimina mediante varios lavados el ADN no unido. Un escaner
especial irradia los chips con luz de una longitud de onda adecuada, se excitan los colorantes fluorescentes y
fluorescen. El resultado resultante de esto se evalla a continuacion; si los puntos correspondientes se iluminan el
resultado es positivo.

Ademas de las matrices con codificacion local, en las que las biomoléculas, por ejemplo, se imprimen con una
disposicion fija sobre portadores planos, en la matriz de perlas se utiliza un portador codificado, equipado con
particulas. Las particulas con diferentes codificaciones se recubren para el enfoque multiplex con diferentes
biomoléculas. Las propias particulas se inmovilizan después distribuidas aleatoriamente sobre un portador plano.
Tras la unién de moléculas de la muestra que debe analizarse a las respectivas particulas y su marcaje (marcaje de
ligandos) tienen lugar la deteccion de la codificacion, de los ligandos y ademas la asociaciéon de la union de los
ligandos a las biomoléculas inmovilizadas.

La evaluacion de las matrices es un proceso que requiere comparativamente mucho tiempo. En particular en el caso
de mediciones cinéticas con varios puntos de medicion, en una medicion se generan retardos de tiempo
inaceptables, porque las imagenes se registran y se procesan de una manera muy compleja. Dado que tales
sistemas de prueba en la mayoria de los casos se miniaturizan para reducir los costes de material que se generan
por la multiplexacion, es necesaria una resolucion optica suficientemente elevada, lo que provoca grandes
cantidades de datos. Una desventaja adicional de las matrices es su escasa reproducibilidad en la produccion y la
fluctuacion asociada a ello de los valores de medicién, que surgen con la utilizacién de matrices. En este sentido, las
matrices de perlas presentan ventajas en comparacion con las matrices planas, pero la evaluaciéon es mas lenta
debido a la codificacion de los portadores particulados, dado que deben registrarse y procesarse varias imagenes
(en la mayoria de los casos 3-4) por objeto. Hay que afiadir que las matrices hasta la fecha solo pueden hacerse
funcionar como ensayos de mezclado y mediciéon con poca frecuencia, lo que significa un esfuerzo de manipulacion
y en el caso de matrices de acido nucleico un peligro de contaminacion. Por ello, la cuantificacion de los resultados
es también solo dificilmente posible.

La invencion se basaba por tanto en el objetivo de proporcionar un sistema de ensayo mejorado para analisis
multiplex, que cumpla al menos con uno de los siguientes requisitos:

- una plataforma de matriz robusta
- procedimientos de deteccion de mezclado y medicién para biomoléculas
- un sistema de medicion que puede ser de tipo multiplex, que se atempera rapidamente

- un analisis de datos ultrarrapido adaptado al hardware del sistema de medicién que permite una reduccién
de los datos por objeto y punto de medicion, y limita el alcance del procesamiento de imagenes a un
minimo.

La invencion sirve preferiblemente para resolver problemas analiticos, que requieren un registro de varios puntos de
medicion por serie de medicion, como por ejemplo en el caso de mediciones cinéticas o procedimientos
termociclicos, o cuando debe garantizarse un elevado rendimiento de muestras como por ejemplo en el caso de la
seleccién para la seleccion farmacéutica de principios activos. La invencién pretende contribuir a que la operacion de
medicién no sea la etapa que determina la velocidad, sino que el analisis pueda adaptarse de manera 6ptima al
principio de prueba en funcion del problema. Si no se consigue, no podrian procesarse cinéticas rapidas en el
formato mudltiplex o las propias reacciones conducirian a productos no especificos, incluso cuando la reaccion casi
se interrumpe para la medicién mediante un control termociclico.

La invencion soluciona estos requisitos proporcionando un procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 14.

El objetivo se soluciona segun la invencién proporcionando un procedimiento para el analisis multiplex de varios
analitos.

Segun la invencién, un procedimiento de este tipo comprende las siguientes etapas:

a. Utilizar un portador, sobre el que estan inmovilizadas al menos dos poblaciones de microparticulas
diferentes, diferenciandose las diferentes poblaciones de microparticulas en su codificacion de
fluorescencia y conteniendo al menos dos de las poblaciones de microparticulas con codificacion de
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fluorescencia diferentes en cada caso microparticulas, que estan ocupadas con una determinada poblacion
de moléculas aceptoras especifica, diferenciandose entre si las poblaciones de moléculas aceptoras de las
al menos dos poblaciones de microparticulas con codificacién de fluorescencia diferentes.

b. Medir la fluorescencia del portador de la etapa a) con una resolucion dptica 1 antes de poner en contacto el
portador con la muestra que va a analizarse,

permitiendo la resolucion 1:

- una diferenciacion de los singletes, dupletes, tripletes, multipletes y monocapas de
microparticulas, y

- la determinacion de la situacion local de las microparticulas inmovilizadas individuales de
las respectivas al menos dos poblaciones de microparticulas diferentes sobre el portador
teniendo en cuenta la codificacion de fluorescencia en cada caso diferente de las al
menos dos poblaciones de microparticulas diferentes.

C. Poner en contacto el portador de la etapa a) con la muestra que va a analizarse, provocando la interaccion
del respectivo analito con la molécula aceptora especifica para el mismo sobre la microparticula
inmovilizada correspondiente una variacion de la fluorescencia, dado el caso la etapa c) también puede
tener lugar antes de la etapa b).

d. Realizar al menos una medicion adicional de la fluorescencia del portador durante o después de la puesta
en contacto segun la etapa c) con una resolucion 2.

e. Asociar los valores de fluorescencia medidos con la resolucién 2 a los singletes, dupletes, tripletes,
multipletes y monocapas de microparticulas individuales identificados localmente sobre el portador segun la
etapa b) y asociados a una determinada poblacién de moléculas aceptoras.

f. Determinar la variacion de la fluorescencia mediante la puesta en contacto segun la etapa c) para cada
singlete, duplete, triplete, multiplete y monocapa de microparticulas identificado localmente sobre el
portador.

El procedimiento se basa en que poblaciones de microparticulas pueden diferenciarse rapidamente porque estas
microparticulas al excitarse con luz adecuada emiten un patrén de fluorescencia especifico de la poblacién. Por
medio de una medicion déptica de fluorescencia puede determinarse entonces rapidamente de manera inequivoca la
situacion local y disposicion de cada microparticula sobre una superficie adecuada y asociarse a una determinada
poblacion de microparticulas. Se utilizan tantas poblaciones de microparticulas distinguibles entre si en el
procedimiento segun la invenciéon como analitos y controles pretendan detectarse en la muestra que va a analizarse.
Cada poblacion de microparticulas diferenciable se ocupa con moléculas de una determinada poblaciéon de
moléculas aceptoras especificas, interaccionando especificamente cada poblacion de moléculas aceptoras
especificas con un analito que va a determinarse o sirviendo como control. Cada poblaciéon de microparticulas con
codificacién de fluorescencia diferenciable esta ocupada ahora en cada caso con exactamente una poblacién de
moléculas aceptoras especifica. Las diferentes poblaciones de microparticulas, ocupadas en cada caso con
moléculas aceptoras de una determinada especificidad se inmovilizan entonces sobre un portador adecuado, sin que
sea necesaria una disposicion espacial dirigida de las diferentes poblaciones de microparticulas sobre el portador.
Tras tener lugar la inmovilizacién, se realiza una primera medicion de la fluorescencia del portador equipado. Esta
medicion sirve como referencia para mediciones posteriores en el procedimiento y permite ahora mediante la
codificaciéon de fluorescencia inequivoca de las poblaciones de microparticulas individuales la determinacion
espacial exacta de la situacion de cada microparticula inmovilizada individual, su disposicién por ejemplo como
singlete, duplete, triplete, multiplete o como monocapa de microparticulas y la asociacion exacta de la particula en
cuestion con una determinada poblacion de microparticulas ocupada con una poblacion de moléculas aceptoras
especifica. A continuacion el portador puede ponerse en contacto con la muestra que va a analizarse. Mediante la
interaccion especifica del analito con su molécula aceptora sobre la superficie de la microparticula en cuestién o con
un determinado ligando para esta molécula aceptora se produce una variacion de la fluorescencia. Esta variacion de
la fluorescencia se mide en una medicidon o en una serie de mediciones sucesivas en el tiempo. Mediante una
comparacion localmente exacta de la medicion de referencia y la(s) posterior(es) mediciéon/mediciones de muestras
puede determinarse la variacion de la fluorescencia para cada microparticula individual y asociarse inequivocamente
a una determinada poblacién de microparticulas.

Este procedimiento puede usarse por ejemplo para determinar la concentracion o la afinidad de analitos en una
muestra o para determinar cinéticas de reaccion.

Las etapas y componentes individuales del procedimiento segun la invencion se describen a continuacion mas
detalladamente.

Analisis multiplex
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El grado de multiplex realizado preferiblemente de los analisis usando el procedimiento segun la invencion asciende
a 2-1000 analitos y controles diferentes por muestra, pudiendo registrarse varios parametros de medicién como por
ejemplo diferentes epitopos o regiones de secuencia de nucleétidos de un analito al mismo tiempo. El grado de
multiplex preferido asciende a 2-100 analitos y controles diferentes por muestra y de manera especialmente
preferible a 2-10 analitos y controles por muestra.

Analitos

Los analitos pueden ser todas las moléculas organicas e inorganicas concebibles de una muestra, que pueden
detectarse a través de su interaccidon especifica con las moléculas aceptoras sobre la superficie de las
microparticulas inmovilizadas y de la variacion de la fluorescencia provocada por ello.

Analitos preferidos son péptidos, proteinas, enzimas, lectinas, anticuerpos, antigenos, aptameros, polisacaridos,
lipidos o acidos nucleicos. En el caso de los acidos nucleicos se prefieren moléculas de ADN o ARN naturales y
sintéticas, se prefieren especialmente acidos nucleicos, que se generan en cada ciclo en reacciones de
amplificacién, como por ejemplo reacciones de PCR. Sin embargo, también pueden utilizarse analogos de acidos
nucleicos o analogos de aminoacidos no naturales asi como moléculas que los contienen.

A este respecto, pueden estar marcados por ejemplo o bien los propios analitos que van a analizarse y que
mediante su marcaje y su interaccion especifica con la molécula aceptora provocan directamente una variacion de la
fluorescencia o bien los analitos marcados o no marcados provocan una variacion de la fluorescencia indirectamente
porque los analitos, por ejemplo mediante su interaccion especifica con las moléculas aceptoras o mediante una
interaccion especifica con un ligando de competencia para la molécula aceptora especifica, influyen en o impiden la
union de un ligando marcado correspondiente.

Formato de prueba de mezclado y medicion

La realizacion de la prueba se simplifica porque el procedimiento segun la invencién transcurre preferiblemente
como procedimiento de mezclado y medicion. Es decir, todos los reactantes se afiaden al recipiente de reaccion y
salvo el cierre dado el caso necesario del recipiente de reaccidon y de la mediciéon y evaluaciéon no es necesaria
ninguna etapa de trabajo adicional.

Portadores

Las reacciones pueden transcurrir y detectarse sobre portadores planos o en rebajes de estos portadores. Los
portadores pueden estar estructurados como portaobjetos, placa de pocillos, microplaca de prueba, capilar o tubo. El
cierre de los rebajes puede tener lugar mediante tapas, laminas adheridas o también mediante recubrimiento. De
manera especialmente preferible se utilizan placas NucleoLink (Nunc) para la amplificacion de acidos nucleicos, que
portan un recubrimiento superficial para la inmovilizacién covalente de biomoléculas, presentan un fondo de
recipiente suficientemente plano y transparente y son termoestables. También pueden utilizarse recubrimientos
superficiales para reducir la unién no especifica de moléculas de muestra o reactivos de deteccion. Naturalmente es
posible una microestructuracion de la superficie, que no perjudique el enfoque 6ptico.

El portador sélido puede encontrarse en cualquier forma y puede estar compuesto por diferentes materiales o
materiales de trabajo, que comprenden en particular diferentes metales, vidrio y plasticos. Portadores solidos
preferidos son membranas de nailon, vidrio epoxi y vidrio de fluoruro de boro. La ventaja del uso de vidrio y plasticos
puede radicar en la transparencia de los materiales, que posibilita la produccion de portadores a modo de
portaobjetos o microplacas para el alto rendimiento paralelo de muestras y una reduccién de costes que resulta de
ello. Las micromatrices pueden encontrarse en forma de un portaobjetos o de una microplaca (también denominada
placa de microtitulacion). En el caso de la microplaca se trata de un recipiente ahuecado (dished) con varios (al
menos dos) rebajes. En el caso de las micromatrices a base de microplacas se trata de una microplaca con varios
rebajes, en cuyos fondos esta situado un biochip de micromatriz. Un ejemplo de la microplaca es una placa de
microtitulacion de ELISA con 96 rebajes ampliamente conocida.

Ademas son igualmente adecuados para la implementacion de la presente invencion portadores solidos basados en
sistemas de capas de disposicién auténoma. La aplicacion puede tener lugar usando procedimientos automaticos.

Los portadores pueden estar compuestos por policarbonato, poliestireno, (plasticos adicionales), vidrio, metal,
ceramica.

Microparticulas con codificacion de fluorescencia

La disponibilidad de aditivos reactivos o no reactivos de plasticos liquidos, por ejemplo termoplasticos, elastémeros,
durémeros, puede controlarse de manera eficaz mediante revestimiento o inclusién en polimeros de cadena lineal o
formadores de red. Tales micromateriales compuestos a base de polimeros se conocen en forma de microcapsulas
con una estructura de nucleo-envuelta o de particulas de matriz a escala micrométrica con una distribuciéon en su
mayor parte homogénea de los componentes a través de la seccion transversal de la particula (Ch.A.Finch,
R.Bodmeier: “Microencapsulation” en Ulimann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry, 62 ed. 2001, publicacion
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electrénica). El nucleo de microcapsulas puede encontrarse en forma sélida, liquida o gaseosa (esferas huecas). En
el caso de las particulas de matriz se conocen sistemas de fase homogénea y heterogénea. Segun la invencién se
tienen en cuenta todas las microparticulas que posibilitan una inmovilizaciéon. Los corpusculos de particula estan
compuestos preferiblemente por un material polimérico. Se prefieren los siguientes materiales poliméricos, que
comprenden, pero no se limitan a: poliestireno, poli(acido acrilico), poliacrilonitrilo, poliamida, poliacrilamida,
poliacroleina, polibutadieno, policaprolactona, policarbonato, poliéster, polietileno, poli(tereftalato de etileno),
polidimetilsiloxano, poliisopreno, poliuretano, poli(acetato de vinilo), poli(cloruro de vinilo), polivinilpiridina, poli(cloruro
de vinilbencilo), poliviniltolueno, poli(cloruro de vinilideno), polidivinilbenceno, poli(metacrilato de metilo), polilactida,
poliglicolida, poli(lactida-co-glicolida], polianhidrido, poliortoéster, polisulfona o combinaciones de los mismos. Otros
materiales poliméricos, tales como por ejemplo hidratos de carbono, tales como carboximetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa, agar, gel, un polimero de tipo proteico, polipéptidos, células eucariotas y procariotas, lipidos,
metal, resinas, latex, caucho, silicona, tal como por ejemplo polidimetildifenilsiloxano, vidrio, melamina, ceramica,
carbén vegetal, caolinita, bentonita y similares pueden usarse de la misma manera. A estos polimeros pueden
incorporarse también un iman o un 6xido metalico que responde magnéticamente seleccionado del grupo compuesto
por 6xido metalico superparamagnético, paramagnético o ferromagnético. Las particulas pueden contener grupos
funcionales adicionales en la superficie, tales como por ejemplo carboxilatos, ésteres, alcoholes, carbamidas,
aldehidos, aminas, 6xidos de azufre, grupos mercapto, 6xidos de nitrdgeno o halogenuros, que pueden facilitar una
union de reactantes analiticos y/o una union de corpusculos a corpusculos.

Se han descrito en gran numero procedimientos para la produccion de microparticulas por medio de procesos de
formacion de particulas reactivos y no reactivos. En la formacién de particulas reactiva tiene lugar la formacion de la
pared o de la matriz en paralelo a un proceso de polimerizaciéon, policondensacion o poliadicién. En los
procedimientos no reactivos se utilizan directamente polimeros formadores de pelicula, que se llevan de manera
termodinamica a la separacion de fases y a la formacion de particulas. En procedimientos para la encapsulacion de
materiales de nucleo sélidos o liquidos se utilizan por ejemplo resinas de melamina-formaldehido. En particular
pueden utilizarse de manera variada y sin problemas resinas de melamina-formaldehido, y pueden aplicarse para la
formacion de particulas a partir de la fase acuosa. El tamafio de microcapsula puede ajustarse en funcion de las
condiciones de reaccion, por ejemplo adiciéon de emulsionante o método de dispersion, y para el uso segun la
invencion se encuentra entre 0,5 y 30 um. Una posibilidad adicional es la reticulacion hidrotérmica de hidroximetil-
melamina.

El experto conoce microparticulas con codificacion de fluorescencia y se describen por ejemplo en los documentos
DE 699 07 630 T2 y DE 10054382.0. Los colorantes, cuando se usa mas de un colorante para tefiir mas de una
poblacién de particulas, se seleccionan de tal manera que presentan espectros de emision esencialmente diferentes,
preferiblemente con maximos de emisidon que estan separados por mas de 10 nm, mas preferiblemente con
maximos de emisién que estan separados por mas de 25 nm, que estan separados aun mas preferiblemente por
mas de 50 nm. Los colorantes pueden seleccionarse para presentar bandas de emisién que son apropiadas para
filtros que pueden obtenerse en el mercado, o para detectar fluoréforos mudltiples con diferentes bandas de
excitacion y emision.

Insertar aqui una lista de las clases de colorantes de fluorescencia.

Colorantes fluorescentes, que sirven para el marcaje de las microparticulas, son todas las sustancias que pueden
emitir sefiales de luminiscencia detectables. Sin embargo, también pueden utilizarse colorantes que emiten radiacion
de rayos X o presentan fosforescencia. Colorantes fluorescentes en el sentido de la invencién son todos los
compuestos inorganicos y/u organicos gaseosos, liquidos o sdélidos, que se caracterizan porque tras la excitacion
vuelven a emitir la energia absorbida en forma de radiacion de una longitud de onda igual, mas larga o mas corta. Es
decir, también pueden usarse pigmentos inorganicos u organicos con capacidad luminiscente o “puntos cuanticos”
(quantum dots) como colorantes fluorescentes en el sentido de la invencion. Sin embargo, también puede estar
previsto que las microparticulas tengan una constitucion tal que presenten fluorescencia propia, o tanto fluorescencia
propia como un marcaje fluorescente no propio. Una fluorescencia propia de las microparticulas puede generarse
por ejemplo porque las microparticulas contienen el mineral fluorita. Como colorantes fluorescentes no propios
pueden utilizarse por ejemplo: cloruro de dansilo, isotiocianato de fluoresceina, 7-cloro-4-nitrobenzoxadiazol,
anhidrido del acido pirenbutirilacético, N-yodoacetil-N’-(acido 5-sulfénico-1-naftil)-etilendiamina, 8-sulfonato de 1-
anilinonaftaleno, 6-sulfonato de 2-toluidinonaftaleno, 7-(p-metoxibencilamino)4-nitro-benz-2-oxa-1,3-diazol, formicina,
2-aminopurinorribonucledsido, etenoadenosina, benzoadenosina, acido a- y B-parinarico y/o acido A9,11,13,15-
octadecatetraenoico, cristales de selenito de cadmio de un solo tamafio o de tamafos diferentes, y otros. Como
colorantes fluorescentes pueden utilizarse igualmente por ejemplo complejos de metales de transicion, que
contienen las siguientes sustancias: rutenio (Il), renio (I) u osmio e iridio como atomo central y ligandos de diimina;
porfirinas fosforescentes con platino, paladio, lutecio o estafio como atomo central; complejos fosforescentes de las
tierras raras tales como europio, disprosio o terbio; cristales fosforescentes tales como rubi, Cr-YAG, alejandrita u
oxidos mixtos fosforescentes tales como fluorogermanato de magnesio o cristales de selenito de cadmio,
fluoresceina, aminofluoresceina, aminometilcumarina, rodamina, rodamina 6G, rodamina B, tetrametilrodamina,
bromuro de etidio y/o naranja de acridina.

Como colorantes fluorescentes pueden utilizarse por ejemplo las siguientes sustancias en combinacion:



10

15

20

25

30

35

40

ES 2538 100 T3

(tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio (I1)/HPTS
(tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio (ll)/fluoresceina
(tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio (ll)/rodamina B
(tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio (ll)/rodamina B-éster octadecilico
(tris-4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio (ll)/hexadecilo-naranja de acridina
(tris-teonil-trifluorometilacetonato)europio (lll)/hidroximetilcumarina
tetrafenilporfirina platino (ll)/rodamina B-éster octadecilico
tetrafenilporfirina platino (ll)/rodamina B

tetrafenilporfirina platino (Il)/naftofluoresceina

tetrafenilporfirina platino (ll)/sulforrodamina 101

octaetilporfirina platino (ll)/eosina

octaetilporfirina platino (ll)/tionina

octaetilcetoporfirina platino (l1)/azul Nilo

Cr(ll)-YAG/azul Nilo y

Cr(Il)-YAG/naftofluoresceina

aminocumarina/aminofluoresceina

aminocumarina/rodamina 6G

aminocumarina/tetrametilrodamina

aminocumarina/naranja de acridina

aminofluoresceina/rodamina 6G

aminocumarina/azul Nilo

aminofluoresceina/tetrametilrodamina

aminofluoresceina/bromuro de etidio y

DAPI/rodamina.

Sin embargo, también pueden utilizarse combinaciones con 3 colorantes para la codificacion de las particulas, como
por ejemplo:

aminocumarina, rodamina, azul Nilo o
aminocumarina, fluoresceina, rodamina. Son posibles combinaciones adicionales.

Como fluorescencia superficial puede denominarse o bien la fluorescencia de la capa mas externa de las
microparticulas o bien, cuando las moléculas aceptoras estan marcadas con fluorescencia sobre la propia superficie
de la particula, la fluorescencia de estas moléculas aceptoras.

Como fluorescencia de ligando se denomina la fluorescencia que o bien procede de analitos marcados con un
colorante correspondiente o bien, cuando se utiliza un ligando de competencia marcado correspondientemente, la
fluorescencia de este ligando marcado o bien cuando una molécula de deteccion fluorescente se une a los ligandos
unidos a las moléculas aceptoras.

En una variante preferida se introducen mediante polimerizacion para la codificacion de particulas uno o varios
colorantes de las clases de las cumarinas, rodaminas o derivados de azul Nilo en las particulas y un derivado de
fluoresceina como fluorescencia superficial o para el marcaje de ligandos.

Si se codifica con cumarina, fluoresceina y rodamina, pueden utilizarse preferiblemente Cy5 y colorantes
fluorescentes con una longitud de onda de emisidon mayor para la fluorescencia superficial o para la fluorescencia de
ligando. Sin embargo, también es posible implementar la fluorescencia superficial o fluorescencia de ligando a través
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de un par de FRET, como por ejemplo fluoresceina y rodamina. Entonces estan disponibles para la codificacion
colorantes de cumarina y cian, etc. Las posibilidades de codificacion aumentan enormemente porque un mismo
colorante puede utilizarse en varias capas de las microparticulas a diferentes concentraciones. De este modo resulta
para cada capa y entre diferentes capas un gran numero de posibilidades de formacion de razones, que pueden
aprovecharse para la decodificacién de las poblaciones de particulas.

Una posibilidad adicional para la formacién de estructura dentro de microparticulas consiste en la introduccion
mediante polimerizacién por capas de microparticulas fluorescentes o con codificacién de fluorescencia adicionales.
De este modo pueden generarse de manera dirigida en las microparticulas patrones, como por ejemplo de grano
grueso o fino, o el nimero de los granulos por capa, que pueden aprovecharse para la codificaciéon de numerosas
poblaciones de microparticulas.

Segun la invencion se utilizan preferiblemente microparticulas de melamina, silice, polisulfona y poliéter,
polimetacrilato, muy preferiblemente de polimetacrilato. Por regla general tienen un diametro de 0,5 - 60 um. El
tamafio de particula preferido asciende a 5-15 um. A este respecto, la forma de las particulas puede ser esférica,
eliptica, cilindrica, irregular o cuboidal.

Las microparticulas usadas preferiblemente se caracterizan porque estan compuestas preferiblemente por 2 capas y
un nucleo, que se diferencian desde el punto de vista de la fluorescencia 6ptica y siendo al menos la capa externa
resistente a la temperatura y estando compuesta por ejemplo por melamina. La capa central e interna estan
compuestas preferiblemente también por un polimero resistente a la temperatura, siempre que las pruebas utilizadas
transcurran a temperaturas mas elevadas. Las particulas pueden contener en una o varias capas particulas
magnéticas, con cuya ayuda se garantiza una inmovilizaciéon segura de las particulas durante la medicion.

Las diferentes capas pueden contener uno o varios colorantes fluorescentes, que se aprovechan para la
codificacién, asi como colorantes fluorescentes, que se acoplaron directamente o facilitado a través de biomoléculas
a la superficie de la particula. Los colorantes fluorescentes, que se unieron a través de biomoléculas a la superficie,
pueden tener por consiguiente la funcion de codificacion asi como la funcién de indicacion de la cinética de unién o
de reaccion.

Alternativamente a las particulas con codificacion de fluorescencia pueden utilizarse también células en forma de
suspensiones, monocapa o cortes histologicos, pudiendo diferenciarse entre si diferentes poblaciones celulares a
través de su estructura fina o dado el caso a través de su codificacion de fluorescencia.

Los polimeros en la superficie de la particula pueden encontrarse en forma no modificada o en forma modificada.
Posibles funcionalizaciones son grupos carboxilo, sulfhidrilo, epoxilo, amino, hidroxilo, acido sulfénico, pegililo, acrilo,
fosfato.

Inmovilizacién de microparticulas

Preferiblemente se usa un dispositivo, que como puntos de medicidon contiene microparticulas con codificacién de
fluorescencia que portan las moléculas aceptoras y estan inmovilizadas por gravedad, fuerzas magnéticas o
mecanicas, por la unién quimica o fisica al fondo del recipiente de manera permanente o durante la duracién de la
operacion de medicién. A este respecto, las microparticulas pueden acoplarse directamente al portador o facilitado a
través de moléculas ligadoras. Como moléculas ligadoras actian también las moléculas aceptoras inmovilizadas que
representan preferiblemente biomoléculas. Las particulas inmovilizadas de las diferentes poblaciones de particulas
se distribuyen aleatoriamente por todo el area prevista del portador y pueden encontrarse como singletes, dupletes,
tripletes, multipletes, como disposiciones complejas e incluso como monocapa. La funcidn mas importante de la
inmovilizacién de particulas es la ventaja de que sélo es necesario que la decodificacion de las fluorescencias de
particula tenga lugar una vez y después sélo tiene que registrarse la fluorescencia superficial o de ligando para el
registro de puntos de medicion adicionales. Si las particulas no se inmovilizan de manera permanente, el registro de
las fluorescencias de particula también debe tener lugar durante el registro de los puntos de medicion adicionales.

Las particulas no tienen que inmovilizarse de manera firme en una superficie sélida, sino retenerse de manera
estable en un plano de enfoque, lo que también puede garantizarse mediante un gradiente de densidad. En caso de
usar particulas de densidades diferentes, puede conseguirse por consiguiente una codificacion adicional de
poblaciones de particulas. Pueden utilizarse por ejemplo diferentes densidades mediante el uso de polimeros
diferentes en la produccion de particulas y capas de particulas. La creacion del gradiente se garantiza por ejemplo
mediante el pipeteo simultdneo de muestra y gradientes de densidad, pudiendo la dilucién de la muestra ser igual o
variar a lo largo del gradiente. En caso de variacion de la dilucion de la muestra es posible realizar en una mezcla
basica de reaccion por ejemplo una titulacion del analito. El gradiente de densidad puede encontrarse como
gradiente homogéneo o como gradiente escalonado. Las particulas pueden sedimentarse por gravedad en el limite
de fase deseado. Si se trata de un gradiente de carga que se obtiene preferiblemente mediante anfolitos, las
particulas también pueden migrar de manera correspondiente a su carga a través de un campo aplicado a su punto
isoeléctrico. Mediante la combinacion de gradientes de carga y de densidad homogéneos pueden crearse multiples
capas de perlas en el recipiente de reaccion.

Resulta ventajoso que los limites de fase entre diferentes densidades, en el caso de fondos no planos del entorno de
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reaccion (los fondos de las microplacas de prueba nunca son por ejemplo idealmente planos) también consigan a
pesar de ello un plano de enfoque plano. De este modo se ahorra esfuerzo de enfoque y por consiguiente tiempo.
También es posible encerrar las particulas con la disolucion de reaccion entre un liquido apolar menos denso y uno
apolar mas denso, para limitar de este modo el espacio de reaccion. De este modo también es posible minimizar la
fluorescencia de fondo. Las fluorescencias de fondo también pueden minimizarse afiadiendo a la disolucién de
reaccion por ejemplo un colorante extintor o nanoparticulas que absorben luz, que no perjudican la reaccion pero
aumentan el contraste y por consiguiente la sensibilidad. Preferiblemente se afiaden aquellas sustancias para
aumentar el contraste, que corresponden a la luz de la longitud de onda de excitacion y/o de la longitud de onda de
emision de la o de las fluorescencias de ligando.

Moléculas aceptoras

Como moléculas aceptoras, que son preferiblemente biomoléculas, se utilizan aquellas sustancias, que se unen
especificamente a los analitos de la muestra o de la muestra de referencia con alta sensibilidad y especificidad, o
que compiten con el analito por la unién a un analogo. La molécula aceptora y el analogo o ligando pueden portar un
marcaje de fluorescencia y/o un extintor (quencher). Las biomoléculas inmovilizadas pueden ser péptidos o
proteinas y en este caso preferiblemente anticuerpos, antigenos, enzimas, lectinas, aptameros. Sin embargo,
también pueden ser polisacaridos, lipidos o acidos nucleicos. En el caso de acidos nucleicos se utilizan en la
mayoria de los casos oligonucleé6tidos de ADN o ARN sintéticos. Sin embargo, también pueden emplearse analogos
de acido nucleico no naturales.

El acoplamiento de las moléculas aceptoras a las microparticulas tiene lugar de manera covalente y/o de manera no
covalente.

Variacion de la fluorescencia

Las reacciones necesarias para la deteccién son interacciones intermoleculares, que transcurren en la superficie
limite entre la fase sdlida de la superficie de la particula y la fase liquida de la disolucion de reaccion. A este
respecto, en funciéon del principio de prueba se provoca una variacion de la fluorescencia de la fluorescencia
superficial o de ligando que se hace perceptible mediante un aumento o disminucién de la intensidad, polarizacion,
duracioén de la fluorescencia superficial o de ligando en la superficie de la particula y en la evolucidon temporal se
registra con al menos dos puntos de medicidon. Una reduccion de la intensidad de la fluorescencia puede producirse
al degradarse, tal como ya se expuso anteriormente, biomoléculas marcadas con fluorescencia inmovilizadas sobre
la superficie de la particula en la reaccion.

Alternativamente puede producirse un aumento de la sefial de fluorescencia, cuando un extintor se desplaza
mediante la reaccion fuera de la proximidad espacial hacia el fluoréforo extinguido, empezando el fluoréforo a
fluorescer como por ejemplo en el caso de balizas moleculares, Scorpions, cebadores Amplifluor. La extincion del
fluoréforo también puede neutralizarse durante la reaccion mediante la degradacién de una songa TagMan
inmovilizada, permaneciendo y fluoresciendo el fluoréforo tras la degradacion de la sonda en la superficie de la
particula. Igualmente es posible que se generen pares de FRET mediante la unién espacialmente adyacente de
sondas marcadas con moléculas de colorante fluorescente a las moléculas de analito, que a su vez se inmovilizaron
durante la reaccion sobre la superficie de las particulas por ejemplo mediante PCR. También esta previsto que un
aumento de las sefiales de fluorescencia de la fluorescencia de ligando sobre la superficie de la particula pueda
generarse porque se unan moléculas de deteccién marcadas con fluorescencia como por ejemplo anticuerpos
especificos anti-grupos fosfato. Mediante esta unidon a péptidos fosforilados durante la reaccién e inmovilizados
sobre la superficie de la particula se aumenta de manera mediable la concentracién de grupos fluorescentes, sin que
sean necesarios la extincion y sistemas FRET.

La variacién de la fluorescencia que va a medirse puede preferiblemente:
- consistir en una disminucion de la fluorescencia superficial, por ejemplo mediante degradacion.

- consistir en un aumento de la fluorescencia superficial, por ejemplo mediante el desplazamiento de un
ligando de competicion marcado con un extintor de la molécula aceptora marcada con un colorante
correspondiente mediante uno o varios analitos.

- consistir en una disminucion de la fluorescencia de ligando, por ejemplo mediante la unidn especifica de un
analito marcado con un colorante correspondiente a un aceptor marcado con un extintor sobre la superficie
de la particula.

- consistir en un aumento de la fluorescencia de ligando, por ejemplo mediante la uniéon especifica de un
analito marcado con un colorante correspondiente a una molécula aceptora correspondiente sobre la
superficie de la microparticula.

- consistir en una variacion de la fluorescencia total, por ejemplo mediante la accién conjunta de un par de
FRET entre molécula aceptora y analito.
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Ejemplos de reaccion son PCR, PCR en fase sdlida, amplificaciones de acido nucleico isotérmicas tales como
“amplificacion por desplazamiento de hebra” o “reaccion en cadena de la ligasa” u otras reacciones enzimaticas,
uniones de anticuerpos a antigenos.

Sistema de medicion

Los aparatos para la realizacién y medicion segun la invenciéon de variaciones de fluorescencia en la matriz de perlas
de los mas diversos formatos de prueba, que pueden controlarse de manera completamente automatica por medio
de un ordenador, comprenden:

- un control completamente automatico por medio de un ordenador,

- un termociclador para la atemperacion rapida de las muestras, con una velocidad de
calentamiento/enfriamiento de 3-20°C por segundo, que presenta una zona de reaccién con varios
alojamientos que pueden atemperarse para portadores segun la reivindicacion 1, etapa a),

- un dispositivo de posicionamiento para el termociclador y el entorno de reaccion que puede controlarse de
manera termociclica,

- un dispositivo de iluminacién asociado a la zona de reaccién con el que puede irradiarse luz de excitaciéon
de longitudes de onda definidas diferentes,

- un dispositivo éptico que es adecuado preferiblemente para detecciéon de fluorescencia directa e inversa
con filtros 6pticos correspondientes,

- uno o varios dispositivos de deteccion (por ejemplo CCD, CMOS), que generan imagenes en funcién de una
intensidad de fluorescencia medida, y

- una unidad de evaluacioén, que genera valores de medicion a partir de las imagenes.

Para la utilizacién de microparticulas los aparatos pueden comprender adicionalmente dispositivos de inmovilizacion
para por ejemplo particulas magnéticas o paramagnéticas.

Mediante el uso de fondos de recipiente y/o tapas de recipiente 6pticamente transparentes con una fluorescencia
propia reducida, que posibilitan la evaluacién desde el punto de vista de la fluorescencia éptica durante la realizacién
termociclica o isotérmica de la reaccién de deteccion, son posibles mediciones con fluorescencia de luz transmitida y
luz reflejada. En el caso de fluorescencia de luz reflejada pueden utilizarse placas de microtitulacion habituales en el
comercio, tales como por ejemplo NucleoLink o NucleoSorb. Los recipientes de reaccion habituales en el comercio
usados pueden recubrirse para reducir la fluorescencia propia.

Dado que en caso de utilizar microparticulas no inmovilizadas de manera permanente todas las fluorescencias de
particula deben medirse durante el registro de puntos de medicién adicionales, se plantean requisitos especialmente
elevados a la velocidad del hardware, tales como por ejemplo el uso de una resolucién lo mas reducida posible de
los objetivos a una potencia luminosa elevada, el uso de filtros de multiples bandas para evitar cambios de filtro en
combinacién con una iluminacién con LED de multiples colores, el uso de una camara con amplificacion de
electrones, programacion paralela de las unidades de deteccion. Las unidades de deteccion pueden estar
dispuestas en el sentido de una programacion paralela preferiblemente en filas de 8 o agruparse mediante
conductores de fibra de vidrio o liquidos en una camara. Igualmente es posible medir mediante objetivos gran
angulares varios pocillos al mismo tiempo. Mediante el agrupamiento de pixeles puede reducirse igualmente el
tiempo de medicion, dado que aumenta la sensibilidad, lo que acorta la exposicién, y se reduce la cantidad de datos.

Registro de puntos de medicion

La invencioén prevé que antes o al inicio de la reaccion se registre un primer punto de medicion y en el transcurso o
al menos tras la finalizacion de la reacciéon un punto de mediciéon adicional, para poder calcular con cuanta
intensidad transcurrié la reaccién para el analito individual o en qué concentracion se encontraba el analito en la
muestra.

El registro del primer punto de mediciéon es necesario para identificar todas las microparticulas que se tienen en
cuenta para la evaluacion, registrando las fluorescencias de codificacion para poder asociar todas las particulas a
una poblacion de particulas. Ademas se almacena la posicion x/y necesaria para la evaluacién de un ndmero
necesario de particulas identificadas por poblacién, para recuperar los lugares de medicion para el registro de la
fluorescencia superficial o de ligando durante el registro de puntos de medicidon adicionales. Por lo demas, la
fluorescencia superficial o de ligando se registra como referencia para la sefial superficial o de ligando registrada en
los siguientes puntos de medicidon y dado el caso también se utiliza para la decodificacion de la poblacion de
particulas. Los registros de las fluorescencias tienen lugar con la resolucion éptica 1, que por regla general es mayor
que la resolucion 2, para registrar de manera segura las unidades que pueden evaluarse, preferiblemente particulas
inmovilizadas individualmente, pero dado el caso también dupletes, tripletes 0 monocapas de particulas. Esto puede
conseguirse preferiblemente porque mediante el registro de imagenes en varios planos Z y el calculo posterior de
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una imagen nitida total (algoritmos de profundidad de campo aumentada “extended-depth-of-field’), a partir de
dupletes y aglomerados superiores puede determinarse de manera segura el limite de perla individual y con ello
conseguirse una individualizacion.

Alternativamente, los aglomerados reconocidos se subdividen mediante su superficie y propiedades morfoldgicas en
grupos individuales. Para cada grupo se usa una variante de algoritmo especial para calcular la fluorescencia. A
través de la determinacion de los puntos de contacto entre perlas pueden individualizarse digitalmente las perlas.

Alternativamente, a través de extrapolacion de perlas mediante el uso de un conocimiento previo (una perla es por
ejemplo una esfera), pueden completarse las estructura anulares en la imagen que estan superpuestas con otras
perlas. De este modo pueden evaluarse disposiciones de multiples capas de perlas. Un algoritmo de la bibliografia
es la transformacion de circulos de Hough. Siempre se evalua la superficie visible de una perla.

Alternativamente, mediante eliminacion digital de poblaciones de perlas individuales de los datos de imagen, de los
aglomerados de perlas se extraen perlas individuales. Estas alternativas pueden emplearse individualmente o en
combinacién, con lo que estan disponibles mas particulas evaluables por toma de imagen, lo que a su vez ahorra
tiempo durante el analisis.

El registro de todos los demas puntos de medicion tiene lugar con resolucion 2 y se limita preferiblemente solo al
registro de la fluorescencia superficial o de ligando. En una variante de realizacion adicional es posible registrar
también fluorescencias de particula para documentar al menos para algunos puntos de medicion la recuperacion
exacta de las particulas. Si se irradia una fluorescencia de la fluorescencia de particula de manera reducida pero
detectable de manera segura en el canal de emision de la fluorescencia superficial, esto reduce la sensibilidad, pero
la particula puede recuperarse. Es igualmente posible utilizar dos fluorescencias superficiales, no experimentando
una fluorescencia ninguna variacion de la fluorescencia durante la reaccion, de modo que puede excluirse un
desplazamiento de particulas debido por ejemplo a efectos térmicos. Las resoluciones usadas deben adaptarse de
manera 6ptima a la densidad de particulas y el nUmero de pixeles por particula (1-1000 pixeles), para garantizar la
seguridad necesaria para cada respectiva aplicacion en la identificacion y la recuperacion de las particulas.

El registro de los puntos de medicion adicionales puede tener lugar en intervalos de tiempo regulares antes, durante
y después de la reaccion o si no después de haber alcanzado mediante la atemperacion una determinada
temperatura o un determinado fragmento de un ciclo térmico. Preferiblemente, las mediciones tienen lugar durante
un fragmento isotérmico de la reaccion, para minimizar las influencias que se producen por fluctuaciones de
temperatura, tales como una dilatacion de material y conveccion potenciada, en la mezcla de reaccion.

Puede ser ventajoso registrar de vez en cuando ademas del registro de la fluorescencia superficial o de ligando
también una fluorescencia de particula, dado que en caso de una fluorescencia superficial decreciente existe el
riesgo de que no pueda recuperarse correctamente una particula. Para minimizar el blanqueamiento, puede
realizarse preferiblemente durante el uso de LED, en particular durante el registro de puntos de medicion
adicionales, una adaptacién de la intensidad de iluminacion sobre la fluorescencia superficial. Dado el caso debe
establecerse una referencia para la intensidad de iluminacion variada. La reduccion del blanqueamiento mediante la
limitacién de la iluminacion al tiempo de la toma de imagen. Ademas, mediante la reduccion del aumento del objetivo
puede representarse una superficie de medicién mayor, con lo que son necesarias menos imagenes por pocillo.

El hecho de evitar un enfoque posterior y una iluminacion posterior mediante algoritmos tales como “profundidad de
campo aumentada” (aumento de la profundidad de campo mediante la suma de varias imagenes en Z) y “alto rango
dinamico” (high-dynamic-range) (aumento de la dinamica de iluminaciéon mediante la suma de una imagen muy clara
y una muy oscura) acortan igualmente el tiempo de medicion.

Por punto de medicion se registran 1-1000 particulas de una poblacion, registrandose preferiblemente 1-100
particulas y en la variante de realizacion especialmente preferida 1-10 particulas.

Analisis
Asociacion de los puntos de medicién a particulas y poblaciones de particulas

Preferiblemente se utilizan para la decodificacion de las poblaciones de particulas las fluorescencias de los
colorantes introducidos mediante polimerizacién en total en las particulas o en las diferentes capas. A partir de las
diferentes intensidades de la fluorescencia, por ejemplo, se calculan relaciones (razones), que permiten una
identificacion inequivoca para cada poblaciéon de particulas.

Asi puede determinarse la fluorescencia en forma de la determinacién de la intensidad de la fluorescencia de una
determinada longitud de onda de emision, que puede reconocerse en la periferia de la particula como fluorescencia
anular, antes del inicio de una reacciéon de nucleasa para determinar la poblacion de particulas pero también para
determinar la sefial maxima de la fluorescencia superficial de la particula en cuestién antes de la reaccion. En el
transcurso de la reaccion esta sefial maxima disminuye, dado que las biomoléculas se degradan enzimaticamente y
por consiguiente el colorante se libera de la superficie de la particula. Entonces el colorante ya no esta disponible
para la decodificacion de las poblaciones de particulas. Dado que se inmovilizd la particula, ya no es necesario
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tampoco que tenga lugar la decodificacion. Para controlar que se recupere correctamente la particula sin
decodificacion, en este caso las fluorescencias de los propios colorantes introducidos mediante polimerizacion en las
particulas son suficientes. Puede recurrirse igualmente a fluorescencia de codificacion, superficial y/o de ligando
para establecer referencias para particulas de tamaros diferentes con respecto a intensidades detectadas de la
fluorescencia.

Calculo de cinéticas

Mediante el analisis de la variacion de la fluorescencia como consecuencia de la reaccion de punto de medicién a
punto de medicion resultan cinéticas de reaccion a partir de las que pueden calcularse las concentraciones de los
analitos o también constantes de unién. Si la evaluacion tiene lugar con respecto a un ciclo de reaccién tal como en
la reaccion en cadena de la polimerasa, el dato del ciclo de superacion, en el que la sefial o la variacion de sefal
supera el fondo es decisivo como medida de la cantidad formada de producto de reacciéon. De esta manera es
posible una cuantificacion mucho mas precisa de los productos de PCR en una muestra que mediante la
determinacion de la intensidad de la fluorescencia.

Mediante el establecimiento de una referencia de todos los puntos de medicion adicionales con respecto al punto de
medicién 1 o uno de los puntos de medicién posteriores al mismo antes de o al inicio de la reacciéon se reducen
claramente los errores de medicién, dado que el posible establecimiento de una referencia con respecto a una
poblacién de particulas como control positivo o con respecto a una muestra de referencia puede minimizar
influencias tales como una iluminacién o tamario de particula diferentes.

El procedimiento prevé igualmente que la influencia de magnitudes perturbadoras debe registrarse sistematicamente
para poder tenerlas en cuenta en el calculo de los valores de medicién. Tales magnitudes perturbadoras pueden ser
la decoloracion (blanqueamiento/desvanecimiento) de algunos colorantes fluorescentes asi como influencias de
fluctuaciones de temperatura sobre la medicion o la fluorescencia de fondo no especifica.

Kit

También se da a conocer un kit para su uso en un procedimiento segun la invencion, conteniendo el kit reactivos
formulados previamente que comprenden al menos una poblacién de microparticulas recubiertas con moléculas
aceptoras.

Con el sistema segun la invenciéon puede proporcionarse un kit de PCR en tiempo real listo para usar, que contiene
todos los componentes necesarios. Con ello ya no es necesario pipetear individualmente tampones, una mezcla de
nucledtidos, moléculas indicadoras, polimerasas, transcriptasas inversas y cebadores asi como dado el caso
agentes antiblanqueamiento. Para la cuantificacion, en este procedimiento (clasico) de PCR en tiempo real se
aprovecha la determinacion del punto de fusion del ADN amplificado y el analisis del valor umbral de la intensidad de
la fluorescencia (CT).

El procedimiento segun la invencion puede usarse para:
- una amplificacion multiplex cualitativa y cuantitativa de acido nucleico,
- una seleccion de secuencias de acido nucleico,

- una inmunodeteccion para determinar la concentracion de antigenos y anticuerpos o constantes de unién
correspondientes y para determinar actividades enzimaticas asi como interacciones intermoleculares entre
proteinas, proteinas y sustancias de bajo peso molecular, proteinas y acidos nucleicos, hidratos de
carbono, lipidos.

La presente invencion se refiere también a:
- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque el portador es termoestable.
- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque el portador es transparente.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las zonas planas del portador estan recubiertas para
mejorar la inmovilizacién de las microparticulas o reducir reacciones de fondo no especificas.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las capas de las microparticulas contienen micro o
nanoparticulas fluorescentes, con codificacion de fluorescencia o magnéticas adicionales.

- Un procedimiento segun la invencién, caracterizado porque como colorantes fluorescentes se emplean
preferiblemente cumarinas, fluoresceinas, rodaminas, cianinas.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las microparticulas son termoestables hasta al menos
95°C.
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- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las microparticulas presentan funcionalizaciones
superficiales, que pueden aprovecharse para el acoplamiento covalente o no covalente de moléculas aceptoras y la
inmovilizacién de las particulas al/en el portador.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las microparticulas estan compuestas preferiblemente
por poliestireno, polimetacrilato, polisulfona, poliéter, silice o resina de melamina.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las microparticulas con codificacion de fluorescencia
estan inmovilizadas por gravedad, fuerzas magnéticas, eléctricas o mediante una unién quimica o fisica, o la
inclusion parcial en un polimero en el fondo del recipiente o en un gradiente de densidad y/o de carga de manera
permanente o durante la duracién de la operacion de medicion.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las microparticulas con codificacion de fluorescencia
estan inmovilizadas de manera facilitada a través de moléculas ligadoras o aceptoras en el portador.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las moléculas aceptoras se unen al o a los analitos
especificos de la muestra o de la muestra de referencia con una elevada sensibilidad y especificidad o porque las
moléculas aceptoras compiten con el analito por la unién de un analogo.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque las moléculas aceptoras pueden ser biomoléculas y
preferiblemente péptidos, proteinas, anticuerpos, antigenos, enzimas, lectinas, aptameros, polisacaridos, lipidos,
glicolipidos, hormonas, acidos nucleicos o analogos de acido nucleico.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque la interaccion entre moléculas aceptoras y analitos o
analogo conduce a una variacion de la fluorescencia en el sentido de una reduccion o un aumento de una
fluorescencia.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque se usa un aparato de medicion, en el que el
termociclador estda combinado con un electroiman o un iman permanente para la inmovilizaciéon de las
microparticulas.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque de manera especialmente preferible se registran 1-10
pixeles por particula preseleccionada.

- Un procedimiento segun la invencién, caracterizado porque al menos un pixel registra la particula preseleccionada.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque exclusivamente se tienen en cuenta como singletes,
dupletes, tripletes y/o como distribuciones de orden superior incluyendo monocapas, particulas distribuidas.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque los puntos de medicién adicionales tienen lugar tras la
puesta en contacto segun la etapa c) de manera correspondiente a periodos de tiempo predefinidos o tras alcanzar
temperaturas de reaccién definidas.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque los valores de medicion registrados en la evolucion de
tiempo o en diferentes ciclos de reaccién de los puntos de medicién adicionales de una serie de mediciéon de un
mismo lugar de medicion toman como referencia uno o varios valores de medicion de la misma serie de medicion,
del mismo lugar de medicion o también de otros lugares de medicion.

- Un procedimiento segun la invencion, caracterizado porque los valores de medicion se corrigen considerando
evoluciones de tiempo de blanqueamiento determinadas previamente.

- El uso de un procedimiento segun la invencion para determinar la cinética de reaccién para al menos un analito en
la muestra que va a analizarse.

Ventajas:

- Establecimiento como referencia de soélo el punto de medicién 1 y dado el caso una muestra comparativa.
De este modo la medicidon se vuelve mas exacta y pueden utilizarse o medirse menos particulas por
poblacién.

- So6lo son necesarias una determinacion de lugar y decodificacion unicas. De este modo puede ahorrarse
tiempo y conseguirse una reduccién de datos.

- La resolucion 2 menor contribuye a que pueda registrarse un area grande y por tanto se detecten mas
particulas por operacion de registro, lo que ahorra tiempo.

- Un ensayo de mezclado y medicion es sencillo de manejar, de modo que resultan pocas posibilidades de
error. Ademas es posible registrar cinéticas de reaccion, con lo que se amplia la calidad del analisis.

- La reduccion del numero de particulas por poblacidn necesarias para la evaluacion posibilita no sélo un
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ahorro de material y de tiempo, sino también la medicion de mas poblaciones por unidad de superficie con
lo que aumenta el grado de multiplex posible.

- Mediante el uso de 2 resoluciones diferentes es posible identificar y localizar antes del inicio de la reaccion
mediante una resolucion mayor todas las particulas evaluables, lo que requiere mucho tiempo. Para el
registro de la fluorescencia superficial o de la fluorescencia de ligando de otros puntos de medicion puede
trabajarse con la resolucion 2, dado que ya solo se identificaron los puntos de medicién con la resolucion 1,
que se recuperan de manera segura con la resolucion 2 en el registro de puntos de medicién posteriores.
Dado que con la resoluciéon 2 menor pueden registrarse mas particulas en un campo de medicion mayor
sobre el portador, se acelera considerablemente el proceso de medicion.

- Dado que al registrar puntos de medicidn adicionales para determinar s6lo una emision de fluorescencia de
la fluorescencia superficial o de ligando no es necesario ninglin cambio de filtro, se ahorra tiempo.

- En comparacion con los sistemas de prueba convencionales, el dimensionamiento temporal y espacial de la
deteccion de los diferentes parametros provocan una gran robustez de la prueba.

El nucleo contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo (100/100). La
capa central contiene por ejemplo 100 partes de fluoresceina y la capa externa contiene por ejemplo 50 partes de
aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo.

Particulas de la poblacién de particulas 2 (mitad derecha de la figura):

El nucleo contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo (100/100). La
capa central contiene por ejemplo 100 partes de fluoresceina y la capa externa contiene por ejemplo 100 partes de
aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo.

El colorante 1 en el anticuerpo anti-grupos fosfo es por ejemplo fluoresceina o rodamina.

Las particulas de poblaciones de microparticulas recubiertas con péptidos y la mezcla de reaccion compuesta por
disoluciones tampon y el anticuerpo anti-grupos fosfo se afiaden a la cavidad de una microplaca de prueba. Todas
las microparticulas en la mezcla basica se sedimentan o se inmovilizan mediante un iman permanente o eléctrico en
el fondo del recipiente, siempre que no se hayan inmovilizado ya previamente de manera firme en el fondo de la
microplaca de prueba.

Mediante espectroscopia de fluorescencia se registran todas las fluorescencias de las poblaciones de
microparticulas en el marco del punto de medicion 1 y se identifican las micropoblaciones y se determina la situacion
de las particulas en el recipiente de reaccién. Para ello, la excitaciéon de la aminocumarina mencionada a modo de
ejemplo tiene lugar a una longitud de onda de 350 nm, para registrar la primera fluorescencia de codificacion de las
particulas en la capa externa y en la interna. A continuacion se excita por ejemplo la fluoresceina a una longitud de
onda de 480 nm y se mide a 520 nm, para determinar la segunda fluorescencia de codificacion de la capa central de
las particulas y la fluorescencia de ligando. Mediante la excitacion posterior a 680 nm y la detecciéon a 720 nm se
excita y se detecta el azul Nilo mencionado a modo de ejemplo, para determinar la segunda fluorescencia de
codificacién del nucleo o de la capa externa.

El calculo de las sefiales de fluorescencia detectadas con resolucion local tiene lugar segun las siguientes reglas:
Nucleo:

- determinacion del cociente 1 de fluorescencia de aminocumarina y de azul Nilo

- determinacion del diametro de nucleo

Capa central:

- determinacion del cociente 2 de fluorescencia de fluoresceina y fluorescencia de aminocumarina o de azul Nilo.
Esto es posible, dado que las envueltas se solapan parcialmente debido a la estructura de particula, aunque en la
envuelta central sélo se introdujo mediante polimerizacion fluoresceina.

- determinacion del grosor de capa 2

Capa externa:

- determinacion del cociente 3 de fluorescencia de aminocumarina y de azul Nilo
- determinacion del grosor de la capa 3

Segun estas reglas, las microparticulas del presente ejemplo pueden diferenciarse porque el cociente 3 de ambas
poblaciones de particulas se diferencia de manera medible.
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Cociente 3

poblacién de particulas 1: 0,5

poblacién de particulas 2: 1

Todos los demas cocientes y todos los demas diametros y grosores de capa de las particulas no se diferencian.

El punto de medicion 1 se registra a la resolucion 1 con un objetivo con un aumento de 4 veces. Los puntos de
medicion adicionales para determinar el desarrollo de la fluorescencia de ligando se registran igualmente a la
resolucion 1 usando un objetivo con un aumento de 4 veces. Para la correcta recuperacion de las particulas se
utilizan las coordenadas espaciales relativas de las particulas del punto de mediciéon 1, para poder compensar
imprecisiones al desplazarse multiples veces por los campos de medicién. Por tanto, también se incluyen de manera
especialmente preferible como singletes particulas inmovilizadas en la evaluacion, dado que éstos se identifican,
decodifican y recuperan de una manera mas sencilla y segura. Los efectos de blanqueamiento cuantificados
previamente de los colorantes fluorescentes usados deben corregirse, antes de que se deduzcan los valores de
fluorescencia de ligando a partir de los datos. El aumento asi como la velocidad del aumento de la fluorescencia de
ligando a través de diferentes puntos de mediciéon son proporcionales a la actividad cinasa en la muestra (véase
también el ejemplo 2).

Figura 3: Representacion esquematica de un sistema de aparato (A) y un entorno de reaccion (B) para la
amplificacion de secuencias diana y deteccion de los amplificados combinadas en la matriz de microparticulas

(A) El aparato controlado por ordenador de manera completamente automatica representa mediante sus parametros
de rendimiento una combinacion de microscopio de fluorescencia directa y termociclador.

En un bastidor 6 con accionamiento z motorizado se encuentran los componentes épticos compuestos al menos por
un sistema optico de larga distancia 5 para la deteccion de fluorescencia equipado con un objetivo 20X y elementos
para la conduccion de la radiacion y para la formacion de la imagen. La excitacion tiene lugar a través de al menos
una lampara de xenén o al menos dos LED 3 o laseres 4 diferentes preferiblemente en las regiones del espectro de
350-400 nm; 450-500 nm; 550-600 nm. Los longitudes de onda concretas de la luz de excitacion dependen de los
colorantes fluorescentes usados y se ajustan de manera fina en caso necesario mediante filtros 2 apropiados. La luz
emitida por los colorantes fluorescentes se separa de la luz de excitacion mediante filtros de emision 1
correspondientes y se registra mediante una camara sensibilizada 3. La platina presenta un accionamiento x/y que
presenta una exactitud de menos de 0,1 mm y aloja el termociclador con soporte para muestras (en este caso para
96 recipientes de reaccion con una capacidad de 0,2 ml). Bajo los recipientes de reaccion, que presentan un fondo
plano, estd ubicado opcionalmente un iman 11 (iman permanente o un electroiman), de modo que las
microparticulas paramagnéticas se inmovilizan bien durante la operacion de medicion.

Un control por ordenador automatico comprende el programa de PCR y con ello el perfil de temperatura de la
reaccion de PCR, los cambiadores de filtro, la camara, la adquisicion de imagenes y el procesamiento de imagenes,
el accionamiento x/y/z y el control de la luz de excitacién, asi como la superficie de usuario, de modo que durante,
por ejemplo, la reaccion de PCR puede garantizarse la emisidon de las fluorescencias de amplificado para las
diferentes poblaciones de particulas.

Alternativamente al microscopio de fluorescencia directa, el aparato puede estar realizado también como
microscopio de fluorescencia inversa.

(B) Como recipientes de reaccion se usan por ejemplo NucleoSorb de 8 tiras 12, que se cierran con un cubreobjetos
de vidrio.

(C) La mezcla maestra de PCR se pipetea junto con el ADN de muestra 16 en el recipiente de reaccion y se recubre
con aceite. Después se cierra opcionalmente el recipiente de reaccioén con un cubreobjetos y se inicia la operacion
de PCR/medicién. Mientras transcurren los ciclos de PCR tiene lugar la medicion de las fluorescencias
preferiblemente en la fase de hibridacion (adicién del cebador) en condiciones isotérmicas. Alternativamente tiene
lugar el registro de una curva de fusion al final de la PCR. Las microparticulas estan inmovilizadas durante la PCR
preferiblemente de manera constante mediante acoplamiento covalente, sedimentacion o atracciéon magnética. En
caso de usar electroimanes, las particulas pueden encontrarse durante la PCR inmovilizadas o flotando libremente y
se inmovilizan de nuevo para cada medicion.

1- Filtro de emision

2- Filtro para luz de excitacion
3- Camara (CCD o CMOS)

4- LED o laser para excitacion

5- Sistema optico de larga distancia
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6- Bastidor

7- Accionamiento z

8- Termociclador

9- Accionamiento x/y

10- Marcaje de corte

11- Iman

12- NucleoSorb o NucleoLink de 8 tiras
13- Alojamiento de recipiente de reaccion en el bloque térmico
14- Tapa

15- Recubrimiento (por ejemplo aceite)
16- Mezcla maestra + ADN de muestra
Ejemplos

Ejemplo 1: Deteccién del patégeno virus del herpes simple 1 en una muestra

Se afiade un volumen de 5 pl de frotis de ampollas labiales de ADN de muestra purificado a una mezcla maestra de
25 ul con la siguiente composicion:

cebador 1 400 nM
cebador 2 300 nM
disuelto en Tag ADN polimerasa, nucledétidos, cloruro de magnesio, tampoén Tris/HCl y Tween 20.

Se pipetea la mezcla basica de reaccidon en una cavidad de una placa Nukleolink y a continuacion se pasa al
termociclador del aparato de medicion (véase la figura 3) y se amplifica de manera termociclica. El principio de
reaccion del procedimiento se muestra esquematicamente en la figura 1. Los cebadores 1 y 2 se unen a la
secuencia diana del genoma del virus del herpes simple 1 asi como al patron interno. Mediante una ADN polimerasa
se amplifican los fragmentos flanqueados por los cebadores en condiciones adecuadas. Tras la desnaturalizacién de
la hebra doble puede hibridarse la sonda sobre la superficie de la particula, que porta un marcaje de rodamina en el
extremo 5’, con las hebras complementarias del amplificado. En caso de prolongacion del cebador en el siguiente
ciclo de reaccion, las sondas hibridadas se degradan mediante la 5'-3’-exonucleasa de la Taq polimerasa y se libera
el colorante, lo que conduce a una disminucién de la fluorescencia de rodamina en caso de un aumento de la
cantidad de amplificado.

Las particulas estan compuestas por polimetacrilato y tienen un diametro de 10 um. La superficie de las particulas
esta modificada con carboxilo y con ayuda de un acoplamiento de carbodiimida se acoplan las sondas de captacion
3’-aminomodificadas y una molécula ligadora poli-T(50) 3’-aminomodificada y 5’-fosforilada a las particulas activadas
de manera correspondiente a protocolos convencionales. Las particulas recubiertas con las sondas de captacion y
moléculas ligadoras en una relacion de 1:5 se unen entonces igualmente a través de un acoplamiento de
carbodiimida al fondo de una placa Nukleolink.

Particula 1:

La particula contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo 20 partes de azul Nilo (100/30).
Particula 2:

La particula contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo (100/100).
Particula 3:

La particula contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo O partes de azul Nilo (100/0).

Tras haber pipeteado la mezcla maestra en los recipientes de reaccion recubiertos con particulas y haberlos
cerrado, se registra la fluorescencia de particula para aminocumarina y azul Nilo usando un objetivo con un aumento
de 20 veces. Se localizan e identifican las particulas de las poblaciones de particulas 1 y 2. La fluorescencia
superficial de rodamina se registra preferiblemente entre el ciclo de PCR 20-30 usando un objetivo con un aumento
de 4 veces a densidades de particulas reducidas y con un aumento de 10 veces a densidades de particulas
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elevadas, hasta que se detectd claramente amplificado, es decir la fluorescencia superficial de las particulas
especificas de virus del herpes simple 1 (particula 1) y/o de particulas de patron interno (particula 2) ha disminuido
claramente en comparacion con la fluorescencia de referencia (particula 3). Las particulas de referencia pueden
aprovecharse opcionalmente para poder reconocer posibles efectos no especificos tales como actividades nucleasa
no deseadas o efectos de blanqueamiento.

Secuencias
Cebador 1: 5-CAT CAC CGA CCC GGA GAG GGA C-3 (SEQ ID No: 1)
Cebador 2: 5-GGG CCA GGC GCT TGT TGG TGT A-3’ (SEQ ID No: 2)

Sonda del virus del herpes simple 1:

rodamina-5-GGACTTTGTCCTCACCGCCGAACTGATTTTTTTTTTTTTTT-3-particula 1 (SEQ ID No: 3)

Sonda del patrén interno:

rodamina-5-GACCGCTTGCTGCAACTCTCTCAGTTTTTTTTTTTTTT-3-particula 2 (SEQ ID No: 4)

Sonda para particulas de referencia para excluir efectos no especificos:

rodamina-5-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3-particula 3 (SEQ ID No: 5)

Patrén interno:

5-CATCACCGAC CCGGAGAGGG ACCCAGCGTG GACCGCTTGC
TGCAACTCTC TCAGGGCCAG GCGGTGAAGG GCAATCAGCT
GTTGCCCGTC TCGCTGGTGA AAAGAAAAAC CACCCTGGCG
CCCAATACGC AAACCGCCTA CACCAACAAG CGCCTGGCCC-3'
(SEQ ID No: 6)

El grado de multiplex puede aumentarse amplificando secuencias objetivo adicionales, como por ejemplo virus del
herpes simple 2, simultaneamente en la mezcla basica de reaccién y detectandose en poblaciones de particulas
adicionales con las sondas de captacion especificas en cada caso.

Es posible sin problemas transferir este formato de prueba para la caracterizacion de enzimas tales como por
ejemplo proteasas, fosfatasas, glicosidasas, que presentan la propiedad de degradar las moléculas aceptoras
marcadas con fluorescencia sobre la superficie de las particulas.

Ejemplo 2: Ensayo de cinasa para la deteccién de diferentes especificidades de sustrato

Se afiade un volumen de 5 pl de una muestra que contiene ERK1 a una mezcla de reaccion de 25 pl con la siguiente
composicion:

ATP, cloruro de magnesio, EGTA, DTT, tampén Tris/HCl y Tween 20, dado el caso inhibidores enzimaticos,
anticuerpo anti-fosfopéptido marcado con rodamina dado el caso de especificidad diferente. Alternativamente al
anticuerpo anti-fosfopéptido también pueden utilizarse colorantes fluorescentes especificos de grupo fosfo. En el
caso de otras modificaciones, tales como por ejemplo glicosilaciones, también pueden emplearse otros colorantes
fluorescentes especificos de modificacion.

Para someter a prueba los inhibidores de cinasa se afaden a las cavidades de una microplaca de prueba con
diferentes mezclas basicas de reaccion diferentes inhibidores de cinasa tales como por ejemplo estaurosporina y se
registra la reaccion en péptidos control y péptidos que pueden fosforilarse inmovilizados sobre particulas. En caso
de usar diferentes péptidos que pueden fosforilarse, inclusive los péptidos control, es posible alternativamente
comparar diferentes especificidades de sustrato en el enfoque multiplex.

Si un péptido puede fosforilarse, se une simultaneamente el anticuerpo anti-grupos fosfo marcado con rodamina y
genera una fluorescencia de ligando medible.

Las particulas estan compuestas por polimetacrilato y tienen un diametro de 10 um. La superficie de las particulas
esta modificada con carboxilo y con ayuda de un acoplamiento de carbodiimida se acoplan a las particulas activadas
de manera correspondiente a protocolos convencionales. Las particulas recubiertas con péptidos y dado el caso con
moléculas ligadoras en una relacion de 1:5 se unen entonces igualmente a través de un acoplamiento de
carbodiimida al fondo de una placa Nukleolink. Alternativamente, las particulas pueden inmovilizarse por
sedimentacion por gravedad o magnética.
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Se usan las siguientes particulas de manera correspondiente a la figura 2:
Particula 1:

El nucleo contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo (100/100). La
capa central contiene por ejemplo 100 partes de fluoresceina y la capa externa contiene por ejemplo 50 partes de
aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo.

Particula 2:

El nucleo contiene por ejemplo 100 partes de aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo (100/100). La
capa central contiene por ejemplo 100 partes de fluoresceina y la capa externa contiene por ejemplo 100 partes de
aminocumarina y por ejemplo 100 partes de azul Nilo.

La particula 1 porta un péptido que puede fosforilarse mediante ERK1 y la particula 2 con fines de referencia un
péptido similar, pero que no puede fosforilarse. En caso de usar poblaciones de microparticulas adicionales pueden
integrarse péptidos que pueden fosforilarse adicionales en la prueba, lo que aumenta el grado de multiplex del
analisis.

Tras registrarse la fluorescencia de particula para aminocumarina y para azul Nilo usando un objetivo con un
aumento de 20 veces y localizarse e identificarse las particulas de las poblaciones de particulas 1y 2, se pipetea la
mezcla de reaccion en los recipientes de reaccidon recubiertos con particulas y se cierran. El desarrollo de la
fluorescencia de ligando de rodamina como consecuencia de la reaccion de cinasa se registra en funcion de la
velocidad de reaccion en diferentes puntos de tiempo usando un objetivo con un aumento de 4 veces en el caso de
densidades de particulas reducidas y con un aumento de 10 veces en el caso de densidades de particulas elevadas
hasta que se detectd una sefal clara.

Alternativamente, segun el principio expuesto en el presente documento pueden establecerse muchas otras
aplicaciones para la deteccion de antigenos y anticuerpos, con pero también sin una reaccidon enzimatica que
transcurra simultaneamente.

Leyenda de las figuras

""'_.’ Cebador

Sonda de captacioén con fluoréforo 1

Fluoréforo 1

W Hebras de acido nucleico hibridadas

_— Diana (amplificado [figura 1], péptidos [figura 2])

Taq polimerasa

Capa de particulas media con particulas magnéticas y
100 partes de fluoroforo, por ejemplo fluoresceina

Particula
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REIVINDICACIONES
Procedimiento para el analisis multiplex de varios analitos que comprende las etapas de:

a) Utilizar un portador, sobre el que estan inmovilizadas al menos dos poblaciones de microparticulas
diferentes, diferenciandose las diferentes poblaciones de microparticulas en su codificacion de
fluorescencia y conteniendo al menos dos de las poblaciones de microparticulas con codificacion
de fluorescencia diferentes en cada caso microparticulas, que estan ocupadas con una
determinada poblacion de moléculas aceptoras especifica, diferenciandose entre si las
poblaciones de moléculas aceptoras de las al menos dos poblaciones de microparticulas con
codificacion de fluorescencia diferentes.

b) Medir la fluorescencia del portador de la etapa a) con una resolucion dptica 1 antes de poner en
contacto el portador con la muestra que va a analizarse o antes del inicio de la reaccion,
permitiendo la resolucion 1:

- una diferenciacion de singletes, dupletes, tripletes, multipletes y monocapas de
microparticulas, y

- la determinacion de la situacién local de las microparticulas inmovilizadas individuales de
las respectivas al menos dos poblaciones de microparticulas diferentes sobre el portador
teniendo en cuenta la codificacion de fluorescencia en cada caso diferente de las al
menos dos poblaciones de microparticulas diferentes.

c) Poner en contacto el portador de la etapa a) con la muestra que va a analizarse, provocando la
interaccion del respectivo analito con la molécula aceptora especifica para el mismo sobre la
microparticula inmovilizada correspondiente una variacion de la fluorescencia.

d) Realizar al menos una medicién adicional de la fluorescencia del portador durante o después de la
puesta en contacto o del inicio de la reaccion segun la etapa c) con una resolucion 2.

e) Asociar los valores de fluorescencia medidos con la resolucién 2 con los singletes, dupletes,
tripletes, multipletes y monocapas de microparticulas individuales identificados localmente sobre el
portador segun la etapa b) y asociados a una determinada poblacién de moléculas aceptoras.

f) Determinar la variacion de la fluorescencia mediante la puesta en contacto segun la etapa c) para
cada singlete de microparticulas identificado localmente y cada microparticula en un duplete,
triplete, multiplete y monocapa sobre el portador.

Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el portador estructurado o no estructurado
segun la reivindicacion 1, etapa a) presenta zonas planas que pueden observarse al microscopio.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque las microparticulas estan
codificadas por fluorescencia mediante uno o varios colorantes fluorescentes en la particula o en la
superficie de la particula y adicionalmente estan codificadas por tamafio a través del tamafo de particula o
codificadas por estructura mediante patrones morfologicos y por consiguiente pueden asociarse a
poblaciones de microparticulas diferenciadas.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las microparticulas estan
compuestas por un nucleo y al menos una envuelta, pudiendo diferenciarse los materiales de nucleo y
envuelta en composicion, forma, densidad, transparencia, capacidad de modificacion y presentando
diferentes codificaciones de fluorescencia con al menos un colorante fluorescente, pudiendo utilizarse
colorantes fluorescentes diferentes o idénticos.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque en el portador segun la
reivindicacion 1, etapa a) estan inmovilizadas adicionalmente células vivas o destruidas o células en
combinacion con microparticulas.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el analito se marca
directamente o indirectamente a través de una molécula adicional con una fluorescencia de ligando o un
extintor.

Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la reduccién de la
fluorescencia mediante extincion de la fluorescencia superficial o la pérdida de la fluorescencia superficial
de la superficie de la particula se produce durante la degradacion de las moléculas aceptoras durante la
reaccion.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque el aumento de la fluorescencia
de ligando mediante la neutralizacion de la extincién de sistemas de indicador, mediante FRET o mediante
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enriquecimiento local de moléculas de fluorescencia de ligando sobre la superficie de la particula se
produce mediante la interaccién con las moléculas aceptoras o el analito asi como mediante el
desplazamiento de moléculas extintoras durante la reaccion.

Procedimiento segun la reivindicacion 8, caracterizado porque a la mezcla de reaccion para el aumento del
contraste de la fluorescencia de ligando se le afiaden un colorante extintor o nanoparticulas que absorben
luz.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque se utiliza un aparato de
medicién para la medicién de variaciones de fluorescencia, que comprende:

- un control completamente automatico por medio de ordenador,

- un termociclador para la atemperacion rapida de las muestras, con una velocidad de
calentamiento/enfriamiento de 3-20°C por segundo, que presenta una zona de reaccion con varios
alojamientos que pueden atemperarse para portadores segun la reivindicacion 1, etapa a),

- un dispositivo de posicionamiento para el termociclador y/o el entorno de reaccidon que puede
controlarse de manera termociclica,

- uno o varios dispositivos de iluminacién asociados a la zona de reaccién con los que puede
irradiarse luz de excitacion,

- un dispositivo 6ptico que es adecuado preferiblemente para la deteccién de fluorescencia con luz
transmitida o luz reflejada con filtros 6pticos correspondientes,

- uno o varios dispositivos de deteccion (por ejemplo CCD, CMOS), que generan imagenes en
funcién de una intensidad de fluorescencia medida, y

- una unidad de evaluacioén, que genera valores de medicion a partir de las imagenes.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque durante el registro de puntos
de medicién adicionales sélo se registra o se procesa adicionalmente la fluorescencia superficial o de
ligando de un numero de pixeles definidos mediante coordenadas espaciales de las particulas
seleccionadas previamente segun el punto de medicion 1.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque las diferentes fluorescencias
de particula se comparan entre si y/o con la fluorescencia superficial o con el tamafio de particula, para
decaodificar las al menos dos poblaciones de microparticulas diferentes.

Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque los valores de medicion
registrados en la evolucion de tiempo o en diferentes ciclos de reaccion de los puntos de medicion
adicionales de una serie de medicion de un mismo lugar de medicién toman como referencia uno o varios
valores de medicion de la misma serie de medicion, del mismo lugar de medicion o también de otros
lugares de medicion.

Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque las diferentes fluorescencias
de particula de diferentes capas de particulas se comparan entre si y/o con la fluorescencia superficial/de
ligando o con el tamafio de particula, para decodificar las poblaciones de microparticulas y/o establecer una
referencia para la fluorescencia superficial o la fluorescencia de ligando.
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Fig. 2:
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