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DESCRIPCION
Ensayo de deteccién de analito
Campo

La presente invencion se refiere al campo de la deteccién de analitos: mas particularmente, la presente invencion se
refiere a la deteccion de analitos rapida y sensible con biosensores mediante el uso de un ensayo basado en el
modo de galeria de murmullos (WGM).

Antecedentes

Los detalles biograficos de las publicaciones mencionadas por el autor en esta memoria descriptiva se recogen
alfabéticamente al final de la descripcion.

La referencia a cualquier técnica anterior en esta memoria descriptiva no es, y no deberia interpretarse como, un
reconocimiento ni cualquier forma de sugerencia de que esta técnica anterior forma parte del conocimiento general
habitual en cualquier pais.

Los modos oépticos circulares de los resonadores monoliticos se denominan "modos de galeria de murmullos”
(WGM) o "resonancias dependientes de la morfologia” (MDR). Dichos modos o resonancias son trayectorias
cerradas de luz (ondas luminosas verticales) apoyadas por las reflexiones internas totales procedentes de los bordes
de un resonador. Un WGM se produce cuando las ondas luminosas verticales de un perfil de emision en particular
estan confinadas por una reflexion interna casi total en el interior de la superficie de una cavidad esférica dieléctrica
(Moller et al, Applied Physics Letters 83 (13): 2686 - 2688, 2003).

La tecnologia de WGM se describe con detalle en la Publicacion de Patente Internacional N° WO 2005/116615. La
tecnologia de WGM se basa, en parte, en el fenomeno de que los fluoréforos permiten la generacion de un perfil
distintivo de WGM. Los fluor6foros estan incorporados en puntos cuanticos que son incorporados en las
microparticulas por difusiéon o pueden ser incorporados durante su elaboracion. El tipo de fluor6foro no esté limitado,
y puede ser, por ejemplo, un colorante organico, un luméforo basado en tierras raras, un nanocristal semiconductor
de diversas morfologias y composiciones, un material de fésforo u otro material que emite la luz cuando es
iluminado. Después se une este fluoréforo o una mezcla del mismo a las particulas microesferoidales. Cuando un
analito objetivo interactia con un compafiero de unién inmovilizado en la particula microesferoidal, se modifica el
perfil de WGM, permitiendo la deteccién del acontecimiento de unioén.

El WGM solo permite la emision de ciertas longitudes de onda a partir de la particula. El resultado de este fenémeno
es que en las habituales amplias bandas de emision (10 - 100 nm de ancho) de, por ejemplo, un fluoréforo, quedan
constrefiidas y aparecen como una serie de picos afilados correspondientes efectivamente a los patrones de luz de
modo vertical dentro de la particula. El perfil de WGM es extremadamente sensible a los cambios en la superficie de
la particula microesferoidal y el perfii de WGM se modifica cuando la particula microesferoidal interactlia con los
analitos o con las moléculas de su entorno.

La deteccion de analitos raros en muestras de origen diverso requiere un medio de deteccién sensible, versatil y
practico. Existe una necesidad de idear métodos para aumentar la sensibilidad, la versatilidad y la practicidad del
WGM para la deteccion de analitos.

Nuhuji et al. (Small 2007, vol. 3, no. 8, paginas 1408 - 1414) divulgan el uso de microesferas de silice
funcionalizadas en la deteccion basada en WGM de analitos de acidos nucleicos.

Sumario

La presente invencién proporciona un método sensible y reactivos basados en ensayos de deteccion con el modo de
galeria de murmullos (WGM) para la deteccién de analitos de acidos nucleicos en un medio acuoso.

En particular, la aspiracion de la presente invencion es describir un método mediante el cual los analitos de acidos
nucleicos no marcados pueden ser detectados rutinariamente en un medio acuoso mediante la explotacion de las
sensibilidades de los WGM en el entorno. La referencia a un medio tal como un liquido y un gas incluye soluciones
acuosas y tampones biolégicos, y aire.

El método y los reactivos de la presente invencion se basan, por un lado, en la inesperada determinacién de que el
recubrimiento de microesferas con un fluoréforo per se, por oposicion a mediante el uso de puntos cuanticos
individuales, mejora la sensibilidad de la deteccion basada en el WGM. Por otro lado, la seleccién de una particula,
tal como una particula con grupos quimicos funcionalizados en su superficie, aumenta cuando se produce el
recubrimiento tanto con puntos cuanticos como con un fluoréforo directo. Aun por otro lado, la particula se elige con
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un indice de refraccién mayor con respecto al medio en el que se lleva a cabo el ensayo. En una forma de
realizacién, la particula microesferoidal tiene un indice de refraccién mayor de 1,40.

Consecuentemente, la presente invencion concierne a un método de detecciéon de un analito de acido nucleico en
una solucion acuosa, método que comprende someter microesferas de melamina formaldehido recubiertas con un
fluoréforo y una multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos a un medio de deteccion de WGM para la identificacion
de un acontecimiento de unién entre los ligandos y el analito que se une al ligando, en el que las microesferas tienen
un indice de refraccion mayor que el medio que comprende el analito. En una forma de realizacion, la particula
microesferoidal tiene un indice de refracciéon mayor de 1,40.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencién comprende un método para la deteccion de un analito en una
solucién acuosa, que comprende las etapas de:

() anclar una multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos al analito de acido nucleico a una poblacion de
particulas microesferoidales de melamina formaldehido que estan marcadas con un fluoréforo o que comprenden
un punto cuantico;

(ii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar un
espectro del momento inicial;

(iii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra que supuestamente comprende el analito
de acido nucleico durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de unién
entre el analito de acido nucleico y su respectivo ligando; y

(iv) someter las particulas microesferoidales a un medio de deteccion de modos de galeria de murmullos (WGM)
para la deteccién de un acontecimiento de union.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para la deteccién de un acontecimiento de union entre
un analito de &acido nucleico y un ligando de acido nucleico en una solucién acuosa, que comprende las etapas de:
(i) anclar una multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos a una poblacién de particulas microesferoidales de
melamina formaldehido marcadas con un fluor6foro o marcadas con un punto cuantico; (ii) poner en contacto las
particulas microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar un espectro del momento inicial; (iii)
poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra que supuestamente comprende el analito de
acido nucleico durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de unién entre el
analito de acido nucleico y su respectivo ligando; y (iv) someter las particulas microesferoidales a un medio de
deteccién de WGM para la deteccién de un acontecimiento de union.

Los ligandos anclados a las particulas microesferoidales son moléculas de acidos nucleicos y los analitos que se van
a detectar pueden ser moléculas de acidos nucleicos complementarios.

En otra forma de realizacion, el ligando de acido nucleico y/o el analito es una molécula de ADN que comprende una
secuencia de ADN monocatenario.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona el uso de un método que comprende las etapas de: (i) anclar una
multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos a una poblacidon de particulas microesferoidales de melamina
formaldehido marcadas con un fluoréforo 0 marcadas con un punto cuantico, en una solucién acuosa (ii) poner en
contacto las particulas microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar un espectro del momento
inicial; (iii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra que supuestamente comprende el
analito durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de union entre el analito
de acido nucleico y su respectivo ligando; y (iv) someter las particulas microesferoidales a un medio de deteccion de
WGM en la elaboracién de un ensayo para la deteccion de un acontecimiento de unién entre un analito de acido
nucleico y un ligando de acido nucleico.

En una forma de realizacién adicional, las microesferas pueden ser recicladas. Ademas, el ensayo puede llevarse a
cabo en un tampdn bioldgico o en un fluido biol6gico complejo.

Las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos se denominan mediante un nimero identificador de la secuencia
(ID. SEC. N°). Las ID. SEC. N° se corresponden numéricamente con los identificadores de secuencia <400> 1 (ID.
SEC. Ne°: 1), <400> 2 (ID. SEC. Ne°: 2), etc. En la Tabla 1 se proporciona un sumario de los identificadores de
secuencia.

En la Tabla 1 se proporciona un sumario de los identificadores de secuencia usados a lo largo de la memoria
descriptiva en cuestion.
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Tabla 1
Sumario de los identificadores de secuencia

ID. DE SECUENCIAS

NO DESCRIPCION

1 oligonucledtido-enl

2 oligonucleétido - a-enl

3 oligonucledtido - a-enl de 40 bases

4 oligonucledtido - a-enl de 20 bases

5 oligonucledtido - a-enl de 10 bases

6 oligonucledtido - Control (secuencia objetivo aleatoria no especifica)

7 Secuencia de ADN objetivo SNP humano - rs 10434

8 Secuencia de sonda de ADN complementario de SNP humano rs10434 - a-rs10434 A
9 Secuencia de sonda de ADN desemparejado de SNP humano rs 0434 - a-rs10434 B
10 Regién del SNP humano rs 10434

11 Cebador directo

12 Cebador inverso

Breve descripcion de las figuras

Algunas figuras contienen representaciones o entidades en color. Las fotografias en color estan disponibles previa
solicitud al Titular de la Patente o en una Oficina de Patentes apropiada. Pueden aplicarse cargos si se obtiene a
partir de una Oficina de Patentes.

La Figura 1 es una representacién grafica de un biosensor de ADN mediante WGM que muestra unos
desplazamientos coherentes y medibles después de la union. Estas mediciones se han llevado a cabo en una
solucién acuosa que contiene tampones de pH y un electrolito. Se observé un desplazamiento demostrable en el
perfil de WGM para cada una de las microesferas 9, 10, 11y 12 (A, B, C y D respectivamente) después de que
las microesferas o las particulas microesferoidales se pusieran en contacto con un analito de acido nucleico
complementario del compafiero de union del analito de acido nucleico anclado en la superficie de las
microesferas. Cada una de las microesferas tenia un diametro de 5,6 pum.

La Figura 2 es una representacion esquematica del medio de deteccion y del aparato de WGM.

La Figura 3 es una representacion grafica de espectros de WGM generados con una luz incidente de 6,3 uyW, de
50,2 uW, de 214,5 yW y de 1.160,5 pW (A, B, C y D respectivamente). La fuente luminosa tenia una longitud de
onda de 532 nm y el tiempo de exposicién era de 200 ms.

La Figura 4 es una representacion grafica del perfil de WGM generado después de la iluminacién de las
particulas microesferoidales con luz incidente (532 nm, 50 pyW) durante 10, 60, 200 y 1.000 ms (A, B, C y D,
respectivamente). La visibilidad disminuyé gradualmente hasta un tiempo de exposicion de 5 segundos (E).

La Figura 5 es una imagen fotogréfica de las particulas microesferoidales de la presente invencién inmovilizadas
en la superficie de un cubreobjetos de vidrio.

La Figura 6 es una representacion fotografica que muestra las etapas de la reaccién quimica simplificadas
mediante el uso de una particula de silice funcionalizada con grupos mercaptano. Mediante la unién covalente se
consigue la conjugacion fragmentos de nucle6tidos-acriloilo marcados fluorescentemente. Este proceso da lugar
a una fabricacién robusta y rentable de microesferas fluorescentes que propagan los WGM.

La Figura 7 es una representacion grafica que muestra la grafica de las posiciones de los picos de los cuatro
picos principales de WGM a partir de una Unica microesfera, en funcion de la fase del ensayo en la que fueron
registrados. La grafica muestra claramente los principales desplazamiento hacia el rojo de los picos durante la
hibridacion, el desplazamiento hacia el azul durante la desnaturalizacién y de nuevo el desplazamiento hacia el
rojo tras una exposicion de nuevo al objetivo.

La Figura 8 es una representacion fotografica que muestra una vision general de la sintesis de particulas y del
ensayo de hibridacién mediante WGM. Parte A) indica las caracteristicas clave de las microesferas de SiO, de
7,50 pm modificadas con el oligonucleétido enl de 70 bases. TMR = colorante de marcaje de tetrametil rodamina;
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Parte B) Preparacion de la placa de ensayo de las particulas las particulas son inmovilizadas sobre el sustrato de
hibridacion, a lo que sigue la adquisicién de la sefial de emision (pretratamiento); Parte C) Las placas de ensayo
se tratan con una sonda de ADN o con una solucion de control, seguido del lavado del sustrato y finalmente la
adquisicion de la sefial de emision; Parte D) La etapa final implica el analisis de las sefiales pre / post-emision a
partir de una Unica particula, las posiciones de los picos del espectro adquirido se comparan para determinar el
efecto de la solucion de tratamiento.

La Figura 9 es una representacion fotografica que muestra los resultados de la sefial de emision tipica de WGM y
la espectroscopia de particula Unica. Una sefal de emision tipica capturada en el aire a partir de una particula de
silice oligo-modificada de 7,50 um mediante el uso de configuraciones de caracterizacion del WGM A) Acoplado
a un espectrometro Ocean Optics (+ 0,9 nm) y B) a un espectrometro Triax (+ 0,05 nm); C) El concepto de
espectroscopia de particula Unica, el esquema muestra dos particulas, la microesfera marcada A y B cada una
de la misma muestra, ambas particulas han sido modificadas quimicamente de forma idéntica. Nétese que las
sefiales de emisién adquiridas a partir de las particulas individuales son distintivamente Unicas.

La Figura 10 es una representacion grafica que muestra los datos del desplazamiento espectral de una
microesfera individual a partir de una seleccién de sensores usados en un ensayo de hibridacion de ADNc
basado en la concentracion. A) Las posiciones de los picos estan representadas antes (cajas con la linea verde
continua) y después de la hibridacion (estrellas lisas con la linea roja) frente a la concentracion de ADNc referida
con respecto a cuatro longitudes de onda de referencia. En las particulas seleccionadas se observd un
desplazamiento en todas las sefales de WGM después de la hibridacion. Notense los desplazamientos hacia el
rojo reproducibles en los perfiles de modo resultantes cuando se hibridaron particulas oligo-modificadas de 70
bases con unas concentraciones de ADNc de entre 10~ y 10™* M, adicionalmente no era evidente ninguin pico
coherente en la muestra de control; B) Los desplazamientos (AA) en funcién de la concentracion de ADNc. Los
célculos del error del desplazamiento del pico alrededor de la Amax Se calcularon como + 0,44 nm; C) Analisis de
la posicion del pico a partir de la misma particula objetivo enl antes y después de la exposicion a una muestra
concentrada 10 M de ADN complementario no marcado. Los resultados indican cada desplazamiento hacia el
rojo del pico fluorescente tras la exposicién a la solucién de la sonda de ADN no marcada con una concentracion
de attomoles.

La Figura 11 es una ilustracion esquematica de la quimica de la reaccion utilizada para funcionalizar las
particulas en bruto de melamina formaldehido (MF) con fragmentos de oligonucle6tido monocatenario marcado.
Notese que la reaccion se completa en una Unica etapa a la temperatura ambiente mediante el uso Unicamente
de tampon. Los fragmentos se unen covalentemente a los grupos -NH de la superficie de la particula.

La Figura 12 es una representacion grafica que muestra la excitacion de la particula conseguida mediante una
lampara de mercurio de 80 W y un bloque de filtro de 420 - 490 nm. Las sefiales de emisidn capturadas en el aire
y en agua a partir de microesferas oligo-modificadas (TMR) de 30 bases de 7,50 um. A) Silice; B) Melamina. Las
microesferas se sumergieron en una Unica gota de Milli-Q y se analizaron espectralmente, y el agua se evapor6
antes de tomar los escéaneres en el aire. Notese que en el ejemplo de la particula de melamina excitada, después
de la adicién de agua todavia podia observarse la sefial de emision de WGM. Los espectros de momento inicial
adquiridos a partir de una Unica particula de MF de 7,52 um antes de la funcionalizacion con el oligonucleotido, a
través de una integracion de 2 s mediante el uso de un espectrometro TRIAX 550 (+ 0,05 nm); C) Aire; D)
Solucién (Mill-Q H20).

La Figura 13 es una representaciéon grafica que muestra las mediciones de la sefial de emision, tomadas
mediante el uso de lacas de ensayo derivadas de diversos materiales de composite; la excitacion de la particula
se consiguié mediante una lampara de mercurio de 80 W y un filtro de bloque de 420 - 490 nm. A) Placa en una
disposicién de silice enrejillada; B) Placa de cultivo celular de 96 pocillos basada en polimero; C) Placa de
policarbonato de 384 citopocillos; D) Placa de microtitulacion de 384 pocillos de calidad 6ptica.

La Figura 14 es una representacion grafica que muestra el analisis de estabilidad térmica las particulas de MF de
7,52 um funcionalizadas con un oligonucleétido (TMR). Las particulas se sumergieron en una solucién con calor
constante a 90 °C durante un periodo de 3 h en Milli-Q, en tampén o en MES (pH 5,4). Se recogié un WGM a
partir de cada particula del ensayo mediante la utilizacién de una lampara de mercurio de 80 W y un bloque de
filtro de 420 - 490 nin. Nétese que la particula seleccionada calentada en MES muestra una notable reduccién en
su sefial de emisiébn de WGM (espectros de puntos) con respecto a las particulas de MF oligo-modificadas
seleccionadas tratadas con PBS (espectro negro) y tratadas con Milli-Q (espectro gris).

La Figura 15 es una representacién grafica que muestra el estudio de unién por hibridacién termociclada. Se creé
un gradiente de temperatura en dos etapas (37 °C - 72 °C) mediante el uso de una fase de microscopio
termorregulada acoplada a la configuracién confocal / TRIAX. EI ADN objetivo (Tm de 71,2°C) era
complementario de los fragmentos objetivo rs10434 unidos a la particula. Los ciclos de hibridacion se
completaron en una unica microesfera con H>O Milli-Q (control) y el ADN objetivo. Se captur6 una sefial
fluorescente en cada gradiente de temperatura y se observé la AA. A) Ciclo de hibridacién uno de Control; B)
Ciclo de hibridacion dos de Control; C) Ciclo de hibridacién uno de la sonda objetivo; D) Ciclo de hibridacién dos
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de la sonda objetivo. Todos los picos fluorescentes se desplazaron hacia el azul a la temperatura maxima del
ciclo (72 °C) [unicamente cuando esta presente el ARN objetivo] y se desplazaron hacia el rojo cuando la
temperatura de la fase era < T, de la sonda objetivo.

Las Figuras 16 (A) y (B) son representaciones graficas que muestran (A) lineas continuas del WGM de las
microesferas de melamina: las lineas continuas son los WGM de las microesferas de melamina formaldehido
individuales obtenidos en el aire. Los espectros adquiridos en los medios acuosos se muestran con lineas
discontinuas; (B) WGM de las microesferas de silice: las lineas continuas son los WGM de las microesferas de
silice individuales obtenidos en el aire. Los espectros adquiridos en los medios acuosos se muestran con lineas
discontinuas. La adquisicién en agua produjo una fluorescencia muy leve y ningin WGM.

La Figura 17 es una representacion grafica del inmunoensayo de WGM del anticuerpo. Se inmovilizé una Gnica
particula de MF de 7,52 pum funcionalizada con un anticuerpo a-IlgM humano marcado con FITC en un Unico
micropocillo. Todo el ensayo se llevé a cabo a la temperatura ambiente. La particula no tratada fue excitada a
través de un laser de Ar+ para obtener una sefial de referencia, después se traté6 con Milli-Q seguido de IgM
humana no marcada. Con respecto al WGM no tratado, el conjunto de picos representativos indica un tipico
desplazamiento hacia el rojo de varios nanémetros que se produjo después del tratamiento con la IgM. Se
aprecio un desplazamiento minimo 30 min después de la adicién. Los espectros se adquirieron mediante una
configuracion Triax 550 / CCD confocal (resolucion espectral de + 0,05 nm).

Descripcion detallada

A lo largo de esta memoria descriptiva, salvo que el contexto lo requiera de otra forma, se entendera que la palabra
"comprender”, o variaciones tales como "comprende" o "que comprende”, simplemente es la inclusién de un
elemento o niimero entero o grupo de elementos o de nimeros enteros establecidos, pero no la exclusién de ningun
otro elemento 0 un nimero entero o grupo de elementos o de nimeros enteros.

Segun se usa en la actual memoria descriptiva, las formas singulares "un”, "una" y "el / la" incluyen los aspectos
plurales salvo que el contexto lo indique claramente de otro modo. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "un
ligando" incluye un Unico ligando asi como dos o mas ligandos; la referencia a "un analito” incluye un Unico analito
asi como dos o mas analitos; la referencia a "el fluoréforo” incluye un Unico fluoréforo, asi como dos o mas
fluoréforos; la referencia a "la invencion" incluye aspectos individuales o multiples de una invencion; y asi
sucesivamente.

La presente memoria descriptiva describe una multiplicidad de compafieros de unién de analitos o ligandos
conjugados con particulas microesferoidales recubiertas con un fluoréforo. Cuando se iluminan estas particulas
emiten un espectro o perfil “de momento inicial” de los modos de galeria de murmullos (WGM). Cada poblacién de
particulas microesferoidales tiene una firma de momento inicial tnica de los WGM. Este perfil del momento inicial es
alterado por la unién de los analitos al compafiero de unién del analito o ligando en la superficie de las particulas
microesferoidales, provocando un desplazamiento detectable en el espectro de los WGM.

Las particulas microesferoidales usadas de acuerdo con la presente invencion incluyen microesferas recubiertas con
fluoréforos, que, cuando son iluminadas, emiten una luz fluorescente. La luz emitida es atrapada en la microesfera y
resuena en la microesfera creando un espectro de longitudes de onda individuales denominado modos de galeria de
murmullos o "WGM". El recubrimiento de las particulas microesferoidales con un fluoréforo, por oposicién a mediante
el uso de puntos cuanticos individuales, mejora la sensibilidad de la deteccion basada en WGM. La presente
invencion se amplia a las particulas microesferoidales de melamina formaldehido recubiertas con un fluoréforo (es
decir, sin el uso de puntos cudanticos) o al uso de puntos cuanticos junto con las particulas de melamina
formaldehido. Las particulas microesferoidales tienen un indice de refraccién mayor con respecto al medio acuoso
que comprende el analito. En una forma de realizacion, la particula microesferoidal tiene un indice de refraccién
mayor de 1,40.

Segun se usa en el presente documento, se entiende que el término "punto cuantico” o "QD" engloba las particulas
conocidas en la materia como nanoparticulas semiconductoras, nanocristales, puntos cuanticos o particulas Q.

Los términos "particulas microesferoidales” y "microesferas" se usan de forma intercambiable en el presente
documento e incluyen particulas esféricas que comprenden cualquier material, homogéneo o de otra manera que
pueda producir uno o mas perfiles de WGM basados en su fluoréforo. Como sera evidente para los expertos en la
materia, puede usarse practicamente cualquier material, homogéneo o de otra manera, para la particula
microesferoidal. Las particulas microesferoidales descritas en el presente documento también pueden comprender
mas de una sustancia, y como tal pueden comprender cubiertas, aleaciones o mezclas de sustancias organicas y/o
inorganicas. Para la cuantificacion de los datos generados por los métodos descritos en el presente documento
resulta ventajoso que la particula microesferoidal comprenda un material sustancialmente homogéneo con un indice
de refraccién is6tropo y que también sea no absorbente (distinto al fluoréforo, que se describe adicionalmente a
continuacion).
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Las particulas microesferoidales descritas en el presente documento pueden comprender un material elegido de la
lista que consiste en: melamina o un derivado quimico de la misma tal como melamina formaldehido; silice; latex;
titanio; didxido de estafio; ytrio; alimina; otros Oxidos metalicos binarios; perovskitas y otros oxidos metalicos
piezoeléctricos; PLGA; sacarosa; agarosa; y otros polimeros.

Las particulas microesferoidales descritas en el presente documento pueden estar funcionalizadas por fracciones
quimicas tales como con grupos amina, aldehido, sulfato o tiol, carboxilo, carboxilasa y/o hidroxilo. Las particulas
microesferoidales pueden ser particulas de amina-aldehido tales como, pero no se limitan a, particulas de melamina
formaldehido (MF), las particulas usadas de acuerdo con la invencion. Las particulas de MF proporcionan un robusto
sustrato de conjugacion para los oligonucleétidos objetivo modificados con acriloilo y las proteinas a las que se
unen. El enlace covalente permanece intacto después de la exposicién a soluciones con un pH elevado y a
temperaturas extremas, por lo que pueden conseguirse unos WGM de alta calidad tras el tratamiento.

La melamina es un trimero de cianamida y también se conoce como: 1,3,5-triazin-2,4,6-triamina; 2,4,6-triamino-s-
triazina; cianurotriamida; cianurotriamina o cianuramida. En los métodos de la invencién, la melamina es melamina
formaldehido.

También se describe en el presente documento el uso de particulas magnéticas en el ensayo de WGM. Dichas
particulas podrian presentarse en unas posiciones fijas muy precisas. La inmovilizaciéon de particulas facilitada
magnéticamente permite el andlisis individual de particulas aisladas y aliviar la necesidad de fabricar sustratos de
inmovilizacion a medida.

Pueden seleccionarse particulas con un elevado indice de refraccion que soporten los WGM en disolucion, tales
como silice coloidal, zirconio o titanio. Alternativamente, los materiales de las microesferas con cubierta con un
indice de refracciébn mayor proporcionan una util plataforma de sensor ideal. Estas particulas contienen unos
elevados modos de orden radial en la capa adsorbida y, como resultado, deberian permitir la adquisicién de
espectros de WGM de Q elevado, que contienen los modos de orden mayor.

El empleo de nanocristales semiconductores (por ejemplo, de CdSe, CdTe, CdS) proporciona otra alternativa
fluorescente robusta. Una particula fluorescentemente estable que soporta los WGM en disolucién puede ser
producida mediante la adsorcion de una monocapa de nanocristales a una microesfera homogénea, seguido de una
cubierta estabilizante con un elevado indice de refraccién. A continuacion se proporciona una lista de materiales y de
particulas con un elevado indice de refraccion, disponibles comercialmente:

El término fluoréforo es general y no se limita a los colorantes organicos, sino que incluye cualquier producto
guimico, molécula o material, que tiene la propiedad de emitir luz con una longitud de onda bien definida cuando es
iluminada. Esto incluye, pero no se restringe a; colorantes organicos, complejos organometdlicos, puntos cuanticos
(incluyendo nanovarillas, nanocables y otras morfologias, QD recubiertos y no recubiertos, aleaciones y mezclas de
los mismos), iones de tierras raras o mezclas de los mismos, conversores ascendentes y también fluoréforos
emisores de infrarrojo, que pueden ser ventajosos en las muestras absorbentes. También pueden incorporarse otros
materiales tales como materiales fluorescentes defectuosos tales como diamantes que contienen defectos o vacios
inducidos por nitrégeno.

Los WGM pueden ser generados por fluoréforos que estan unidos a la superficie de la microesfera, pero también
pueden ser generados cuando el fluor6foro esta incluido o distribuido en la microesfera. La distribucién de los
fluoréforos afecta a la intensidad de los diferentes modos de WGM, pero para los propdsitos de esta invencion, no se
hace ninguna distincién en si los fluor6foros estan en la superficie o dentro de la microesfera.

Metales
Titanio, TiO> (2,20), Aluminio Al,O3 (1,77), Mylar (1,65), Cobre Cu (2,43), Platino Pt (2,33)
Minerales (gemas)

Diamante (2,42), Cuarzo (1,54 - 1,55), Rubi (1,76 - 1,78), Zafiro (1,76 - 1,78), Estrella de zafiro (1,76 - 1,77),
Granate (1,79 - 1,81), Espinela (1,72 - 1,73), Espinela azul (1,72 - 1,74), Espinela roja (1,71 - 1,74), Rubi estrella
(1,76 - 1,77), Tanzanita (1,69 - 1,70), Topacio (1,61 - 1,63), cristal (2,00)

Plasticos

La resina de Melamina Formaldehido (CsHsgNgO), [no debe confundirse con melamina] (1,68), se elabora
mediante un proceso de polimerizacién de melamina con formaldehido

Ceramicas
Ceramica de Silicato de Zirconio (2,00 - 2,20), Zirconio ZnO- (2,40)
Vidrio
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Metales

Vidrio con un elevado indice de refraccion (2,00), silice fusionada (cuarzo 1,46), vidrio Pirex (1,47), Plexiglas
(1,48)

Materiales transparentes habituales

Lucita (1,49)

La presente invencion se basa, en parte, en la determinacién de que el medio de deteccién de WGM no requiere que
las microesferas estan recubiertas con puntos cuanticos.

La presente memoria descriptiva describe un método de deteccién de un analito en un medio, comprendiendo el
método someter microesferas recubiertas con un fluoréforo y una multiplicidad de ligandos a un medio de deteccion
de WGM para la identificacion de un acontecimiento de unién entre uno mas ligandos y un analito de union al
ligando, en el que las microesferas tienen un indice de refraccion mayor que el medio que comprende el analito.

También se describe un método para la deteccion de un analito en un medio, que comprende las etapas de:

(i) anclar una multiplicidad de ligandos del analito a una poblacion de particulas microesferoidales conjugadas
con un fluoréforo en las que si la particula microesferoidal es de melamina formaldehido entonces puede estar
conjugada con el fluoréforo o comprender un punto cuantico;

(ii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar un
espectro del momento inicial;

(iii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra que supuestamente comprende el analito
durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de union entre el analito y
su respectivo ligando; y

(iv) someter las particulas microesferoidales al medio de deteccidon de modos de galeria de murmullos (WGM)
para la deteccion de un acontecimiento de unién. El método de la invencién concierne a ligandos de acidos
nucleicos y a analitos y particulas microesferoidales de melamina formaldehido que estan marcados con un
fluoréforo o que comprenden un punto cuantico.

La referencia a “recubierta” o “conjugada” deberia entenderse como la referencia a la incorporacion de un fluoréforo
en la superficie de una particula microesferoidal sin la ayuda de un punto cuantico o de su equivalente funcional.

Segun se usa en el presente documento, el término "fluoréforo” se refiere a cualquier molécula que muestre la
propiedad de fluorescencia. Para los propésitos del presente documento, el término "fluorescencia” puede definirse
como la propiedad de una molécula de absorber luz de una longitud de onda en particular y volver a emitir la luz con
una longitud de onda mas larga. El desplazamiento en la longitud de onda se refiere a una pérdida de energia que
tiene lugar en el proceso. El término "fluoréforo” puede englobar una variedad de fluoréforos tales como fluoréforos
guimicos y colorantes.

El fluoréforo puede elegirse para que emita en cualquier longitud de onda en la que pueda ser facilmente resuelto el
perfil de los WGM. Esto depende de la proporcién entre la longitud de onda de la emision y el radio de la particula.
Dado que el radio de la esfera es arhitrario, la emision puede elegirse adecuadamente entre los intervalos de
ultravioleta (intervalo de longitudes de onda de desde aproximadamente 350 nm hasta aproximadamente 3 nm), de
visible ((intervalo de longitudes de onda de desde aproximadamente 350 nm hasta aproximadamente 800 nm), de
infrarrojo cercano ([NIR)] ((intervalo de longitudes de onda de desde aproximadamente 800 nm hasta
aproximadamente 1500 nm) y/o de infrarrojo ([IR)] ((intervalo de longitudes de onda de desde aproximadamente
1500 nm hasta aproximadamente 10 um). Sin embargo, debido a la facilidad de deteccion, en una forma de
realizacién particularmente preferida, el fluoréforo es detectable en el intervalo de longitudes de onda visible.

En una forma de realizacién particular, el fluoréforo emite radiacion visible en respuesta a una excitacion infrarroja.
Dichos fluor6foros también se denominan en el presente documento "conversores ascendentes”.

Por lo tanto, la presente memoria descriptiva describe un método de deteccion de un analito, método que
comprende poner en contacto al menos una poblacién de particulas microesferoidales con una muestra que
supuestamente comprende el analito, en el que cada particula de una poblacion de particulas microesferoidales
comprende un fluoréforo que emite radiacién visible en respuesta a una excitacion infrarroja, y un supuesto
compariero de union inmovilizado del analito, en el que cada poblacién de particulas tiene un perfil definido de los
WGM, que la unién del analito el compafiero de unién inmovilizado da como resultado un cambio en el perfil de los
WGM cuando se compara con el perfil de los WGM el momento inicial, de al menos una poblacién de particulas
microesferoidales que es indicativo de la presencia del analito.

Las particulas microesferoidales pueden estar funcionalizadas por fracciones quimicas tales como con amina, tiol y/o
grupos aldehido, sulfato, carboxilato, grupos hidroxilo, 6xido y/o alquinos. Adicionalmente, las particulas basadas en
amina-aldehido tales como las de melamina formaldehido, proporcionan un sustrato (til para que se unan los



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2545232713

oligonucleétidos y las proteinas modificadas con acriloilo. Las particulas de melamina formaldehido se usan de
acuerdo con la invencion.

Por lo tanto, la presente memoria descriptiva describe de forma general un método para la deteccion de un
acontecimiento de union entre un analito y un ligando, que comprende las etapas de: (i) anclar una multiplicidad de
ligandos a una poblacion de particulas microesferoidales funcionalizadas conjugadas con un fluoréforo; (ii) poner en
contacto las particulas microesferoidales funcionalizadas con una muestra de control negativo y determinar un
espectro del momento inicial; (iii) poner en contacto las particulas microesferoidales funcionalizadas con una
muestra que supuestamente comprende el analito durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar
un acontecimiento de union entre el analito y su respectivo ligando; y (iv) someter las particulas microesferoidales a
un medio deteccion de WGM para la deteccion de un acontecimiento de unién.

De acuerdo con la invencion, las particulas de amina-aldehido son de melamina formaldehido. Por lo tanto, la
presente invenciéon proporciona un método para la deteccion de un acontecimiento de union entre un analito de
acido nucleico y un ligando de acido nucleico en un medio acuoso, que comprende las etapas de: (i) anclar una
multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos a una poblacion de particulas microesferoidales de melamina
formaldehido marcadas con un fluoréforo; (i) poner en contacto las particulas microesferoidales de melamina
formaldehido con una muestra de control negativo y determinar un espectro del momento inicial; (iii) poner en
contacto las particulas microesferoidales de melamina formaldehido con una muestra que supuestamente
comprende el analito de acido nucleico durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un
acontecimiento de union entre el analito de acido nucleico activo y su respectivo ligando; y (iv) someter las particulas
microesferoidales de melamina formaldehido a un medio de deteccibn de WGM para la deteccién de un
acontecimiento de union.

En una forma de realizacién de la invencién, también pueden usarse puntos cuanticos.

Por lo tanto, otro aspecto de la presente invencidn proporciona un método para la deteccién de un acontecimiento de
unién entre un analito de acido nucleico y un ligando de acido nucleico en un medio acuoso, que comprende las
etapas de: (i) anclar una multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos a una poblacion de particulas
microesferoidales de melamina formaldehido marcadas con puntos cuanticos (que pueden estar recubiertas con un
fluoréforo); (ii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar
un espectro del momento inicial; (iii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra que
supuestamente comprende el analito de acido nucleico durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para
facilitar un acontecimiento de unién entre el analito de acido nucleico y su respectivo ligando; y (iv) someter las
particulas microesferoidales a un medio de deteccion de WGM para la deteccién de un acontecimiento de union.

También se divulga un método para la detecciéon de un acontecimiento de unién entre un analito y un ligando, que
comprende las etapas de: (i) anclar una multiplicidad de ligandos a una poblacién de particulas microesferoidales
qgue tienen un indice de refraccion mayor que el medio que comprende el analito, codificando las particulas
microesferoidales para un fluoréforo; (ii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra de
control negativo y determinar un espectro del momento inicial; (iii) poner en contacto las particulas microesferoidales
con una muestra que supuestamente comprende el analito durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para
facilitar un acontecimiento de unién entre el analito y su respectivo ligando; y (iv) someter las particulas
microesferoidales a un medio de deteccion de WGM para la deteccién de un acontecimiento de unién. De acuerdo
con la invencién, se usan analitos de acidos nucleicos y ligandos y particulas microesferoidales de melamina
formaldehido.

Las Unicas limitaciones del fluor6foro es que la emisién deberia dar como resultado una emisién en modo de
cavidad.

Existen muchos colorantes fluorescentes disponibles en la materia que pueden usarse como fluoréforos de acuerdo
con la presente invencion. Una propiedad importante de un colorante fluorescente o de otro fluoréforo, que
determina su potencial para ser usado, es la longitud de onda de excitacién del fluoréforo; debe coincidir con las
longitudes de onda disponibles de la fuente luminosa. Sin embargo, muchos colorantes fluorescentes diferentes y
otros fluoroforos seran familiares para los expertos en la materia, y la eleccién del marcador fluorescente no limita en
modo alguno la actual invencion.

Los "fluoréforos" convenientes que pueden usarse para el marcaje de una particula microesferoidal comprenden
cualquier marcador fluorescente que sea excitable mediante el uso de una fuente luminosa elegida de entre el
siguiente grupo:

(i) Laseres de ion argon - comprenden una linea azul a 488 nm, que es adecuada para la excitacion de muchos
colorantes y fluorocromos que fluorescen en la region verde hasta roja: también hay disponibles laseres de argén
regulables que emiten en un intervalo de longitudes de onda (a 458 nm, a 488 nm, a 496 nm, a 515 nm entre
otras).
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(i) Laseres de diodo — tienen una longitud de onda de emision de 635 nm. Otros laseres de diodo disponibles
actualmente operan a 532 nm. Esta longitud de onda excita el yoduro de propidio (PI) de forma éptima. También
hay disponibles laseres de diodo azul que emiten luz alrededor de los 476 nm. Dichos laseres de diodo pueden
emplearse convenientemente para excitar los WGM en las particulas microesferoidales.

(i) Laseres de gas HeNe - operan con la linea roja a 633 nm. Dichos laseres pueden emplearse
convenientemente para excitar los WGM en las particulas microesferoidales.

(iv) Diodos Emisores de Luz (LEDSs)

(v) Laseres de HeCd - operan a 325 nm. Dichos laseres pueden emplearse convenientemente para excitar los
WGM en las particulas microesferoidales.

(vi) Lampara de arco de mercurio de 100 W la fuente de luz mas eficiente para la excitacion de colorantes UV
como Hoechst y DAPI.

(vii) Lamparas de arco de Xe y lamparas halégenas de cuarzo — pueden usarse como un medio para excitar los
WGM vy por lo tanto utilizan las particulas como sensores.

En una forma de realizacion en particular de la presente invencion, los marcadores fluorescentes se eligen de entre:
colorantes Alexa Fluor; colorantes BoDipy, incluyendo BoDipy 630/650 y BoDipy 650/665; colorantes Cy,
particularmente Cy3, Cy5 y Cy 5.5; 6-FAM (Fluoresceina); Fluoresceina dT; Hexaclorofluoresceina (HEX); 6-carboxi-
4' 5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE); colorantes verde Oregon, incluyendo 488-X y 514; colorantes de
Rodamina, incluyendo verde Rodamina, rojo Rodamina y ROX; Carboxitetrametilrodamina (TAMRA);
Tetraclorofluoresceina (TET); y rojo Texas.

Habitualmente se usan dos técnicas de tincion, la tincion interna y la tincién externa (marcaje de superficie) para
marcar fluorescentemente las particulas microesferoidales. Las dos técnicas producen unas particulas con
propiedades Unicas, cada una beneficiosa para diferentes aplicaciones. La tincién interna produce particulas
extremadamente estables normalmente con unas emisiones de fluorescencia estrechas. Estas particulas muestran a
menudo una resistencia mayor a la fotodecoloracion. Como el fluoréforo esta en el interior de las particulas, los
grupos de la superficie estan disponibles para su uso en la conjugacién con ligandos (proteinas, anticuerpos, acidos
nucleicos, etc.) en la superficie de la microesfera. Por esta razén, las particulas marcadas internamente se usan
normalmente en aplicaciones de deteccion de analitos y de inmunoensayo. El marcaje de superficie implica la
conjugacion del fluoréforo con la superficie de la particula microesferoidal. Debido a que los fluor6foros estan en la
superficie de la particula, son capaces de interactuar con su entorno exactamente igual que los fluoréforos de una
célula tefiida. El resultado es una particula estandar que muestra las mismas propiedades de excitacion y de emisién
qgue las muestras de células tefiidas, en una variedad de condiciones diferentes, tales como la presencia de
contaminantes o cambios en el pH. La naturaleza “sensible al medio circundante” de las particulas marcadas en su
superficial las hace idealmente adecuadas para simular las muestras biolégicas. Las particulas marcadas
externamente se usan frecuentemente como controles y estandares de varias aplicaciones que utilizan una
deteccién por fluorescencia. Sin embargo, la presente invenciéon contempla la asociacién de una particula con un
marcador fluorescente a través de cualquier medio.

Segun se usa en el presente documento, deberia entenderse que el término "fluoréforo” también engloba mltiples
fluoréforos y mezclas de fluoréforos. Debe considerarse que el uso de todos estos fluor6foros en particulas
microesferoidales esta en el ambito de los métodos y de los reactivos descritos en el presente documento.

De acuerdo con la presente invencién, se ha demostrado que la emision de cualquier fluor6foro en particular
depende de la distribucion del fluoréforo en la particula microesferoidal, del tipo de fluoréforo y de la concentracion
del fluoréforo. Sin embargo, los métodos de la presente invencién todavia son factibles independientemente de si el
fluoréforo esta en la superficie de la particula microesferoidal, presente en forma de una cubierta en la particula
microesferoidal, ubicado en el ndcleo de la particula microesferoidal o de si estd presente en mas de una de las
ubicaciones mencionadas.

Deberia mencionarse que los métodos de la presente invencién no se basan en la inactivacion de la emision por
parte del fluor6foro. Los métodos de la presente invencién se basan, sin embargo, en parte, en una modulacion (es
decir, en un cambio) en el perfil de WGM del fluoréforo como resultado de una interaccion o de una asociaciéon de un
analito con un compariero de unién inmovilizado en la superficie de una particula microesferoidal.

Cuando se trata de una radiacién electromagnética, los WGM son resonancias electromagnéticas que pueden ser
establecidas cuando la luz incidente interactda con una particula con un indice de refraccion mayor que su medio
circundante. Los WGM se producen a unas longitudes de onda resonantes en particular de luz para un tamafo de
particula dado, y la naturaleza de los WGM puede cambiar, entre otros, segun el tamafio de la particula que contiene
los WGM vy los indices de refraccion tanto de la particula como del medio circundante. Adicionalmente, el tamafio de
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la particula también puede afectar a los WGM establecidos en la misma. Los WGM se establecen cuando la luz
incidente experimenta una reflexién interna total en la superficie de la particula.

Una reflexién interna total (TIR) puede producirse en la interfase entre dos medios no absorbentes. Cuando un haz
de luz que se propaga en el medio con el mayor indice de refraccion se encuentra con una interfase en un medio
con un menor indice de refraccién a un angulo de incidencia por encima de un angulo critico, la luz es reflejada
totalmente y se propaga de nuevo el medio con el mayor indice de refraccion. Como sera evidente para una persona
experta en la materia, en un medio tridimensional, la luz sera reflejada muchas veces en la particula con un mayor
indice de refraccion. En un WGM, la luz se concentra cerca de la circunferencia de la particula y se le puede asignar
un nimero de modo y un orden de modo. El nUmero de modo, n, proporciona el nimero de longitudes de onda
alrededor de la circunferencia de la particula, y el orden de modo, |, proporciona el nimero de maximos en
dependencia radial del campo electromagnético de la particula.

Los emisores de fluorescencia incluidos en una particula, segun se definen en el presente documento, muestran
unos perfiles definidos de WGM. Estos modos permiten que Unicamente ciertas longitudes de onda de luz sean
emitidas desde la particula. El resultado de este fendmeno es que el espectro de emisién habitual relativamente
ancho de un fluoréforo (por ejemplo, los fluoréforos normalmente emiten en un ancho de banda de 10 - 100 nm) se
contraiga y aparezca como una serie de afilados “picos” correspondientes efectivamente a los patrones de modo
vertical en la particula. Las series de picos generadas como resultado del establecimiento de un WGM en la
particula microesferoidal de la presente invencién se denominan en el presente documento "perfiles del modo de
galeria de murmullos" o "perfiles de WGM".

El perfil de WGM es extremadamente sensible tanto a la posicién del fluoréforo incluido como a su concentracion y
configuracion espacial entre si. El tamafio de particula y el indice de refraccion son los 2 pardmetros mas
importantes en la determinacion de las longitudes de onda de emision observadas en un perfil de WGM.

Se propone que la posicion y la amplitud de uno o mas de los picos de un perfil de WGM pueden estar fuertemente
afectados por las interacciones o las asociaciones de la particula microesferoidal con las moléculas de una muestra
o del entorno externo.

En un ejemplo, la asociacion o la unién de una molécula a una particula microesferoidal altera el indice de refraccion
eficaz de la particula microesferoidal, alterando el perfil de WGM generado por la particula microesferoidal.

Cualquiera de los diversos medios conocidos en la materia es adecuado para la conjugacion de fluoréforos en la
superficie de las microesferas. Las superficies de la microesfera pueden ser optimizadas o funcionalizadas para la
adsorcion o la unién covalente de moléculas, incluyendo fluoréforos o cualquier molécula biolégica o quimica.

La superficie de las microesferas puede ser funcionalizada mediante la adicién de cualquier nimero de grupos
funcionales, incluyendo: azida, alquino, maleimida, succinimida, epéxido, metacrilato, acriloilo, amina, aldehido,
sulfato o tiol; carboxilo; carboxilato; hidroxilo; etc.

Segun se describe en el presente documento, las moléculas de acidos nucleicos pueden ser unidas covalentemente
a una superficie recubierta de azufre de una microesfera de silice. Se usa una silanizacion con 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano seguido de un lavado exhaustivo para crear esta superficie. Las moléculas de acidos
nucleicos, por ejemplo, oligonucleétidos de ADN, se elaboran con grupos tiol o acrilo en 5' y se unen a los azufres
libres de la superficie.

Los ligandos descritos en el presente documento incluyen los ligandos elegidos de entre el grupo que consiste en:
acidos nucleicos; anticuerpos; péptidos; polipéptidos; carbohidratos; lipidos; glucoproteinas; lipoproteinas;
lipopéptidos; lipopolisacaridos; y pequefias moléculas organicas y pequefias moléculas inorganicas. Cuando se
recubren con un antigeno o con un anticuerpo, las particulas usan en un ensayo de "inmuno-WGM" o ensayo de
"WGM inmuno-basado".

Los términos "acidos nucleicos”, "nucledtido” y "polinucledtido” incluyen ARN, ADNc, ADN genomico, formas
sintéticas y polimeros mixtos, tanto hebras sentido como antisentido, y pueden ser modificados quimicamente o
bioquimicamente, pueden contener bases de nucledtidos no naturales o derivatizadas, como apreciaran facilmente
los expertos en la materia. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, marcajes, metilacion, sustitucion de uno o
mas de los nucleétidos naturales por un analogo (tal como un anillo de morfolino), modificaciones internucleotidicas
tales como enlaces sin carga (por ejemplo, fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos, carbamatos, etc.),
enlaces con carga (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), fracciones colgantes (por ejemplo,
polipéptidos), intercalantes (por ejemplo, acridina, psoraleno, etc.), quelantes, alquilantes y enlaces modificados (por
ejemplo, acidos nucleicos a-anoméricos etc.). También estan incluidas las moléculas sintéticas que mimetizan los
polinucleétidos en su capacidad para unirse a una secuencia designada a través de puentes de hidrégeno y de otras
reacciones quimicas. Dichas moléculas son conocidas en la materia e incluyen, por ejemplo, aquellas en los que los
enlaces peptidicos sustituyen a los enlaces de fosfato en el esqueleto de la molécula.
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El término "anticuerpo"” se refiere a una proteina de la familia de las inmunoglobulinas que es capaz de combinarse,
de interactuar o de asociarse de otro modo con un antigeno. Un anticuerpo es, por lo tanto, una molécula de union a
un antigeno. El término "antigeno” se usa en el presente documento en su sentido mas amplio para referirse a una
sustancia que es capaz de reaccionar con, o de unirse a, el sitio de union al antigeno de un anticuerpo. Un antigeno
también incluye el idiotipo de un anticuerpo.

El término "inmunoglobulina” se usa en el presente documento para hacer referencia a una proteina que consiste en
uno mas polipéptidos codificados sustancialmente por los genes de las inmunoglobulinas. Las moléculas de
inmunoglobulina reconocidas incluyen las regiones constantes k, A, a, y (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), 6, € y W, las
cadenas ligeras (k y I), asi como la miriada de regiones variables de inmunoglobulinas. Una forma de
inmunoglobulina constituye la unidad estructural basica de un anticuerpo. Esta forma es un tetramero y consiste en
dos pares idénticos de cadenas de inmunoglobulina, teniendo cada par una cadena ligera y una pesada. En cada
par, las regiones variables de las cadenas ligera y pesada son conjuntamente responsables de la union a un
antigeno, y las regiones constantes son responsables de las funciones efectoras del anticuerpo. Ademas de los
anticuerpos, las inmunoglobulinas pueden existir en otras formas diversas que incluyen, por ejemplo, Fv, Fab, Fab'y
(Fab")2 y anticuerpos quiméricos, y todas estas variantes estan englobadas por el término "anticuerpo” segun se usa
en el presente documento. Ademas, las inmunoglobulinas de otros animales (por ejemplo, de aves, mamiferos,
peces, anfibios y reptiles) tienen una funcion similar pero una nomenclatura diferente, y éstas estan también
consideradas como "anticuerpos”.

En una forma de realizacion, el ligando de unién al analito es una molécula de ADN que comprende un saliente de
ADN monocatenario, y el analito que se va a detectar es una molécula de acido nucleico capaz de hibridar con el
ligando. Cuando se produce la hibridacién es detectable un desplazamiento en el perfil de WGM. Por el contrario,
cuando no hay hibridacién entre las secuencias complementarias de acidos nucleicos, no se produce ningun
desplazamiento en el perfil de WGM.

En una forma de realizacién especifica, los compafieros de unién del analito o los ligandos son moléculas de ADN
preparadas mediante: (i) la digestién del ADN bicatenario con una enzima que genera un saliente de ADN
monocatenario, por ejemplo, una endonucleasa de restriccion y (ii) la digestién con una enzima exonucleasa. EI ADN
digerido resultante comprende un ADN monocatenario capaz de hibridar, entre otros, con acidos nucleicos
monocatenarios complementarios.

Una "endonucleasa de restriccion”, segin se usa en el presente documento, significa una enzima nucleasa que
hidroliza nucleétidos en unas secuencias especificas dentro de una molécula de ADN. Las endonucleasas de
restriccion comprenden las endonucleasas de restriccion de Tipo |, de Tipo Il y de Tipo IIl.

La Tabla 2 recoge un subconjunto de endonucleasas de restriccion de Tipo | y de Tipo Il que generan salientes en 5'
de 4 bases.

Tabla 2
Salientes en 5' de 4 bases de endonucleasas de restriccion de Tipo |y de Tipo Il
Enzima Longitud del saliente Secuencia
BamHI 4 GATC
EcoRlI 4 AATT
HinDIII 4 AGCT
Aflll 4 TTAA
Agel 4 CCGG
Apall 4 TGCA
Apol 4 AATT
Banl 4 Variable
Bcll 4 GATC
Bglll 4 GATC
Bsal 4 Variable
BsaJl 4 Variable
BsaWl 4 GGCC
BseYI 4 CCAG
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BsiwI 4 GTAC
BsmAl 4 Variable
BsmBI 4 Variable
BsmFI 4 Variable
BsoBI 4 Variable
BspEl 4 CCGG
BshHI 4 CATG
BspMiI 4 Variable
BsrFl 4 CCGG
BsrGl 4 GTAC
BssHII 4 CGCG
BssKI 4 CCNG
BssSI 4 TCGT
BstEll 4 GTNA
BstYI 4 GATC
Btgl 4 Variable
Dpnll 4 GATC
Eael 4 GGCC
Kasl 4 GCGC
Mbol 4 GATC
Mfel 4 AATT
Miul 4 CGCG
Ncol 4 CATG
NgoMIV 4 CCGG
Nhel 4 CTAG
Notl 4 GGCC
PaeR7I 4 TCGA
PspGl 4 Variable
Sall 4 TCGA
Sau3Al 4 GATC
SexAl 4 Variable
Sfcl 4 Variable
SgrAl 4 CCGG
Spel 4 CTAG
Styl 4 Variable
Tlil 4 TCGA
Tsp45l 4 Variable
Tsp509I 4 AATT
Xbal 4 CTAG
Xhol 4 TCGA
Xmal 4 CCGG
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La Tabla 3 recoge un subconjunto de endonucleasas de restriccion de Tipo | y de Tipo Il que generan salientes en 3/,
en su mayor parte de cuatro bases de longitud.

Tabla 3
Salientes en 3', en su mayor parte de 4 bases, de endonucleasas de restriccion de Tipo | y de Tipo Il
Enzima Longitud del saliente Secuencia
Aatll 4 ACGT
Apal 4 CCGG
Banll 4 Variable
Bme1580I 4 Variable
BsiHKAI 4 Variable
Bsp1286I 4 Variable
BstXI 4 Variable
Fsel 4 GGCC
Haell 4 CGCG
Hpy99 4 Variable
Kpnl 4 GTAC
Nlalll 4 GTAC
Nsil 4 ACGT
Nspl 4 GTAC
Pstl 4 TGCA
Sacl 4 TCGA
Sphl 4 GTAC
TspRI 8 Variable

"Exonucleasa”, segln se usa en el presente documento, significa una enzima nucleasa que hidroliza nucleétidos de
los extremos de hebras de ADN. Un ejemplo de una enzima exonucleasa adecuada para la preparacion de los
ligandos de union al analito y/o de los analitos que se van a detectar es una exonucleasa lambda (A). La
exonucleasa lambda es una exonucleasa de ADN bicatenario que degrada los ADN bicatenarios en la direccion de
5'- hacia 3'-. La exonucleasa lambda requiere que el extremo 5'- del ADN sea bicatenario y esté fosforilado. La
digestion con la exonucleasa lambda puede usarse preferiblemente para degradar hebras especificas de ADN
bicatenario para generar ligandos de unién al analito y analitos de ADN monocatenario que van a ser detectados.

En una forma de realizacion especifica, las particulas microesferoidales de la presente invencién estan recubiertas
con acidos nucleicos derivados de un agente patégeno tal como un virus, una bacteria, una levadura o un parasito.
La deteccion de un acontecimiento de unién es indicativa de la presencia de acidos nucleicos complementarios en la
muestra, y por lo tanto es indicativa de la presencia del agente en la muestra y/o en la fuente de la muestra.

"Complementario”, segln se usa en el presente documento, se refiere a la capacidad de un emparejamiento preciso
entre dos nucleobases de un compuesto oligomérico. Por ejemplo, si una nucleobase en una cierta posicion de un
oligonucleétido (un compuesto oligomérico) es capaz de unirse a través de un puente de hidrégeno con una
nucleobase en una cierta posicidon de un acido nucleico objetivo, siendo dicho acido nucleico objetivo una molécula
de ADN, de ARN o de un oligonucleétido, entonces la posicidn del puente de hidrégeno entre el oligonucledtido y el
acido nucleico objetivo se considera una posicion complementaria. El oligonucleétido y la molécula adicional de
ADN, de ARN o de un oligonucleétido son complementarios entre si cuando un nimero suficiente de posiciones
complementarias de cada molécula estan ocupadas por nucleobases que pueden unirse entre si a través de puentes
de hidrégeno. Por lo tanto, "hibridable especificamente " y "complementario” son términos que se usan para indicar
un grado suficiente de apareamiento preciso o de complementariedad a lo largo de un nimero suficiente de
nucleobases, de forma que se produzca un enlace estable y especifico entre el oligonucleétido y un acido nucleico
objetivo.

La presente memoria descriptiva describe particulas microesferoidales que son Utiles para comprobar la presencia
de una amplia variedad de analitos en una muestra individual.
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No es necesario conocer la identidad del analito a detectar, ni es necesario marcar el analito ni el ligando, por
ejemplo, con un marcaje fluorescente o radioactivo.

Debido a la sensibilidad del medio de deteccion de WGM, las particulas microesferoidales descritas en el presente
documento son (tiles para la deteccion de analitos raros que estan presentes en una muestra a unas
concentraciones bajas. Por ejemplo, dichas particulas son (tiles para la deteccion de elementos traza o de
contaminantes tales como alérgenos, pirébgenos contaminantes microbiolégicos o quimicos en alimentos y en
medicamentos; contaminantes o téxicos en muestras medioambientales e industriales; explosivos; agentes de
terrorismo bioldgico; etc. Segin se usa en el presente documento el término "raro" significa que aparece
infrecuentemente o0 que es poco comin 0 que esta en un nuamero relativamente bajo o en una concentracion
relativamente baja.

Las particulas microesferoidales descritas en el presente documento son Utiles para la identificacién de analitos que
previamente no se sabia que se unieran a un ligando en particular. Por ejemplo, las particulas microesferoidales
estan recubiertas con una enzima o con una molécula receptora en la que la conformacion del sitio o del supuesto
sitio de union al ligando esta intacta. Los analitos que se unen a dichas particulas representan los supuestos
agonistas o antagonistas de la actividad enzimatica o de la unién receptor-ligando. En otras palabras, las particulas
microesferoidales son Utiles en la identificacién y el disefio de farmacos.

El disefio racional de farmacos permite la produccion de analogos estructurales de los polipéptidos biolégicamente
activos de interés, o de pequefias moléculas con las que interactian (por ejemplo, agonistas, antagonistas,
inhibidores o potenciadores) con objeto de confeccionar farmacos que, por ejemplo, son mas activos, o formas
estables del polipéptido, o que, por ejemplo, potencien o interfieran en la funcién de un polipéptido in vivo. Véase,
por ejemplo, Hodgson (Bio/Technology 9: 19 - 21, 1991). En una metodologia, se determina en primer lugar la
estructura tridimensional de una proteina de interés mediante cristalografia de rayos X, mediante un modelado por
ordenador o lo mas habitualmente, mediante una combinaciéon de metodologias. La informacion util relativa a la
estructura de un polipéptido también puede obtenerse mediante un modelado basado en la estructura de proteinas
homologas. Un ejemplo de disefio racional de farmacos es el desarrollo de inhibidores de la proteasa del VIH
(Erickson et al., Science 249: 527 - 533, 1990). Ademas, las moléculas objetivo pueden ser analizadas mediante un
escaner de alanina (Wells, Methods Enzymol. 202: 2699 - 2705, 1991). En esta técnica se sustituye un residuo de un
aminoacido Ala y se determina su efecto sobre la actividad del péptido. Cada uno de los residuos de aminoacidos
del péptido se analiza de esta manera para determinar las regiones importantes del péptido.

Las particulas microesferoidales descritas en el presente documento también son Utiles para la deteccién de genes o
de las proteinas para las que codifican asociadas a unas afecciones patolégicas y enfermedades especificas. Por
ejemplo, las particulas microesferoidales se recubren con un ligando especifico o con una genoteca de ligandos que
se sabe que son expresados en el cancer humano, o por el contrario, con un anticuerpo o con una genoteca de
anticuerpos especificos para un antigeno o antigenos que se sabe que estan asociados con el cancer. Por lo tanto,
la deteccion de un acontecimiento de unidn es indicativa de la presencia en una muestra de un analito que se sabe
que esta asociado con el cancer. Debido a su sensibilidad, el método de deteccion de WGM proporciona, entre
otros, un método para la deteccion temprana del cancer.

El ligando o el analito que se va detectar comprende un polimorfismo de nucle6tido Gnico (SNP) o una modificacion
post-traduccional especifica.

Los métodos descritos en el presente documento son Utiles para diversas aplicaciones en los campos de, por
ejemplo, medicina, ciencia veterinaria, agricultura, ciencia forense, biotecnologia, tecnologia de los alimentos,
ciencia de los deportes, ciencia nutricional, elaboracion, disefio y desarrollo de farmacos, biodefensa, deteccion de
materiales explosivos, insecticidas, fertilizantes y toxinas.

Adicionalmente, los métodos descritos en el presente documento son Utiles para el diagnéstico de afecciones
patolégicas o de enfermedades que incluyen enfermedades genéticas, cancer, trastornos autoinmunes, alergias,
enfermedades infecciosas, cardiopatias, enfermedades neuroldgicas, proteopatias y enfermedades metabodlicas,
enfermedades y contaminaciones viricas y bacterianas, identificacion de bacterias o de virus desconocidos o de
otros microorganismos en muestras naturales.

Mas adicionalmente, los métodos descritos en el presente documento son Utiles, entre otros, para determinaciones
tisulares, determinaciones del grupo sanguineo, pruebas genéticas, pruebas farmacoldgicas, andlisis de analitos en
sangre, pruebas de alcohol, pruebas de embarazo, etc.

Los métodos descritos en el presente documento son particularmente (tiles para el cribado de muestras bioldgicas
para comprobar la presencia de un analito. Debe entenderse que una "muestra biolégica" es una muestra derivada
de una fuente biolégica, tal como una muestra medioambiental, un extracto de un organismo, un extracto vegetal o
animal, suero, orina, exudado, semen, plasma, una muestra de suelo, una muestra de rio o precintada, una muestra
extraterrestre, entre otras fuentes.
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También se describe en el presente documento un biosensor. Un "biosensor”, segin se usa en el presente
documento, significa un dispositivo sensor para la deteccion de cantidades, incluyendo cantidades muy pequefias, o
de cambios en una sustancia bioguimica o quimica, en el que se registra un acontecimiento de unién intermolecular
y se traduce en datos.

"Biodeteccion”, segun se usa en el presente documento, significa cualquiera de una diversidad de procedimientos
gue usan sondas biomoleculares para medir la presencia o la concentracion de moléculas bioldgicas, de estructuras
biolégicas, de microorganismos, etc., mediante la traducciéon de una interaccién bioquimica en una sefial fisica
cuantificable.

Las aplicaciones de biodeteccion descritas en el presente documento incluyen: aplicaciones medioambientales, por
ejemplo, la detecciéon de pesticidas y de contaminantes en el agua de rios; la deteccidon remota de bacterias
aerotransportadas o de esporas de las mismas, por ejemplo, en actividades anti-bioterroristas; la deteccion de
patégenos; la determinacion de los niveles de sustancias toxicas antes y después de la biorremediacion; la
deteccion de organofosfatos; la medicion analitica rutinaria de analitos bioquimicos; la deteccion de residuos de
farmacos en alimentos, tales como antibiéticos y promotores del crecimiento; el descubrimiento de farmacos y la
evaluacion de la actividad biolégica de nuevos compuestos.

La presente memoria descriptiva describe, entre otros, un biosensor optico basado en el sistema de deteccion de
WGM. El biosensor puede ser compacto y portatil. Los biosensores descritos en el presente documento
proporcionan un medio para la deteccion rapida y sensible de analitos.

El biosensor puede estar particularmente adaptado para un uso conveniente en laboratorios de investigacion y
analiticos y en el campo. El aparato de deteccién de WGM per se es adaptable para autocontencion, miniaturizacion
y portabilidad. Importantemente, esta adaptabilidad permite una deteccién de analitos rapida y conveniente en la
mesa de trabajo o en el campo, sin ninguna necesidad de componentes voluminosos y caros.

El aparato de deteccion de WGM no necesita una voluminosa fuente de potencia o fuente luminosa, ni un caro
espectrofotometro ni lente optica. Por ejemplo, algunos aparatos proporcionan una lente objetivo de microscopio de
60X y se usa un espectrofotémetro no refrigerado con un ancho de ranura de 0,5 nm. El aparato de deteccion de
WGM puede ser un biosensor.

Una fuente de potencia de desde aproximadamente 10 uW hasta aproximadamente 2.000 uW es suficiente para
generar los datos espectrales de WGM de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento.

Las particulas microesferoidales conjugadas con un fluoréforo pueden ser expuestas a la luz durante
aproximadamente 20 — 2.000 milisegundos. La luz a una longitud de onda de 532 nM es particularmente adecuada
para la generacioén de los espectros de WGM de acuerdo con la presente invencion.

En ciertos aspectos, las particulas microesferoidales se inmovilizan "horneando" en una matriz de soporte sélida, por
ejemplo, de vidrio. El soporte sélido comprende un material al través del cual puede viajar el espectro de luz
infrarroja, visible y ultravioleta.

Las microesferas pueden secarse en una superficie de vidrio durante unos tiempos mayores de 10 minutos a unas
temperaturas por encima de 40 °C.

Un requisito clave del sistema es que los espectros pueden ser comparados automaticamente y pueden
cuantificarse las diferencias entre antes y después de la uniéon. Esto se ha conseguido mediante el uso de una
transformacion logaritmica del espectro de tiempo-modo.

También se describe en el presente documento un kit para la deteccién de un analito mediante un medio de WGM.
Dichos kits comprenden particulas microesferoidales conjugadas con un fluoréforo, a las que estan unidas una
multiplicidad de ligandos de unién al analito. Las particulas microesferoidales pueden estar inmovilizadas en una
superficie de vidrio. La multiplicidad de ligandos que se va a anclar a las particulas microesferoidales puede estar
disefiada para la deteccién de un conjunto especifico de analitos. Por ejemplo, ensayar una muestra medioambiental
para comprobar la presencia de uno o mas patégenos humanos de significacion en la salud publica, por ejemplo,
Legionella pneumophila, Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus resistente a la vancomicina y
similares. Las microesferas pueden estar recubiertas con una genoteca de acidos nucleicos derivada de otros
diversos patodgenos. Las combinaciones de ligandos para el anclaje a las particulas microesferoidales no estan
limitadas.

Cuando las particulas microesferoidales son de melamina formaldehido, el kit puede contener puntos cuanticos.
"Muestra medioambiental ", segin se usa en el presente documento, significa una muestra de cualquier material
recogida a partir de una fuente medioambiental, tal como aire, agua o suelo. Una “fuente medioambiental”, segin se

usa en el presente documento, se refiere al medio ambiente natural, a un medio ambiente artificial 0 a un medio
ambiente extraterrestre. Otras muestras incluyen muestras de alimentos. Por lo tanto, el ensayo de WGM es dutil en
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la industria alimentaria, en los ensayos de aguas medioambientales, en la industria de la agricultura, en los ensayos
de bio-terrorismo y en los ensayos farmacolégicos.

Las particulas también pueden ser recicladas para un uso continuo y para el cribado de alto rendimiento.

Los cambios en el WGM indican la presencia de un analito. También es posible recoger informacién adicional a
partir de los cambios en las intensidades relativas, en los anchos de la linea y en las longitudes de onda de los picos
de WGM de una microesfera en particular.

La presente invencién se describe adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos no limitantes.
EJEMPLO 1

Las particulas microesferoidales (QSand- Marca registrada) conjugadas con una multiplicidad de ligandos de ADN
muestran desplazamientos coherentes de los WGM cuando se unen a un analito

Las particulas microesferoidales conjugadas con un fluoréforo (QSand [marca registrada: particulas de silice])
conjugadas con una multiplicidad de ligandos de ADN mostraron una diferencia medible y coherente después de su
unién a un analito especifico. Las particulas microesferoidales, de 4,87, de 5,6, de 6,8 o de 7,5 um de diametro,
estaban conjugadas con una multiplicidad de moléculas de ADN de 22-mer con una etiqueta de TMR en la posicién
del nucledtido 1. Los WGM se adquirieron antes y después de la hibridacién con el 22-mer complementario (Figura
1).

EJEMPLO 2
Optimizacion del aparato de WGM para la biodeteccion

Se evaluaron diversos parametros con objeto de determinar si el sistema de deteccion de WGM podia ser adaptado
para una miniaturizacion, autocontencion y portabilidad.

La Figura 2 proporciona una ilustracion esquematica del sistema de deteccion de WGM. En primer lugar se modificé
la potencia de la fuente luminosa para determinar su efecto sobre la resolucion de los WGM. Una potencia incidente
de la fuente luminosa (532 nm, 200 milisegundos) de 6,3, de 50,2, de 214,5 o de 1.160,5 pW fue suficiente para
resolver los WGM (Figura 3 B). Dicha potencia puede conseguirse con un laser de bajo coste estandar (un puntero
luminoso).

Se modificé el tiempo de excitacion con objeto de determinar su efecto sobre los WGM. Los WGM se evaluaron
después de una exposicion durante 10, 60, 200 y 1.000 milisegundos de luz incidente (50 pW, 532 nm). Se

determin6 que un tiempo de exposicién tan corto como 200 ms era suficiente para resolver los WGM (Figura 4 C),
disminuyendo la visibilidad hasta un tiempo de exposicion de 5 segundos (Figura 4 E).

Se demostré que 200 milisegundos de exposicién a una potencia luminosa de 50 microvatios eran adecuados para
unos WGM de alta calidad.

EJEMPLO 3

Prototipo del biosensor de WGM

El prototipo del biosensor de WGM se construye segun unas especificaciones que dan como resultado unos
espectros de WGM bien resueltos antes y después de la union de un analito a una particula microesferoidal. El
dispositivo mide aproximadamente 30 x 15 x 15 cm y pesa 2 - 5 kg, y estd completamente autocontenido
comprendiendo una fuente de potencia, una fuente luminosa, camaras portadoras de muestras y un
espectrofotometro.

EJEMPLO 4

Inmovilizacién de las particulas microesferoidales

Las particulas microesferoidales (QSand [marca registrada: particulas de silice]) se inmovilizaron en la superficie de
un cubreobjetos de vidrio de microscopio en una configuracién aleatoria (Figura 5). El cubreobjetos con las
particulas QSand inmovilizadas (marca registrada) pudo ser acoplado directamente en la ranura del espectrometro.

EJEMPLO 5

Desarrollo y caracterizacion de una plataforma de particula Gnica para la deteccion de oligonucleétidos objetivo no
marcados, mediante el uso de Modos de galeria de murmullos en microesferas fluorescentes individuales
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En este Ejemplo, se demuestra el desarrollo de un sistema de biodeteccion barato, muy sensible, basado en los
modos de galeria de murmullos (WGM). El sistema comprende una microesfera de silice funcionalizada con un
fluoréforo y una densa monocapa de oligonucleétidos monocatenarios. La adsorciéon de la hebra complementaria
provoca desplazamientos espectrales en el espectro de emisidon de la microesfera que pueden ser registrados
mediante el uso de un microscopio 6ptico convencional y un detector de CCD.

Materiales

Las microesferas de SiO, de 7,50 um se adquirieron en Microparticles GmbH, Berlin, Alemania. Las particulas de
silice de 5,06 um y 6,80 pm se adquirieron en (Bangs Laboratories Inc, EE.UU.). Los cubreobjetos reticulados
fotograbados (de 18 x 18 mm) se adquirieron en Bellco Glass, Vineland, NJ, EE.UU. El (3-mercaptopropil)
trimentoxisilano (MPS, al 95 %); el ortosilicato de tetraetilo (TEOS, al 98 %), la polivinilpirrolidona (PVP, PM de
40.000), el hidréxido de amonio (al 29,1 % % en peso de NH3 en agua); el hidrato de (2-[N-morfolino] etansulfénico)
(MES), el acetato de sodio (NaOAc), el persulfato de amonio (> 98 %) y el dimetilsulféxido (> 99,9 %) se obtuvieron
en Sigma-Aldrich. El acido nitrico, el etanol, el metanol y el 2-propanol de calidad analitica fueron adquiridos en
Merck, Victoria, Australia. La tetrametil rodamina marcada con colorante de éster de succinimidilo (TMR), el Bodipy
630/650 y el Alexa 647 fueron adquiridos en Olecular Probes, Eugene, EE.UU. En todo el proceso se us6 agua de
calidad Milli-Q (R > 18 M Q cm). Los oligonucleotidos modificados con acriloilo fueron disefiados internamente y
construidos por Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, EE.UU. Los oligonucleétido construidos se recibieron
secos y se resuspendieron a 200 pM con H>O Milli-Q ultrapurificada antes de su uso.

Instrumentacién de caracterizacion
Configuracion de la 6ptica Ocean

Los experimentos se realizaron con un microscopio Nikon Eclipse TE2000-S. La excitacion de la fluorescencia de la
microesfera se consiguié con una lampara de mercurio de 80 W de Nikon a través de un filtro de bloque de 420 - 490
nm. Las sefiales de emisiéon del modo de galeria de murmullos procedentes de las microesferas excitadas fueron
capturadas en el aire con un espectrofotémetro QE6500 Ocean Optics. Todos los datos fueron capturados mediante
el uso del correspondiente programa informatico Spectra Suite. Normalmente los espectros de WGM se recogieron
en 1 - 2 segundos con una resolucion espectral de = 0,9 nm con un tiempo de integracion de 800 ms. La luz excitada
a través del filtro se midié hasta una potencia de radiacién coherente de 35,52 mW. Las particulas se visualizaron a
través de un objetivo de inmersién en aceite Nikon Plan Fluor 100X, con una distancia de trabajo de 1,30 mm. La
resolucion espectral (+ 0,9 nm) define la precision con la que puede medirse la longitud de onda de un pico de
fluorescencia. Los desplazamientos de los picos en una curva de respuesta de WGM pueden ser observados
rutinariamente desde 0,1 nm hasta varios nm. La resolucién éptica establecida por el fabricante indica que pueden
detectarse rutinariamente unos picos con 0,14 nm — 7,7 nm de FWHM.

Cuando se utiliza el QE6500, generalmente se usaron los picos observados a 575 nm, 585 nm, 605 como picos de
referencia debido a la baja proporcién entre sefial y ruido y a la nitidez de los picos individuales a estas longitudes de
onda.

Microscopia confocal

En algunos casos se us6 un espectrometro TRIAX 550 enfriado con nitrégeno (Horiba Jovin Yvon, EE.UU.) unido a
un microscopio confocal Lympus para recoger los espectros con una resolucién espectral de + 0,05 nm. Los
resultados de ambos instrumentos eran los mismos dentro del error experimental. Se utilizo el espectrémetro TRIAX
500, que tiene unas mayores sensibilidad (resolucion espectral calibrada + 0,05 nm) y capacidades de intervalo de
barrido (0 — 1.500 nm) junto con la configuracién de Ocean Optics para proporcionar una plataforma eficaz para
confirmar y monitorizar los desplazamientos de los WGM, particularmente en la deteccion de unas muestras de ADN
con una concentracion extremadamente baja.

Los espectros de emision en estado estacionario fueron registrados con un fluorimetro Jobin Yvon Fluorolog - 3. En
el Ejemplo 6 A se aborda una descripciéon mas amplia de la configuracién del microscopio y de las condiciones de
barrido usadas.

Microscopio electrénico de barrido (SEM)

Las imagenes de las microesferas también se recogieron mediante el uso de un SEM Philips de emision de campo
XL-30. Para hacer esto, las microesferas se lavaron con H.O Milli-Q y se inmovilizaron directamente en sustratos de
silice circulares de 12 mm, que a continuaciéon se montaron en los soportes del SEM. Las muestras se recubrieron
mediante un rociado con 3 - 5 nm de oro mediante el uso de un Edwards S150B Sputter Coater.

Disefio y construccién del fragmento de oligonucledtido
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Las siguientes secuencias de oligonucleétidos monocatenarios objetivo y complementario fueron designadas
aleatoriamente y nombradas con el Unico fin de esta investigacion; por lo tanto, las homologias con secuencias
génicas conocidas son pura coincidencia y deberian descartarse. Se sintetizaron las secuencias disefiadas y se
encargaron en Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, EE.UU. Los oligonuclettidos se mantuvieron en forma
de soluciones de trabajo a 200 pM en H,O Milli-Q ultrapura.

Las secuencias de los oligonucleétidos y los nombres abreviados usados a lo largo de este Ejemplo se proporcionan
a continuacion. La modificacion "iAm" proporciona un grupo amino interno libre (por ejemplo, usado para la fijacién
de los fluoréforos) en el fragmento de ADN que esencialmente es una base de nucleétido de T con el grupo -NH libre
unido.

en]
A ()}
- fAcrd/iAm/ AT GGA A'IT AAC CCT CAC TAA AGG GAG GAC AGC TAT GGA
CTG CTT CTA CAC AGT CTC CTG TAC CTG GGC A 3'(SEC ID N° 1)

o-enl " (m - , : . .
5'- CAG GAG ACAAIM/GTG TAG AAG CAG TCC ATA GCT -3'(SECID N°: 2)

" 40 base o.-enl . M
5' - GT CCT CCC CTT CAG GAG ACAAM/GTG TAG AAG CAG TCC ATA GCT - 3
(SEC ID N°: 3) ' o

a-enl de 40 bases

20 base a-enl

5'- CAG GAG ACAAM/GTG TAG AAG CAG - 3 (SEC ID N°: 4)
a-enl de 20 bases
10 base c-enl

5' - CAG GAG AC/iAmM/G - 3' (SEC ID N° 5)
a-enl de 10 bases

Control (secuencia objetivo aleatoria no especifica)

. 4Y) S
5'- /Acrd//iAm/ TTA GGC CTA TGG ACA CGT GCG CAT GAT TTG CCT ATT CCG

AAT CCG CAG GAT GGG CCTTAC A -3' (SEC ID N°: 6)

La secuencia /Acrd/ representa un grupo acriloilo en 5' (Acrydite-marca registrada, Integrated DNA Technologies
EE.UU.) unido a las secuencias de oligonucleétidos, y /iAm/ especifica la posicion de una base de nucleétido de T
que posee un grupo amino interno libre usado para la fijacion del fluoréforo (Integrated DNA Technologies EE.UU.).

Métodos
Funcionalizacion de la superficie de las microesferas

Las microesferas de silice usadas en esta investigacién fueron funcionalizadas con grupos tiol mediante el uso de
los procedimientos habituales de la bibliografia (Battersby et al, Chemical Communications 14: 1435 - 1441, 2002;
Corrie et al Langmuir 22 (6): 2731 - 2737, 2006; Miller et al, Chemical Communication 38: 4783 - 4785, 2005;
Johnston et al, Chemical Communications 7: 848 - 850, 2005; Verhaegh y Vanblaaderen Langmuir 10 (5): 1427 -
1438, 1994). Se lavaron alicuotas de 5 ml de las microesferas en bruto con 20 ml de H,O Milli-Q mediante una
centrifugaciéon durante 2 min a 1.800 rpm. El sedimento se resuspendié en 20 ml de acido nitrico 1,5 M seguido de
una inversion suave con una rueda de agitacion motorizada durante 30 min; el proceso se repitid tres veces.
Después, las microesferas se lavaron con alicuotas de 20 ml de 2-propanol y se pusieron a reflujo en 2-propanol (20
ml) a 80 °C con agitacion constante mientras se administraba MPS puro (100 pl) al 0,5 % v/v cada 30 min durante un
periodo de 4 h para funcionalizar las particulas con grupos mercaptano. Las esferas funcionalizadas se lavaron a
1.800 rpm con 2-propanol y se resuspendieron en 10 ml de 2-propanol reciente. Esta suspension de microesferas se
dividié en alicuotas y se sedimenté a 8.000 rpm durante 5 s y se sec6 en un desecador en una atmoésfera de
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nitrégeno durante 230 min. Finalmente, se agitaron y se termocuraron para asegurar una evaporacion completa del
2-propanol (90 °C) durante 30 min en un bloque de calentamiento. Todas las microesferas funcionalizadas se
almacenaron desecadas a 4°C en una atmoésfera de nitrdgeno. El procedimiento anterior da lugar a una
funcionalizacion reproducible y densa de la superficie de silice, y ademas asegura una repeptizacion cuantitativa de
las microesferas después del almacenamiento.

Sintesis de microesferas dopadas con nanocristal de superficie estratificada

Se usaron nucleos / cubiertas de nanocristal de CdSe@ZnS que emitian en naranja con un maximo de emision a
593 nm; FWHM de 32 nm. Se tomaron alicuotas a partir de una solucién madre 10 uM. Las microesferas de silice
funcionalizadas con MPS se combinaron con nanocristales de cubierta de nicleo de CdSe@ZnS en una proporcion
de 1:2.5, se agitaron manualmente y después se pusieron en un rotador a unas rpm minimas durante 15 min - 1 h.
Después de la pasivacion, se usé 2-propanol para emulsionar las dos fases, y la suspension coloidal se agité a 800
rpm durante 5 segundos; el sobrenadante se deseché a continuacién y se llevaron a cabo varios lavados con CHCls;
para eliminar los nanocristales libres o no adsorbidos. Se necesitaron 60 moléculas de PVP / nm? de area superficial
en la microesfera para recubrir las microesferas pasivadas con CdSe@Zns, la PVP se disolvio con agitacion durante
1 h en 9:1 de disolvente de reaccién de CHCIs:2-propanol. El sedimento de pasivacion se resuspendidé en la mezcla
de reaccion y se agit6 ultravorticialmente y la reaccion se dejé proceder durante una noche. El grupo amida polar del
anillo de pirrolidona de la molécula de PVP facilita muy probablemente la quimiosorcién en la superficie del
nanocristal a través de enlaces covalentes. Ademas, debido a los caracteres anfifilicos de las moléculas, el
recubrimiento ofrece estabilidad a la microesfera (hidrofobicidad y estabilidad en agua) y permite que la molécula
sea absorbida en muchas superficies. Esto aumenta la afinidad de la particula por el recubrimiento final de silice sin
el empleo de un agente de acoplamiento. Al dia siguiente, las particulas que habian reaccionado se lavaron varias
veces (8.000 rpm; 5 s) en 2-propanol y se mantuvieron a 4 °C en 2-propanol reciente. Las microesferas se
recubrieron con una solucién 1:200 de TEQOS, se utilizé 1 ml de una solucién de NHs al 4,2 % (en H20) por 1 ml de
particulas recubiertas con PVP en la reaccion y 1:200 volumen de TEOS (100 pl por 0,005 g de microesferas
recubiertas con PVP). Se afiadi6 TEOS con agitacion y se dejé reaccionar durante una noche, seguido de varios
lavados con 2-propanol. Todas las microesferas se mantuvieron suspendidas en 2-propanol y se mantuvieron a 4 °C.

Marcado especifico con una base de oligonucleétido

Para marcar con colorante el grupo amino interno libre de las secuencias de oligonucleétido enl y Control 5' acriloilo
recibidas, se combinaron 15 pl de oligonucleétido madre 200 uM con 3,5' pl de TMR éster de succinimdilo-fluoréforo
y 4,5 pl de una solucién 1 M de NaHCOs; en un tubo de eppendorf. La solucién se incub6 en la oscuridad (para
minimizar la fotodecoloracién del colorante) durante 2 h a la temperatura ambiente con un mezclado ocasional. Para
lavar y precipitar los oligonucle6tidos marcados, la preparacion se traté con una mezcla de 58 ul de H,O Milli-Q, 10
pl de NaOAc y 200 pl de etanol, que se afadieron directamente a la reaccion, y la solucion se almacené después en
un congelador a -20 °C durante 30 min. Las muestras se centrifugaron entonces durante 20 min a 13.800 rpm y se
eliminé el sobrenadante. Estas etapas se repitieron hasta que el sobrenadante de la muestra estaba exento de
exceso de fluoréforo. Finalmente, los oligonucleétidos marcados se diluyeron hasta una solucion de trabajo 200 puM
con 100 ul de H2O Milli-Q ultra-pura y se almacenaron en un congelador a -20 °C.

Acoplamiento del oligonucleétido de acriloilo a las microesferas

Las microesferas funcionalizadas con tiol se derivatizaron con oligonucleétidos enl y Control objetivo modificados
con 5' acriloilo mediante el uso de los protocolos habituales (Hermanson, Bioconjugative Techniques, Sand Diego:
Academic Press Incorporated, 785, 1996) como sigue: en el tubo de eppendorf se pesaron 0,002 g de microesferas
de MPS funcionalizadas y después se saturaron con 100 pl de metanol mediante una microcentrifugacion (a 8.000
rpm durante 5 s), y el sobrenadante se desechd. El sedimento se resuspendié en MES 0,5 M reciente (pH 5,4),
seguido de la adicion de 15 pl de oligo-secuencia marcada con TMR modificada con acriloilo 200 puM (enl o Control)
junto con 100 pl de persulfato amonio reciente al 10 % p/v (p/v). La reaccion se agité vorticialmente y después se
agitdé suavemente con una rueda motorizada durante 1 hora. Las microesferas acopladas se lavaron con solucién
salina tamponada con fosfato (tampén) [pH 9,0] y se sedimentaron con una microcentrifuga (8.000 rpm durante 5 s)
para eliminar el sobrenadante. Todas las preparaciones de microesferas oligo-conjugadas se resuspendieron en 1
ml de tampén (2 g de esferas / litro) y se almacenaron a 4 °C. Los métodos utilizados para elaborar de forma
rutinaria particulas de silice modificadas con oligonucleétidos fluorescentes que producen los WGM presentados en
este Ejemplo y presentados posteriormente en el Ejemplo 6 estan ilustrados en la Figura 6. Estas particulas se
utilizan para demostrar las robustas y altamente sensibles capacidades de deteccion de los WGM cuando se utilizan
en una plataforma de reconocimiento especifica de ADN.

Método para la inmovilizacién de las microesferas en una placa matriz enrejillada
Para cada placa de ensayo se lavaron alicuotas de 10 ul (20 pg de microesferas por ensayo) de las microesferas enl
0 Control 3 - 4 veces por separado en tubos de eppendorf con porciones de 1 ml de H,O Milli-Q (8.000 rpm durante

5 s). Las microesferas lavadas se resuspendieron en 120 ul de H>O Milli-Q y agitaron vorticialmente y se puntearon
en placas de silice enrejilladas individuales. Cada matriz con particulas se colocé después en un bloque / placa de
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calentamiento (90 °C) para inmovilizar las particulas y evaporar completamente cualquier exceso de agua. Durante
el calentamiento, las placas matriz se agitaron vorticialmente suavemente mediante el acoplamiento de una
mezcladora vorticial al bloque de calentamiento para asegurar una dispersion exhaustiva de los coloides.

Condiciones del ciclo de hibridacion

Como en las preparaciones para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Rychlik et al, Nucl. Acids Res. 18
(21): 6409 - 6412, 1990), se empled un gradiente de temperatura en dos etapas para todos los ciclos de la reaccion
de hibridacion. Una vez se habia administrado el ADNc, la placa matriz se puso en un bloque de calentamiento a
90 °C durante unos tiempos que variaban entre 10 s - 5 min. A continuacion las matrices se enfriaron hasta la
temperatura ambiente durante 5 min para asegurar un tiempo suficiente para que las sondas de ADNc se aparearan
con los oligonucledtidos objetivo.

Ensayo de hibridacion de particula Gnica-ADNc

Se diluyé una muestra de la solucion madre de ADNc 200 uM en PBS (1:40), y la muestra se agité vorticialmente. Se
aplicé una alicuota de 120 pl en cada placa matriz (suficiente para sumergir completamente el area de la matriz
enrejillada). Cada matriz con particulas experimento después un Unico ciclo de hibridacién de 90 s. Para el ensayo
con el reactivo de control, cada rejilla se traté con 120 pl de las soluciones de control:H>O Milli-Q, seguido de tampén
(PBS), ADN no especifico y ADNc (como anteriormente), y se llevo a cabo un ciclo de hibridacion de 90 s para cada
placa de tratamiento. Todas las matrices se dejaron reposar a la TA durante 5 min, después se lavaron suavemente
con porciones de 100 pl de H,O Milli-Q para eliminar cualquier ADN en la fase de disolucién (sin reaccionar). Salvo
gue se indique de otro modo, el exceso de agua en todos los ensayos posteriores al tratamiento ADNc se elimind
mediante evaporacion en un bloque de calentamiento (90 °C). Entonces se capturaron en el aire las mediciones de
las sefiales de fluorescencia de excitacion y de emisién procedentes de las esferas tratadas.

Ensayo de desnaturalizacion del ADNc

Se llevé a cabo la hibridacion como anteriormente y después se efectud la desnaturalizacion mediante el
calentamiento de las muestras hibridadas en un bloque de calentamiento a 90 °C durante 30 s. Inmediatamente se
eliminé el tampon mediante varios lavados de 100 pl con H,O Milli-Q. Las etapas de desnaturalizacion se repitieron
tres veces, seguido de la evaporacion del exceso de liquido y finalmente la medicion de la emision desde las
particulas seleccionadas.

Estudios de caracterizacion de las particulas
Aplicacion de las particulas

La finalidad inicial de este Ejemplo implicaba la funcionalizacién superficial de las microesferas de silice (< 10 pum)
con cubiertas de nucleo de CdSe (emisor) para permitir la creacion de una sefial de WGM mediante una iluminacién
ultravioleta (UV) (Gomez et al, Small 1 (2): 238 - 241, 2005). Después las particulas de NC se cubrieron con varias
capas estabilizantes organicas y se pretendia que la capa funcional final fuera con una biomolécula seleccionada.
Desafortunadamente, la estabilidad de los nanocristales utilizados en los experimentos estaba comprometida; los
tratamientos progresivos dieron lugar a una coherente fotodegradacion y a la pérdida de unos picos discernibles de
WGM antes de que pudiera realizarse cualquier posible conjugacién con una molécula biolégica. La significativa
pérdida de fotoluminiscencia fue debida probablemente a la desorciéon / ruptura de la capa de nanocristal. La
fotoestabilidad de los nanocristales estaba claramente comprometida cuando se exponian a los disolventes de
reaccion utilizados en la fase de recubrimiento con PVP y TEOS. La siguiente investigacion perfila la metodologia
alternativa, que implicaba la funcionalizacion superficial de una microesfera con fragmentos oligoméricos
monocatenarios marcados con colorante directamente en la superficie de una particula funcionalizada con tiol. La
metodologia alternativa forma la base de los Ejemplos posteriores.

Ensayo de hibridacion de particula Gnica

Cada microesfera funcionalizada individual muestra una huella Unica de WGM. Consecuentemente, es necesario
gue los bioensayos se lleven a cabo con las mismas particulas antes y después de la exposicién a una solucion de
ensayo. Para conseguir esto, las particulas se inmovilizaron en una matriz de silice enrejillada y se recogié un mapa
detallado de las microesferas del objetivo enl y de Control de las rejillas de ensayo. Cada microesfera se numeré con
respecto a otra cuya sefial de emision se estaba midiendo; después se cartografidé su ubicacion especifica mediante
el uso del correspondiente niumero de escaneo, que se anotd en un esquema grafico que representaba una Unica
rejilla grabada. Mediante el uso de las matrices enrgjilladas, la misma microesfera podia ser reubicada
rutinariamente después de la exposicion a las diversas soluciones de ensayo y a los controles. Sin embargo, el
indice de refraccion de las microesferas es bastante bajo y fue dificil la obtencion de unos espectros de WGM de alta
calidad a partir de las microesferas sumergidas en la solucién debido al bajo contraste del indice de refraccion. Esto
era un problema fundamental e inesperado. La discrepancia en el indice de refraccion entre la silice coloidal y el
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agua es insuficiente para soportar un WGM. Consecuentemente, los protocolos se disefiaron de forma que todos los
espectros pudieran ser recogidos en el aire.

Las placas matriz se trataron con un does de 120 pl del a-enl complemento objetivo. La etapa inicial de hibridacion
implicaba la colocacién de las rejillas de ensayo en un bloque de calentamiento a 90 °C; calentando lentamente la
solucién, cualquier ADN oligomérico o agregado que esté presente en la solucién objetivo es peptizado para facilitar
la hibridacién con el ADN de sonda de la microesfera. El enlace de acriloilo / sulfhidrilo formado cuando se conjugo
el oligonucleétido de sonda con la superficie de las microesferas efectivamente unié e inmovilizé la secuencia de la
sonda objetivo a la superficie de las esferas y no se vio afectada por el subsiguiente calentamiento a 90 °C. Las
matrices se enfriaron durante 5 min a la TA para dejar un tiempo suficiente para que las sondas del ADNc de a-enl
se aparearan con las microesferas objetivo de enl. Después se lavaron las rejillas y se elimin6d todo el exceso de
agua mediante evaporacién en un bloque de calentamiento. Después del tratamiento con la sonda de a-enl, se
reubicaron las mismas particulas individuales y se recogié un segundo conjunto de espectros en el aire. Se analizd
fluorimétricamente el espectro de fluorescencia de la TMR marcada con colorante empleada para marcar las
secuencias objetivo del oligonucleétido enl y del control. El intervalo de emisién del colorante mostré el rango
esperado de la sefial de emision de las microesferas, que deberia estar definido por el intervalo de emision del
fluoréforo seleccionado. La sefial de emision del WGM entra en el intervalo de excitacién del colorante de TMR. Los
espectros de WGM muestran un claro desplazamiento hacia el rojo, aunque no todos los picos cambian igualmente.
Para la muestra mostrada, los desplazamientos de pico observados después de la hibridacion del a-enl ADNc
medidos a las longitudes de onda de 575 (1,1 nm), de 585 (1,5 nm), de 595 (1,1 nm) y de 605 nm (1,1 nm) son todos
hacia longitudes de onda mas largas en comparacién con la sefial de emisién previa a la hibridacion, es decir la
hibridacién da lugar a unos desplazamientos hacia el rojo de los principales picos del espectro de WGM.

Unidn no especifica, reactivos de control y efectos del tampoén

Entonces se establecid un ensayo de control para investigar los efectos de los reactivos de control sobre la sefial del
modo de galeria. Se traté una Unica placa de ensayo con H>O Milli-Q, una secuencia de ADN no especifica y
finalmente la sonda de ADNc. Se llevo a cabo un ciclo de hibridacién de 90 s para cada tratamiento de etapa, las
esferas seleccionadas se reubicaron y se recogieron los espectros de fluorescencia después de cada etapa. Cuando
las microesferas se expusieron al tratamiento con Milli-Q y con ADN no especifico no se observd ningin
desplazamiento de pico coherente. Sin embargo se observaron desplazamientos hacia el rojo coherentes cuando la
microesfera se expuso al ADNc (a-enl). La causa de los desplazamientos hacia el azul resultantes no esta clara
después del tratamiento con H>O Milli-Q, sin embargo, en comparacién con la exposicion al ADN complementario
objetivo, el resultado clave es que no se ha apreciado ninguna relaciéon entre el tratamiento posterior con ADN no
especifico y el tratamiento con el reactivo de control. No hay ninguna preocupacién relativa a la relacién entre sefial
y ruido ya que el formato de particula Unica del experimento se ajusta a esto, por lo que en esta etapa el resultado
simplemente sugiere que el desplazamiento hacia el azul es un resultado aleatorio especifico.

Ciclacion del ensayo de WGM

El aspecto implicaba la comprobacion de si los ensayos son reversibles, es decir, si la desnaturalizacion del ADN
daria como resultado un desplazamiento hacia el azul a la posicién original, y si la reaccion de hibridacion llevada a
cabo una segunda vez sobre la misma microesfera también provocaria un desplazamiento hacia el rojo. Esto nos
permitiria confirmar que los desplazamientos espectrales son debidos al reconocimiento biomolecular y no sélo a
una union no especifica por parte del ADN. Adicionalmente, la capacidad para ciclar a lo largo de repetidos ciclos de
adsorcion-desorcion permitiria el disefio de un ensayo estadisticamente mas fiable, en el que podrian promediarse
los desplazamientos de pico a lo largo de varios ciclos. Después de la hibridacion del ADNc a la microesfera de
sonda, se apare6 a 90 °C en tamp6n diluido para intentar la desnaturalizacion del ADN y provocar la desorcion de la
secuencia objetivo.

Se registraron los espectros, y los desplazamientos se muestran en la Figura 7, junto con los resultados de un
segundo ciclo de hibridacién. Como puede observarse, un apareamiento prolongado en tampoén diluido no da lugar a
un desplazamiento hacia el azul de los cuatro picos principales, y una segunda hibridacién da como resultado un
desplazamiento hacia el rojo, lo que indica que los ciclos del ensayo pueden ser repetidos, aunque los
desplazamientos observados no son coherentes con una reversibilidad completa. La Figura 7 es una representacion
amplificada de las posiciones de los picos en cada etapa del ensayo de hibridacién a partir de una esfera reubicada
seleccionada.

EJEMPLO 6

Deteccion de attomoles de objetivos oligoméricos sin marcar mediante el uso del modo de galeria de murmullos en
microesferas fluorescentes individuales

En este Ejemplo se determina la sensibilidad y el limite y la velocidad con la que puede llevarse a cabo el ensayo.
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El Ejemplo 5 mostr6 que coloides de silice individuales funcionalizados con fragmentos oligonucleétidos
monocatenarios y pueden definir entre diferencias de bases de 10 nucle6tidos de una sonda objetivo de ADNc. En
este Ejemplo, los resultados demuestran que el sistema basado en los WGM es capaz de una deteccion rapida y
especifica de los fragmentos de ADN complementario objetivo a la temperatura ambiente (TA), a unas
concentraciones sub-picomolares y en sélo unos pocos minutos mediante el uso de muestras de varios microlitros.
Los resultados indican que es posible la deteccion de attomoles de fragmentos de ADN sin marcar sobre una base
rutinaria.

Seccion experimental

A continuacion se describe un esquema simplificado que detalla los métodos de sintesis de particulas y del ensayo
de hibridacion (Figura 8). Los Fragmentos de ADN utilizados fueron como se usaron en el Ejemplo 5 junto con el
aparato de caracterizacion del modo de galeria de murmullos.

Instrumentacion y métodos de caracterizacion

Se recogieron espectros con una mayor resolucion en el aire con un microscopio de barrido laser FV-500 Olympus
Fluoview IX71 (Olympus, EE.UU.) acoplado a un espectrémetro Triax 550 y a un detector externo CCD-3000v (Jobin
Yvon, EE.UU.). Las particulas se visualizaron a través de un objetivo de inmersién en aceite Olympus UPlanSApo
100X0O, con una distancia de trabajo de 0,13 mm. Los espectros pudieron ser recogidos a los 5 s - 2 min
(dependiendo del intervalo de escaneo de longitudes de onda) con una resolucion espectral de 0,05 nm. La
fotoluminiscencia y los espectros de la muestra se recogieron mediante el uso de una camara CCD enfriada con
nitrégeno liquido (137 K). Las particulas se excitaron mediante un laser de Ar+ Melles Griot X2 multi-linea (Melles
Griot, EE.UU.) normalmente a una potencia de excitacion de 350 pW. Las sefiales de emisidn se recogieron
normalmente con el punto central de la longitud de onda a un filtro de corte de desde 600 nm hasta 550 nm con un
tiempo de integracion de 2 s.

Métodos

Un entorno de ensayo 'real' es aquel en el que las particulas funcionalizadas son expuestas a diversos reactivos de
control, analitos sin marcar especificos y no especificos y tampones de hibridaciéon en las condiciones de reaccién
segun se recogen en el Ejemplo 5. Una plataforma de deteccion competitiva actual comercializada deberia ser
capaz de detectar rutinariamente concentraciones sub-picomolares de analito. Este Ejemplo investiga si el ensayo
de WGM puede llevarse a cabo a la temperatura ambiente y se determina el limite de deteccion del sistema
presentado en el Ejemplo 5. Salvo que se indique de otro modo, los ensayos llevados a cabo en este Ejemplo fueron
segun se recoge en el Ejemplo 5.

Ensayo de sensibilidad de hibridacién de la sonda complementaria

Para el siguiente ensayo de hibridacion se llevaron a cabo diluciones sucesivas con la solucién madre de ADNc de
a-enl 200 pM para crear soluciones objetivo cuya concentracion de ADNc variaba desde 10™ M hasta 10’ M. Cada
muestra se agit6é vorticialmente meticulosamente y se aplicé una alicuota de 120 ul de cada solucidon de sonda a
matrices objetivo individuales de enl. Cada matriz con particulas se colocé después en un bloque de calentamiento a
90 °C y se llevo a cabo la reaccion de hibridacién durante 90 s. Las muestras se dejaron reposar a la temperatura
ambiente durante 5 min y se lavaron suavemente con porciones de 100 ul de H,O Milli-Q. Después del tratamiento,
las placas matriz se lavaron con H;O Milli-Q para diluir el tampon de reaccion salino y asegurar que cuando se
evapore el exceso de reactante, esa deposicion de sal - cristal en la placa de ensayo esté minimizada. Después se
recuperaron las particulas y se midieron las pertinentes sefiales de emision ‘post-hibridacion'.

Ensayos de la cinética de hibridacion a la temperatura ambiente

Se prepararon cinco matrices con los sensores enl-objetivo inmovilizados. Los correspondientes mapas de particulas
se anotaron y se recogieron los espectros de WGM mediante microscopia de fluorescencia y una excitacion como se
ha detallado mas arriba. Dado que el ensayo se realizé a la TA, el tratamiento de la sonda preparado en tampo6n
(2,50 x 10° M de a-enl) se calent6 durante 10 min a 90 °C antes de su uso para asegurar que los fragmentos de
ADN de a-enl eran monocatenarios. Cada placa de matriz preparada se tratd después con alicuotas de 120 pl de la
solucién del a-enl monocatenario 2,50 x 10° M elaborada en tampon. Después las matrices se ensayaron durante
un unico ciclo de hibridaciéon de 10 s, de 30 s, de 60 s, de 180 s 0 de 300 s a la TA. Después del tratamiento, las
placas de matriz se dejaron reposar durante 5 min a la TA, se lavaron con H>O Milli-Q y se secaron. Después se
recuperaron los sensores y se midieron las pertinentes sefiales de emision.

Investigacion sobre la sensibilidad y la hibridacion a la temperatura ambiente

Ensayo de WGM de particula Unica
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Se adquirieron las firmas del modo galeria a partir de particulas de silice de 7,50 um funcionalizadas con fragmentos
de oligonucleétido de con 70 bases marcados con TMR mediante el uso de dos configuraciones de caracterizacion.
La primera, un microscopio de fluorescencia TE2000-S Nikon acoplado a un detector éptico CCD ocean (+ 0,9 nm)
(Figura 8 A), y se adquirieron espectros de mayor resolucion mediante el uso de un microscopio de barrido laser
Olympus Fluoview 1X71 (Olympus, EE.UU.) acoplado a un espectrometro TRIAX (+ 0,05 nm) Figura 8 B. La
caracteristica clave de la plataforma de reconocimiento desarrollada es el método de “particula Unica” utilizado para
la evaluacién de la particula. El siguiente esquema (Figura 8 C) ilustra la razén fundamental del formato elegido y
por qué es crucial en un sistema basado en WGM. El punto clave que se debe apreciar en el esquema es que el uso
de las propiedades Opticas de los WGM en una plataforma de deteccion, promediando los espectros a partir del
conjunto de resultados, no puede llevarse a cabo con éxito ya que como muestra el ejemplo las particulas
modificadas de forma idéntica, a partir de la misma muestra, tienen una firma de emision Unica. Finalmente, una
Unica particula actia como su “propia referencia”, y por lo tanto una Unica particula puede contemplarse como un
Unico experimento. Este parametro formaba la variable analitica fundamental del ensayo de hibridacién desarrollado.

Sensibilidad

Se preparé una dilucién sucesiva inicial (tampén) de la solucion madre de la sonda de ADNc con unas
concentraciones que variaban desde 107 M hasta 10*° M. Se capturaron las sefiales de emision de una seleccién
de microesferas individuales antes y después de la exposicidn al tratamiento con ADNc. Las longitudes de onda del
pico de emisién o las posiciones de modo a las longitudes de onda cercanas a los 575, 585, 595 y 605 nm fueron
analizadas en funcién de la concentracion ADNc (Figura 9 A). La Figura 9 B presenta la relacion entre el
desplazamiento del pico (AA) del espectro de emision en funcion de la concentracion de ADNc. Existe un claro
desplazamiento hacia el rojo del espectro de emision después de la exposicién para practicamente todos los picos
de emision de los WGM en contraste con el ensayo del control (tratamiento con Milli-Q), que dio como resultado un
desplazamiento del pico direccional no coherente. Para los propésitos del ensayo, es suficiente destacar que
practicamente todos los modos muestran un desplazamiento hacia el rojo después de la adsorcion del ADN.
Adicionalmente, es reversible después de la desnaturalizacion del ADN a unas temperaturas por encima de la
temperatura de fusion. Dado que los desplazamientos A\ eran de sélo 1 - 4 nm para la mayoria de los ensayos, se
realiz6 una investigacién mas detallada de los desplazamientos de modo mediante el uso de un espectrometro Triax
550 con una resolucion espectral de + 0,05 nm. La Figura 9 C presenta un espectro tipico de WGM a partir de la
misma particula objetivo de enl antes y después de la exposicion al ADNc.

Es importante reconocer que, dado que cada microesfera individual tiene su propia firma de WGM, la deteccién se
basa Unicamente en los desplazamientos observados o no observados con la misma microesfera individual. No es
posible promediar los resultados de multiples microesferas. En el momento actual, los desplazamientos reales
observados para una deteccién positiva con cualquier microesfera individual son normalmente de 1 - 2 nm para las
microesferas empleadas, y menos de esto para los controles. Por lo tanto, como los niveles de deteccién eran
extremadamente bajos, cada experimento sélo pudo ser correlacionado con el comportamiento de la misma
particula. En datos tales como los mostrados en la Figura 9 A, en los que se muestran los resultados de diferentes
microesferas, las diferencias en los desplazamientos absolutos de cada particula no son significativas. Los criterios
para la deteccion, independientemente de si son desplazamientos espectrales coherentes, son detectados por
cualquier particula individual para una exposiciéon dada a los reactivos.

Analisis

La resolucién espectral de la configuracion de CCD empleada generalmente en esta investigacion podria limitar la
sensibilidad de los sensores de WGM. La sensibilidad depende de forma critica de la resoluciéon espectral del
detector empleado. El detector Ocean Optics tiene una resolucion de 0,9 nm, y los picos de emision de WGM estan
atenuados debido a la baja resolucién espectral. Por lo tanto no puede deducirse ninguna informacién a partir de las
formas del modo. No obstante, estos espectrometros simples permiten llevar a cabo el ensayo de forma barata y
podria realizarse rutinariamente en el campo.

Los desplazamientos hacia el rojo inducidos por la hibridacién son observados de forma rutinaria con particulas de
70 bases-oligomodificadas tratadas con concentraciones sub-picomolares de ADNc a partir de un volumen de dosis
de 120 pl. Son necesarios un Benchtop, CCD enfriados con LN2 y monocromadores enrejados para la adecuada
conservacion y caracterizacion de los modos de WGM de las microesferas, pero para los propésitos del ensayo,
dicha elevada resolucién no es un prerrequisito. A las concentraciones mas bajas de ADN se pueden observar
pequefios desplazamientos aleatorios hacia el azul en las particulas post hibridadas. Estos indican que la emision de
WGM puede verse afectada por pequefias perturbaciones tales como cambios infimos en el indice de refraccion de
la solucion debidos a fluctuaciones en la temperatura y a la concentracion de electrolitos. Esto determina el limite
practico final posible de la sensibilidad para estos bioensayos en un medio acuoso. Consecuentemente, Unicamente
se toman los desplazamientos hacia el rojo coherentes de cuatro 0 mas picos para indicar un acontecimiento de
deteccién positivo.

También se ha demostrado aqui que el sistema puede emplearse con éxito a la temperatura ambiente, estando la
deteccion del objetivo indicada por los desplazamientos en el modo de resonancia en las sefiales de emision de la
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microesfera a los 10 segundos de exposicion al ADNc. Esto minimiza los problemas asociados con una deposicion y
una cristalizacion salinas, los cambios en el pH, la sequedad y la contaminacién que se producen cuando la
temperatura del entorno de la microesfera aumenta para desnaturalizar cualquier sonda unida no especificamente y
permite un apareamiento eficaz del ADN con las microesferas. Las mejoras mencionadas anteriormente son
importantes para el desarrollo global de la plataforma de biodeteccién basada en los WGM para el analisis de ADN.

EJEMPLO 7

Deteccion en disolucién de objetivos de polimorfismos de nucledtido Unico sin marcadores, mediante el uso de
modos de galeria de murmullos en microesferas individuales de Melamina

Un inconveniente de la plataforma de WGM basada en silice es que no puede usarse completamente en disolucion.
En este Ejemplo, las limitaciones relacionadas con el actual sistema de WGM son aliviadas mediante el disefio de un
protocolo de conjugacion junto con el desarrollo de un sistema de genotipado basado en una soluciéon muy sensible
para el modo de galeria de murmullos (WGM). El sistema comprende una microesfera de melamina formaldehido
uniforme muy reticulada (= 7,52 um) funcionalizada con un fluoréforo y una monocapa de oligonucleétidos
monocatenarios. Mediante el uso de un sistema de pocillos en microplaca, puede realizarse completamente un
ensayo en disolucion. El sistema de WGM sin marcadores puede evaluar objetivos de ADN polimoérfico amplificado
con una sensibilidad sub-picomolar. Pueden usarse los desplazamientos de frecuencia detectados en el agua para
monitorizar la desnaturalizaciéon del complejo bicatenario post-hibridacion a unas temperaturas elevadas. Controlada
por un gradiente de temperatura en dos etapas, también se demuestra la capacidad de intercambio 6ptico del sensor
basado en polimero, ya que los desplazamientos de los WGM pueden ser revertidos y reactivados de forma
rutinaria.

Con esto en mente, las particulas biocompatibles de composite de melamina estan disponibles en el mercado en
una amplia variedad de tamafios de particula (300 nm -12 um). El elevado indice de refraccion del material (nr 1,68)
que es mayor que el del polimetilmetacrilato (nr 1,48), la silice y la mayoria de los demas materiales vitreos (nr 1,47
— 1,50) ofrece una ventaja clara. Los célculos mediante el uso de la teoria de Mie sugieren que el aumento en la
discordancia entre los indices de refraccion entre una particula de MF y un medio acuoso externo (nr 1,33) deberia
mejorar el factor de calidad de los WGM. Importantemente, la discrepancia es lo suficientemente grande para
permitir llevar a cabo ensayos simplificados en disolucion.

Este Ejemplo examina el desarrollo de un “ensayo en himedo” de particula Gnica sin marcador de WGM para la
deteccién del objetivo oligomérico. Las particulas poseen unos factores Q similares a los de las microesferas de
silice del mismo tamafio en el aire. Mediante el uso de sefales luminiscentes de WGM, el ensayo puede detectar
rutinariamente niveles sub-picomolares de fragmentos de nucleétidos sin marcar en disolucién en un formato de
mesa de trabajo de una microplaca de pocillos. Los hallazgos presentados muestran que las sefiales fluorescentes
de WGM en microesferas de melamina formaldehido (MF) muy reticuladas (< 10 pm) discriminan positivamente un
Unico polimorfismo de nucleétido (SNP) entre fragmentos no marcados amplificados mediante una PCR del ADN
genodmico (gADN) de tres individuos portadores de un nucleétido diferente en un loci en particular.

Seccion experimental
Materiales

Las microesferas de Resina de Melamina Formaldehido de 7,52 pm (CsHgNeO)n [MF] se adquirieron en
Microparticles GmbH, Berlin, Alemania. Las placas de microtitulacion de policarbonato de 384 pocillos, las placas de
cultivo celular de 96 pocillos y las placas de microtitulacion opticas de 384 pocillos se adquirieron en NUNC,
Bruselas, Bélgica. El colorante de marcaje de éster de succinimidilo Bodipy 630/650 se adquiri6 en Molecular Probes
Eugene, EE.UU. Todos los demas reactivos, tampones y microesferas de composite se adquirieron en los
proveedores mencionados previamente. Toda la instrumentacion y los métodos de caracterizacién de los WGM
utilizados son segun se han descrito en los Ejemplos 5y 6.

Instrumentacién

Se utiliz6 un microscopio del sistema peltier de etapa invertida PE100-NI para los estudios de hibridacién por
termociclado. El esquema comprendia un abanico de microscopios invertidos diaphot con una mesa XY adaptada
para una mesa de microscopio Nikon TE200/300. El intervalo de temperatura de la fase (desde -5 hasta 99 °C) se
controlaba con una etapa peltier PE100-I de calentamiento / enfriamiento. La etapa estaba acoplada a una bomba
de circulacidn de agua para regular la temperatura de la etapa. Con unas modificaciones menores, la configuracién
anterior también se mont6 en un microscopio IX71 Olympus.
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Secuencias de ADN objetivo de SNP humano

o m - .
rs10430 objetivo (conjugado con una particula) 5' . /5Acrd/iAam/1C GCC GGG ACA TCT GCC
AGT GG[T] CTC CTG -3'(SEC ID N°: 7) .

. . . Y »
o 1510434 A (complemento) 5'- CAG GAG [A]CC AC/iAm/ GGC AGA TGT-CCC GGC
GAA - 3'(SEC ID N°: 8) - L o

v ¢y
o- 15l 0434 B (desapareamiento) 5'- CAG GAG [C]CC. AC/iAm/ GGC AGA. TGT CCC GGC

GAA -3' (SEC ID N°: 9)
* Los paréntesis denotan el desapareamiento de la base de nucledétido

Los Fragmentos de ADN recogidos anteriormente se marcaron segun se indica en el Ejemplo 5 salvo que se indique
de otro modo (Nuhiji y Mulvaney, Small 3 (8): 1408 - 1414, 2007).

Region del SNP rs10434.

5’ - TGG- AAG ATT CAG GAG CCT GGG CGG‘CCT TCG CTT ACT CTC' ACCTGC
TTC TGA GTT GCC CAG GAG [A/G] cC ACT GGC AGA TGT CCC GGC-GAA GAG
AAG AGA CA - 3°(SEC ID N°: 10)

Las regiones amplificadas mediante PCR del gADN que contenian el SNP rs10434 marcado del Individuo 1 [A/A];
del Individuo 2 [A/G]; del Individuo 3 [G/G] fueron proporcionadas por el International Diabetes Institute (Melbourne,
Australia). El genotipado se realizé mediante el uso del sistema MassARRAY (Sequenom, San Diego, CA), segln se
describié previamente (Peyrefitte et al, Mechanisms of Development 104 (1 - 2): 99 - 104, 2001). En resumen, se
disefiaron los cebadores de la PCR para el rs10434 mediante el uso de SpectroDESIGNER para amplificar un
fragmento de 97 pb que rodea el sitio variante. Las reacciones se llevaron a cabo mediante el uso de 2,5 ng de ADN
gendmico, 2,5 mmol/l de MgCl,, las concentraciones habituales de los demas reactivos de la PCR y 0,1 unidades de
polimerasa de ADN Taq HotStar (Qiagen, Alemania) en un volumen de reaccion total de 5 pl. Los fragmentos se
aislaron por electroforesis mediante el uso del kit de extraccion en gel Qiaquick (Qiagen, Alemania) segun las
instrucciones del fabricante.

Cebador directo

**f**ACGTTGGATGATGTGTCTCTTCTCTTCGCC (SEC ID Ne: 11)

Cebador ' indifecto

#%4% ACGTTGGATGCCTTCGCTTACTCTCACCTG (SEC ID N°: 12)

Métodos

Conjugacion mediada por acriloilo de fragmentos de oligonucleétidos con microesferas

Las particulas de melamina en bruto se lavaron varias veces con Milli-Q (8.000 rpm durante 5 s) y se almacenaron
en seco y desecadas a 4 °C en una atmésfera de nitrégeno. Las particulas lavadas de MF (2 mg) se pesaron en un
tubo de eppendorf. La quimica superficial nativa de las particulas de melamina (Gao et al, Macromolecular Materials
and Engineering 286 (6): 355 - 361, 2001) proporciond una robusta superficie de conjugacion para inmovilizar los
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fragmentos de oligonucledtidos monocatenarios. Mediante la utilizacion de los fragmentos modificados con un grupo
acido acrilico en 5' (acriloilo) se llevé a cabo la funcionalizacién de las particulas en una Unica reaccion a la
temperatura ambiente (Sharmin et al, progress in Organic Coatings 50 (1): 47 - 54, 2001). Las particulas se
resuspendieron en PBS reciente, seguido de la adicion de 15 pl de oligonucleétidos marcados con acriloil-TMR 200
MM. La reaccién se agitd vorticialmente y se mezclé suavemente con una rueda motorizada durante 1 h. Las
microesferas acopladas se lavaron con tampén y se sedimentaron con una microcentrifuga (a 8.000 rpm durante 5
s) para eliminar el sobrenadante. Todas las preparaciones de microesferas oligo-conjugadas se resuspendieron en 1
ml de tampoén (2 g de esferas / litro) y se almacenaron a 4 °C. En la Figura 10 A se presenta un esquema del
proceso de conjugacion.

Estudio de la etapa de calentamiento de la particula Unica con el microscopio
i) Dilucién de las microesferas

Las microesferas se diluyeron inicialmente en una serie de cuatro diluciones tomando 1 pl de la solucién madre de
microesferas (2 mg / 1 ml) y resuspendiéndolo en 1 ml de Milli-Q (dilucién 1) y agitando vorticialmente. Después se
resuspendieron 250 pl de la diluciéon en 1 ml de H>O Milli-Q y se agit6 vorticialmente. Este proceso se repitié con la
nueva dilucién tres veces. Una alicuota de 1 ul de la diluciéon 3 o0 4 normalmente contendria 1 particula / pl.

i) Inmovilizacién de las microesferas individuales

Se aplicé una alicuota de 1 pl de la dilucion 3 a la base de un Gnico micropocillo y se monitorizé6 el nimero de
microesferas de la gota. Cuando se ha establecido el recuento de una particula, se registra el espectro de emision
de las particulas después de la adicion de un volumen de 49 pl de tampén reciente a pH 7,0. Las particulas de
melamina fueron inmovilizadas en la base de los micropocillos individuales bajo los efectos de la gravedad.

iii) Ensayo del control sélo con tampén y de la sonda objetivo rs10434

La temperatura de la etapa de calentamiento se incrementé hasta 37 °C y se dejé equilibrar durante 2 min, y
después se capturd un Unico espectro. Después se aplicaron en el pocillo 5 pl de Milli-Q o de una solucién de la
sonda objetivo 2 pM. La temperatura de la etapa se aument6 hasta 72 °C y se mantuvo durante 2 min, seguido de la
adquisicion espectral. Finalmente, la temperatura de la etapa se disminuyd hasta 37 °C o hasta la temperatura
ambiente.

Ensayo de hibridacién del rs10434 mediante el uso de fragmentos de ADN procedente de muestras de ADN
gendmico de control amplificadas mediante una PCR

i) Tratamiento de hibridacion de la sonda objetivo

Se aplicaron 2 pl de la solucién de la sonda de ADN objetivo deseada (10 ng / ul) directamente a un pocillo que
contenia una Unica particula objetivo rs10434-MF. Se llevo a cabo un ciclo de hibridaciéon de 5 min a 90 °C seguido
de un ciclo de enfriamiento de 10 min a la temperatura ambiente. Los escaneres de la sefial de emision se
adquirieron después de cada ciclo (x 3). El tratamiento de hibridacion se repitié para las muestras de ADN de los
individuos 1, 2 y 3. Todas las sefiales de emisién fueron capturadas en disolucién y no se realiz6 ningun lavado ni
modificacién del tampon de reaccion.

Salvo que se indique de otro modo, todos los ensayos posteriores al tratamiento de exposicion de la sonda objetivo
fueron escaneados mientras las microesferas permanecian sumergidas en tampoén de hibridacion. Las mediciones
de la sefial de fluorescencia de excitacién y de emision procedente de las esferas tratadas fueron capturadas en
disolucién, normalmente a un tiempo de integracion de 500 ms - 2 s cuando se usaban placas de silice enrejilladas y
placas opticas de 384 pocillos. Las placas pudieron almacenarse a 4 °C y las microesferas pudieron emplearse con
éxito en ensayos de hibridacién adicionales segln se requiriera.

Estudio de desarrollo y caracterizacion de la particula
Propagacion de los WGMs en disolucion

Los fragmentos de oligonucledtido usados para la funcionalizacion de las microesferas fueron disefiados y
construidos para mimetizar una hebra de 30 bases que abarca la regién del SNP rs10434 genoma humano. La
secuencia es homologa con la regién del cromosoma 6. El andlisis de la secuencia indica que la region codifica para
el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [Awata et al, Biochemical and Biophysical Research
Communications 333 (3): 679 - 685, 2005; Errera et al, Diabetes Care 30 (2): 275 - 279, 2007; Joussen et al,
Ophtalmologe 100 (5): 363 - 370, 2003; Sowers y Epstein, Hypertension 26 (6): 869 - 879, 1995; Uhlmann et al,
Experimental and Clinical Endocrinology & Diabetes 114 (6): 275 - 294, 2006]. Una intensiva busqueda mediante
BLAST de la region completa del SNP rs10434 revel6 dos coincidencias; la secuencia tiene homologias con los 866
pb del lado 5' (isoforma y precursor del factor de crecimiento endotelial vascular), ubicaciéon: 6p12; y con los 215111
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pb del lado 3": la proteina hipotética LOC221416, ubicacion: 6p21.1. Los individuos con una predisposicién en esta
regién tienen un aumento en la susceptibilidad a retinopatia diabética, diabetes sacarina, diabetes sacarina no
dependiente de insulina, también conocida como diabetes de tipo 2 (NIDDM o T2D), diabetes de aparicion en la
madurez (MOD) y resistencia a la insulina. La hiperglucemia experimentada por los pacientes diabéticos provoca
una funcién celular vascular anormal, en particular en el endotelio, en las etapas tardias de la enfermedad. Estos
individuos experimentan habitualmente una degeneracion progresiva de la micro y la macrocirculacion, que
frecuentemente da lugar a dafios en los 6rganos (Laselva et al, Acta Diabetologica 30 (4): 190 - 200, 1993; Ciulla et
al, Acta Oftalmologica Scandinavica 80 (5): 468 - 477, 2002). Los estudios han demostrado que la regién
seleccionada del SNP podria usarse potencialmente como marcador de enfermedades de T2D vy relacionadas. Los
hallazgos aqui presentados demuestran la validez de la plataforma optimizada de WGM como una herramienta
diagndstica eficaz para evaluar rutinariamente enfermedades humanas conocidas relacionadas con SNP objetivos.

Las particulas de MF oligo-modificadas tienen un didmetro de 7,52 micrones y fueron bioconjugadas directamente
con los oligonucledtidos objetivo marcados con TMR modificados en 5' con acriloilo. Hay una excitacion de
fluorescencia de la particula a través de un laser azul de Ar+ multi-linea a una potencia de excitacion de 350 pW a
través de un filtro de barrera A de 550 nm. El perfilado de la intensidad de la fluorescencia demuestra que la
conjugacion entre los fragmentos de fragmentos de ADN acriloilo y los grupos -NH nativos de la superficie de las
particulas grupos es robusta (Krajnc y Toplak, Reactive & Functional Polymers 52 (1): 11 - 18, 2002).

Silice frente a Melamina

En los estudios previos con microesferas de composite de silice, todas las mediciones tenian que tomarse en el aire.
Esto requeria la evaporacion del exceso de liquido de reaccion para mejorar la emision de la sefial procedente de
una particula individual. La principal meta de esta seccién era desarrollar un ensayo de hibridacién optimizado de
particula Unica basado en una solucién para el WGM. Se midi6é sistematicamente la sefial de emision procedente de
una Unica particula inmovilizada de MF (nr 1,68) y de silice en el aire y en el agua. Inicialmente, las respectivas
sefiales de emision se capturaron en el aire, después se administré una Unica gota de H,O Milli-Q (R > 18 M Q cm)
en cada placa de inmovilizaciéon para sumergir completamente las particulas. Las sefiales del modo de galeria se
adquirieron a partir de las esferas reubicadas en el agua y en el aire después de repetir el proceso varias veces. La
Figura 11 muestra un resultado tipico después de los tratamientos descritos. Para las microesferas de silice, cada
tratamiento con agua dio como resultado la disipacion de los picos de la sefial de emision, y la sefial capturada se
parecia a la de la TMR libre en el medio acuoso [Nuhiji y Mulvaney, 2007 supra] (espectros azul y rojo). Sin
embargo, después de la evaporacion de la Milli-Q, se desarrollé de nuevo el perfil de emision caracteristico de los
WGM Figura 11 A (espectros negro, verde y azul agua). Se produjo un ensanchamiento y una pérdida de los modos
junto con una disminucién en la intensidad del modo cuando las particulas de melamina se expusieron a la Milli-Q;
sin embargo, todavia podian recogerse de forma reproducible varios picos bien definidos (espectros rojo y azul de la
Figura 12 B). Como las particulas de MF eran el foco principal de esta investigacion, a partir de este punto también
se proporcionaron los espectros del momento inicial en los paneles C) y D) de la Figura 11.

Ensayo en placa de micropocillos

La capacidad de las particulas de MF para soportar un WGM en disolucion dio lugar a la siguiente investigacion, que
era seleccionar un sustrato de hibridacién que facilite la adquisicion rutinaria de WGM con un Q relativamente alto en
disolucién. La presentacién de las particulas en un formato de placa de microtitulacién avanza una etapa mas cerca
en direccidon a un ensayo automatizado de alto rendimiento. El andlisis se basaba en la calidad de la sefial de los
WGM que podria recogerse a partir de las particulas de MF oligo-modificadas que estaban inmovilizadas en un
sustrato de microplaca y de placa de ensayo. Las particulas de MF se inmovilizaron en una placa matriz de silice
enrejillada, en una Unica citoplaca de policarbonato de 384 pocillos, en una placa 6ptica de 384 y en una placa de
cultivo celular de polimero de 96 pocillos. Se recogieron las sefiales de emisiéon procedentes de las particulas
seleccionadas mientras estaban sumergidas en tampén de hibridacién estandar. La Figura 12 ilustra un perfil de
emision representativo obtenido mediante el uso de cada sustrato seleccionado. Debido al pequefio ancho de
trabajo del sustrato, se esperaba que la matriz de silice enrejillada produjera unos altos resultados en la sefial
procedente de una particula seleccionada de MF (Figura 12 A). Sin embargo, para un formato de alto rendimiento,
un sistema basado en pocillos era la direccion deseada. El primer andlisis con el sistema de microplaca se llevé a
cabo en una placa de cultivo celular basada en plastico comin de 96 pocillos (Figura 12 B). La sefial de emisién
recogida indica un perfil de WGM que consiste en varios picos amplios de baja intensidad. Esto era debido
simplemente al largo ancho de la base de cada pocillo y al hecho de que el plastico tiene unas propiedades de
dispersién elevadas. También, el uso de un objetivo con una potencia de amplificacion menor (x 40) para permitir
una mayor distancia de trabajo, redujo la sefial global. Sin embargo, la transferencia del material permitié una facil
visualizacién y ubicacién de las particulas. El uso de lentes con unas distancias de trabajo mayores esta gobernado
por una compensacion, ya que un aumento en la distancia de trabajo esta asociado directamente con un aumento
en la pérdida de sefial. A continuacién se analizé una placa de base de poliestireno / polimero de 384 pocillos CC3-
marca registrada que simula Poli-D-Lisina mediante el uso de un recubrimiento estéril no biolégico. El recubrimiento
esta cargado positivamente y promueve la adhesion de células poco adhesivas, y en nuestro caso ayudaria en la
inmovilizacion de las particulas de MF recubiertas con oligo/ADN cargadas negativamente de 7,52 micrones. Cada
pocillo tenia un volumen de trabajo total menor (placa basada en polimero: ancho de la base 100 um; area del
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pocillo 0,05 cm? / pocillo, con un volumen total de trabajo de 120 ul / pocillo). También, la geometria y la
transparencia visible del pocillo de fondo redondo permitié un facil acceso y manipulacion de la placa mediante el
uso de la etapa de trabajo del microscopio en orientacion X/Y. La Figura 12 C muestra un ejemplo de una sefial de
emision tipica de una particula de MF. Se presenta una serie de picos fluorescentes de alta intensidad estrechos
identificables. También se empleé una placa 6ptica de 384 con el mismo tamafio y volumen de trabajo que la placa
de polimero. Sin embargo, el ancho de la base era menor (50 um) y la base del pocillo no contenia una carga
positiva. Se aprecian nueve picos de emision distintos en el perfil de WGM, segun se indica en las Figuras 13 Ay C.
El espectro de la particula adquirido a través de la placa de calidad 6ptica de 384 pocillos indicaba que la intensidad
de cada modo identificable habia mejorado (Figura 12 D) en comparacién con los espectros de los paneles A - C. El
efecto de doblete en cada Amax apreciado en los resultados del WGM presentado en la Figura 4 es simplemente un
efecto de la adquisicion de la sefial de WGM en disolucion.

Efectos del calentamiento

Ha quedado establecida por tanto la ventaja de presentar las particulas de MF en un formato de micropocillos en un
ensayo de trabajo. Sin embargo, durante una reaccion de hibridacion de ADN, las microesferas pueden estar
expuestas a unas condiciones de reaccién extremas > 90 °C. La funcionalizaciéon de la particula con los fragmentos
de acriloil oligonucle6tido permanece intacta cuando se hace reaccionar en condiciones suaves (< 37 °C). Sin
embargo, todavia no se sabia cémo afectaria el exceso de estrés térmico a la conjugacién. Mediante el uso de una
placa 6ptica de micropocillos de 384 pocillos se desarrollé un estudio de calentamiento para determinar la resiliencia
del enlace quimico a unas temperaturas elevadas. Se inmovilizaron particulas individuales de MF en micropocillos y
después se sumergieron en tampoén, MES (pH 5,4) o en H,O Milli-Q (control). Se midié la sefial de fotoluminiscencia
de referencia (PL) de las particulas seleccionadas y la placa se calenté a la temperatura habitual del ensayo de
hibridacion (90 °C). La temperatura se mantuvo durante tres horas, tiempo durante el cual las particulas
seleccionadas fueron reubicadas y se recogié regularmente la sefial de emision. La Figura 14 presenta los espectros
normalizados de los WGM adquiridos a partir de las particulas seleccionadas después de 3 horas exposicién al
calor. Durante el periodo de 3 h, el mayor efecto se aprecié en la particula sumergida en MES (linea discontinua
negra) que mostré una pérdida significativa de la sefial de PL en comparacién con las particulas sumergidas en
tampon de hibridacion (linea continua negra). La sefial mas potente después del tratamiento térmico se observé en
la particula de control, que se mantuvo Unicamente en Milli-Q (linea continua gris). El nivel de la sefial de emision
efectivamente varié entre las muestras. Sin embargo, todavia pudo obtenerse un claro perfil de WGM con varios
picos identificables a partir de cada particula después de 3 h de calentamiento.

Los experimentos de caracterizacién llevados a cabo demuestran que las particulas descritas en este Ejemplo
pueden soportar los WGM en disolucién. Después se empled un microscopio de fase termocontrolado Linkam
PE100-NI para investigar las perturbaciones de la sefial de WGM “en tiempo real” en un ensayo de hibridacién en
micropocillos basado en disolucion. Se desarrollé un ensayo mediante la utilizacién de la configuracion de etapas
para determinar si podrian detectarse ciclicamente los cambios térmicos en el medio local que rodea a una
microesfera por encima o por debajo de la Tm de una sonda complementaria hibridada. Las sondas objetivo
construidas de 30 b marcadas como a- rs10434 A (Tm 71,2 °C) eran complementarias de los fragmentos unidos a
las particulas de MF. Se cicl6 una Unica particula objetivo 7,52 um de MF-rs10434 a través de un gradiente en dos
etapas (37 °C - 72 °C). Se completd una reaccion de hibridacion inicial después de la adicion de 5 pl de Milli-Q. Los
espectros adquiridos a un tiempo de integracion de 2 s en cada gradiente de temperatura a lo largo de diversos
ciclos no indicaron un movimiento coherente de los picos de WGM Figura 15 A - B. Mediante el uso de la misma
particula se repitieron las condiciones experimentales con la adicién del ADN de la sonda objetivo (5 ul de una
solucién madre 2 puM). Después de un ciclo de hibridacion inicial, los datos de la sefial de emisién adquiridos
demostraron que la exposicion a un fragmento a - rs10434 A en disolucién a 72 °C dio como resultado un
desplazamiento hacia el azul de los principales picos de los WGM, y una disminucién en la temperatura de la etapa
hasta 37 °C desplaz6 hacia el rojo los mismos picos (Figura 15 C). Un ciclo de hibridacién repetido dio como
resultado unos desplazamientos hacia el rojo coherentemente observados en los picos de los WGM cuando la
temperatura de la placa local era menor que la Tm de la sonda objetivo y se desplazaron hacia el azul cuando la
temperatura aumentd hasta mas de la Tr, de la sonda objetivo Figura 15D - E.

Ensayo con un objetivo de genoma humano

Mediante el uso del gADN de control adquirido a partir de tres individuos de control (individuos sanos) se
amplificaron fragmentos de ADN de aproximadamente 20 bases mediante el uso de cebadores que abarcaban la
regiéon del SNP rs10434. Los genotipos de los individuos anteriores se determinaron mediante el uso de la
plataforma de genotipado Sequenom MassARRAY. Cada individuo tenia un genotipo diferente. El Individuo 1 era
homocigético para el alelo A (A/A), el individuo 2 era heterocigético (A/G) y el individuo 3 era homocigético para el
alelo G (G/G) en este locus. El objetivo era determinar si podria ser detectada una diferencia en un Unico par de
bases a partir de las muestras amplificadas mediante una PCR mediante el uso del sistema de WGM. Se inmovilizd
una Unica particula rs10434-MF especifica para el alelo A de la variante de ADN rs10434 en el pocillo de una
microplaca; después la particula fue expuesta a los 3 diferentes analitos en unas reacciones de hibridacion por
separado. Cada hibridacion se complet6 a 90 °C durante 5 min después de la adicién de 2 pl de la muestra de ADN
(Individuo 1 - 3). Se recogieron las sefiales de emision después de cada reaccion de hibridacién respectivamente,
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después de que el gradiente de temperatura de la reaccién hubiera disminuido hasta la temperatura ambiente. Se
determinaron las firmas de los WGM adquiridos después de cada tratamiento con respecto a la sefial de referencia
(espectro negro). Se analizaron las posiciones de los picos con respecto al perfil de WGM no tratado y se anoto el
AN. Los espectros obtenidos mostraron las posiciones de los picos de las longitudes de onda en funcién del
desplazamiento del pico alrededor de la longitud de onda de dada. Se produjo un desplazamiento hacia el rojo
positivo de todos los modos de galeria fluorescentes principales después de la exposicién a la muestra del Individuo
1 (cuadrados negros). Después, la misma particula se traté con la muestra de ADN del Individuo 2. La sefial de
WGM adquirida después de la exposicion indicaba un desplazamiento hacia el rojo de todos los picos fluorescentes
(en comparacion con la sefial no tratada). Sin embargo, con respecto a las posiciones de los picos de las longitudes
de onda después del tratamiento con la muestra del Individuo 1, el tratamiento con la muestra del individuo
heterocig6tico 2 provocéd un desplazamiento hacia el azul de los modos fluorescentes. El tratamiento final con el
ADN del Individuo 3 (triangulos verdes) dio como resultado después otro desplazamiento hacia el azul de los WGM
con respecto a la firma del modo adquirida después del tratamiento con el ADN purificado del Individuo 1. Estos
desplazamientos hacia el azul tan pequefios son el resultado de la introduccién de sondas de ADN mal apareadas
de los Individuos 2 y 3. Estas sondas no se unen especificamente, y como resultado disminuy6 el nimero de sitios
de unién disponibles para el ADN apareado del Individuo 1.

Discriminacion del objetivo

Para confirmar que las microesferas modificadas podian discriminar de forma rutinaria un mal apareamiento de
bases en un ensayo de trabajo, se construyeron dos sondas de ADN objetivo sintetizadas en el laboratorio con un
grupo amino interno libre para la union de la molécula de colorante. El primer objetivo a-rs10434 A) se disefid para
mimetizar la variante alélica [A] rs10434, los fragmentos se marcaron fluorescentemente con TMR. El analito
alternativo contenia un Unico mal apareamiento de base y fue identificado con Bodipy 630/650. Las particulas
individuales de MF con el rs10434 objetivo sin marcar se inmovilizaron en tres micropocillos de una placa optica de
384. Antes de la exposicion de la sonda objetivo, se recogié una linea de base de la sefial de emision en disolucién
(tampdn) a partir de las particulas seleccionadas. Se completaron dos ensayos individuales con las sondas objetivo
0-rs10434 A y a-rs10434 B en ciclos de hibridacién individuales. Los resultados muestran una hibridacién de la
sonda objetivo a-rs10434 A. La adquisicién de una aguda sefial de emision fluorescente de WGM se verificd con un
escaneo de la intensidad de fluorescencia de la imagen tomada de la misma particula, que muestra una particula
fluorescente esférica. Se adquirié una débil sefial de fluorescencia de WGM a partir de la particula expuesta a o-
rs10434 B que contenia el mal apareamiento individual, sin embargo, un escaneo de la intensidad de fluorescencia
de la imagen no mostré ninguna fluorescencia detectable. La exposiciéon de una Unica particula a ambas sondas
objetivo dio como resultado un desplazamiento hacia el azul de la mayoria de los picos fluorescentes del modo de
galeria posteriores al tratamiento con el a-rs10434 B, si la particula se habia expuesto inicialmente a fragmentos
objetivo del a-rs10434 A.

Los estudios con una particula individual en un volumen de dilucién sucesivo también demostraron que estas
particulas poliméricas oligo-funcionalizadas pueden detectar niveles de attomoles de un ADN analito. Dichos
volumenes de deteccion destacan el uso eficaz de pequefios volimenes de reaccion para completar un ensayo de
hibridacion completo de particula Gnica. Adicionalmente, esto demuestra que las particulas pueden detectar de
forma rutinaria concentraciones sub-picomolares de ADN de una sonda objetivo.

Analisis

Los estudios aqui presentados demuestran claramente que puede ser detectada en disolucién la unién no covalente
de hebras complementarias de ADN a las microesferas de MF modificadas con un oligonucleétido. Los
desplazamientos en la longitud de onda de los modos de galeria fluorescentes pueden ser empleados para la
deteccion de forma rutinaria de la adsorcion y la desorcion de fragmentos de ADN complementarios no marcados en
diversas condiciones de reaccion.

La superficie nativa de las particulas de MF facilita la conjugacion de una densa monocapa de fragmentos de
oligonucleétido modificado con acriloilo. La conjugacion es esencialmente la unién covalente de una molécula de
melamina con un acido acrilico. Las particulas modificadas con un oligonucle6tido son muy resilientes cuando son
expuestas a soluciones con un elevado pH a unas temperaturas elevadas (90 °C), ya que pueden recogerse sefiales
de WGM de alta calidad a partir de las particulas tras una exposicion prolongada. Los datos demuestran que los
anticuerpos a-IlgM humanos marcados con FITC también pueden unirse efectivamente a las particulas de MF no
modificadas. Estas particulas pueden utilizarse por lo tanto en ensayos de unién de anticuerpo-antigeno.

El ADN tiene un indice de refracciébn mayor en la conformacién monocatenaria (desnaturalizado) (Parthasarathy et
al, Applied Physics Letters 87 (11): 113901 - 3, 2005). En su forma nativa, el indice de refraccién del ADN es similar
al de los polimeros organicos tipicos (Samoc et al, Chemical Physics Letters 431 (1 - 3): 132 - 134, 2006). EI ADN
bicatenario existe de forma natural como un material dieléctrico, y como alternativa en la forma desnaturalizada,
puede transformarse en un semiconductor con un hueco de banda de unos pocos cientos de milielectronvoltios
(Rakitin et al, Physical Review Letters 86 (16): 3670, 2001). Por lo tanto, los desplazamientos en los WGM descritos
en este Ejemplo (post-hibridacién) estan gobernados por una disminucién o un aumento en el indice de refraccién
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relativo en la superficie de la microesfera, en asociacion directa con un aumento en el diametro de las microesferas
(Niu y Saraf, Smart Materials and Structures 11 (5): 778 - 782, 2002). Todavia debe elucidarse como estos
parametros influyen especificamente en los WGM, sin embargo, por el contrario, los desplazamientos caracteristicos
son reproducibles de forma rutinaria mediante el uso de ambas particulas de composite.

Estos estudios de particula Unica demuestran que durante un ensayo de hibridacion pueden usarse los
desplazamientos de AA en una sefial de WGM adquirida a partir de particulas rs10434 modificadas para discriminar
un Unico cambio de base en una sonda de ADN sintetizada en el laboratorio. Cuando las particulas se presentan en
un formato de microplaca, se confirman los coherentes desplazamientos de los picos en un sistema automatizado
mediante el uso de un gADN amplificado mediante una PCR que contiene la regién en la que se espera el Unico
cambio de nucleétido de interés. Las particulas de MF del rs10434-objetivo descritas en este Ejemplo pueden
discriminar entre varios alelos del SNP relacionado con la diabetes rs10434 (= 100 b). La posicion del fluoréforo en
la primera base del nucleétido de los oligonucleétidos unidos por acriloilo (aproximadamente a 5 - 10 nm de la
superficie del coloide), facilita la reflexion interna total rutinaria de la luz excitada en medios aéreos y acuosos.

La capacidad de excitar los WGM en disolucién en un formato de ensayo de micropocillos evita completamente los
problemas encontrados con el sistema descrito en los Ejemplos 5 y 6. Un sistema que utiliza un formato de
micropocillos disminuye el tiempo de analisis para completar un ensayo, ya que las particulas son localizadas
rapidamente y no se requieren etapas de lavado. Finalmente, este formato permite la realizacion de un ensayo
completo con la misma particula de forma rutinaria en disolucién, y también proporciona un sistema organizado para
la reutilizacion de los sensores en ensayos adicionales.

Adicionalmente, el sistema descrito en el actual Ejemplo no utiliza métodos de acoplamiento de fibra optica para
excitar un WGM, que simplifica drasticamente el ensayo. Pueden detectarse de forma rutinaria volimenes de
attomoles de la solucion de la sonda del ADN objetivo. Los desplazamientos en los WGM reversibles ciclicamente
observados en las microesferas de MF indican de forma importante que las particulas pueden ser recicladas. Se
demostré que los desplazamientos de los picos de WGM eran reversibles cuando la temperatura local oscilaba por
encima y por debajo de la T, de la sonda objetivo; por lo tanto, los desplazamientos espectrales hacia el rojo son
debidos especificamente a la hibridacion del ADN complementario. La capacidad de unién de una sonda objetivo
disminuye significativamente cuando un fragmento de ADN tiene un Unico mal apareamiento de base. La unién no
especifica, aunque pueda ser despreciable, puede provocar pequefios desplazamientos hacia el azul en el espectro
de WGM de una particula si se expone inicialmente la misma particula a un objetivo complementario. En una
reaccion de hibridacion de particula Gnica en un pocillo individual, el espectro de emision de WGM comparado indica
de la sonda objetivo especifica tiene una afinidad de unién bastante mayor, por oposicion a un fragmento que
contiene un Unico mal apareamiento de base.

Estos hallazgos demuestran que las particulas de melamina de elevado indice de refraccion modificadas con
fragmentos de oligonucleétidos marcados (30 bases) emiten de forma rutinaria WGM en disolucion. Cuando la
particula se excita en disolucion, la sefal de excitacién disminuye en intensidad de fotoluminiscencia, y los modos
fluorescentes se amplian. Sin embargo, aun pueden identificarse de forma rutinaria una serie de picos de resonancia
de WGM bien definidos.

EJEMPLO 8

Condiciones o6ptimas para la excitacion del modo de galeria de murmullos en microesferas individuales de silice
fluorescentes y de melamina modificadas con un oligonucleétido

Este Ejemplo informa sobre el desarrollo de una serie de parametros optimizados para excitar de forma rutinaria los
modos de galeria de murmullos (WGM) de alta calidad en los coloides fluorescentes. A lo largo del mismo se utilizan
las microesferas objetivo especificas de silice y de melamina modificadas con un oligonucleétido (TSOM) (7,50 —
7,52 um) [Microparticles Germany GmbH] presentadas en los Ejemplos 5 a 7.

Seccion experimental

Materiales

Los materiales y los métodos empleados para la sintesis de las particulas, las estrategias de inmovilizacion y la
caracterizacion de los WGM son segun se han descrito en los Ejemplos 5 a 7.

Investigacion del parametro de excitacion del modo de galeria de murmullos
Efectos de la posicion de acoplamiento
Mediante el uso de la configuracion confocal se disefi6 una técnica espectroscopica resuelta en angulo para

caracterizar la emisién de los WGM como resultado de una alteracion en la posicién de excitacion del laser. Se
prepararon matrices de cubreobjetos de vidrio con particulas de silice TSOM y de MF como se describio
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previamente (Ejemplos 5 a 7). El sistema confocal empleado se utilizd para alterar la posicién de excitacion
alrededor de la circunferencia de la particula mediante el uso de la imagen de transmision de las particulas adquirida
como referencia. A una potencia de radiacion de 350 pW, las particulas seleccionadas se excitaron mediante un
laser de Ar+ multi-linea. Los espectros de emisidn se recogieron a un tiempo de integracion de 2 s. Para todo el
trabajo confocal del presente documento se us6 un laser de Ar+ para la excitacion de la particula. La posicion de
excitacion se alter6 en incrementos de 45° a lo largo de una rotacién de 360° alrededor de los bordes periféricos de
las microesferas con respecto a la coordenada 0° (referencia). Cuando se excita el WGM de una particula en la
configuracion confocal normalmente se utiliza la posicion de excitacién de 0°, esto da como resultado la adquisicién
rutinaria de WGM de alta calidad. Sin embargo, la excitacion en las posiciones seleccionadas a lo largo de 360°
también da como resultado la recoleccién de unos fuertes espectros de WGM. El analisis del conjunto de espectros
en el ejemplo seleccionado demuestra que no se observan desplazamientos de pico detectables para las posiciones
de excitacion seleccionadas (dentro de la resoluciéon espectral del espectrometro Triax 550 de + 0,05 nm). En
algunos casos puede producirse la distorsién de un pico. La distorsion se observé coherentemente en cada espectro
de WGM adquirido a una longitud de onda dada.

Después se escaned una particula seleccionada de MF en el aire en las mismas condiciones. El analisis del
conjunto de espectros de WGM demuestra que con respecto al espectro a 0°, se observan unos desplazamientos en
los picos detectables (la resolucion espectral del CCD es de + 0,05 nm. Se observan desplazamientos hacia el azul
en el ejemplo seleccionado, sin embargo es improbable que el indice de refraccién de las particulas haya cambiado
para provocar los desplazamientos observados. Estos efectos podian ser debidos al movimiento de la posicion de
excitacién, pero mas probablemente son el resultado de alcanzar el limite umbral del CCD. La reflexion total interna
de la luz a través de una particula de TSOM-MF inmovilizada en disolucién se mostr6 en el Ejemplo 7. Después se
excité una Unica particula de MF sumergida en la solucion, a las posiciones radiales seleccionadas. Todos los picos
fluorescentes del intervalo de escaneo (con respecto a los 0° de escaneo) se desplazaron coherentemente hacia el
rojo. Los resultados indican que el desplazamiento del pico con respecto a los 0° de escaneo era significativamente
mayor en comparacion con los resultados en el aire. El aumento en la variacion del pico se atribuye probablemente a
las elevadas propiedades de dispersiéon de dispersion de la luz del agua. Se aprecié que la variacion en la posicion
del pico era la mayor en las posiciones de 180°, de 270° y de 315° (hasta 0,89 nm). Estos resultados sugieren que
deberia utilizarse una posicion de excitacion fija para la excitacion de los WGM en las particulas de TSOM.

Estudio de excitacion repetido

La investigacion de seguimiento implicaba un analisis de los efectos provocados por la excitacién repetida de una
particula de TSOM a lo largo de una Unica posicion, y como resultado se observa el deterioro relativo de la sefial de
WGM. Durante un ensayo de hibridacién de particula Gnica se utiliza un Unico punto de excitacién (0°) para todos los
espectros de WGM. La importancia del uso de una posicion de excitacion fija ya se ha demostrado.
Importantemente, esto mejoraria las variaciones de pico.

De forma rutinaria, se excita (escanea) una Unica microesfera de TSOM aproximadamente 2 — 5 veces durante un
ensayo de trabajo. Es importante que la sefial de WGM de las microesferas permanezca estable durante este tiempo
para que puedan adquirirse un conjunto de espectros de WGM después de varios tratamientos. Por lo tanto, el
proposito de este experimento era la determinacion de los niveles de deterioro en la sefal de fluorescencia
asociados con las particulas de TSOM descritas en esta tesis.

Estudio del deterioro de los WGM en el aire

Las particulas se inmovilizaron en matrices de cubreobjetos de vidrio, después se montaron los sustratos en un
microscopio confocal. Las microesferas de silice y de MF seleccionadas se excitaron en el aire a lo largo de la
posicion de excitacién de 0° (tiempo de integracién de 2 s). El conjunto de espectros se adquirié a un tiempo de
integracion de 2 s a partir de la microesfera de silice seleccionada. La fotointensidad (Pl) de los WGM disminuyo
significativamente en la intensidad de fluorescencia después de la serie de escaneres. Se identificaron diez picos
distintos en el Escaneo 1,y 9 - 10 picos en el Escaneo 20.

Después se expuso una unica particula de TSOM MF a los mismos parametros experimentales. El niUmero de picos
identificados a lo largo de los escaneres desde 1 hasta 20 permanecidé coherente (aproximadamente 16). El factor Q
disminuyé en un factor de siete, y la variacion en la posicion el pico es despreciable.

Estudio del deterioro de los WGM en el agua

La siguiente etapa fue excitar de forma repetida una Unica particula de TSOM MF en disolucion (H>.O Milli-Q). Se
aplicé el laser a una Unica particula en la posicion 0° y se capturé un conjunto de espectros a un tiempo de
integracion de 2 s. El nimero de picos identificados disminuyé en el intervalo de escaneo seleccionado (ocho) en
comparacion con las mediciones en el aire. Sin embargo, el nimero de picos permanecié invariable después de
haber completado los escaneos (escaneos 1 - 20). Se observa una disminucién de seis veces en el factor Q entre
los escaneos 1y 20, respectivamente.
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Los espectros a escala recogidos a partir de los escaneos finales de los WGM consistian en entre 8 — 16 picos
identificables. Estos resultados demuestran que puede recogerse forma rutinaria un perfil de WGM (> 20) a partir de
la misma particula después de la aplicacion repetida del laser (potencia de radiacion de 350 pW) a lo largo de un
punto de excitacion fijo (0°). Adicionalmente, el ensanchamiento de los picos debido a la fotodegradacion del
marcador de colorante de TMR y a la inmovilizacion de la particula en agua, no dan como resultado ninguna
variacion significativa del pico. Como resultado se destacan las resilientes propiedades de las particulas en un
ensayo de trabajo.

Resolucion del CCD

Como se ha demostrado en el anterior Ejemplo, la sensibilidad de un espectrometro tiene un papel importante en las
mediciones de WGM durante un ensayo de trabajo. El espectrémetro determina la cantidad de informacion espectral
qgue se puede adquirir a partir de una particula excitada y el limite de sensibilidad de la plataforma de deteccion de
WGM. En este Ejemplo se comparan las configuraciones del microscopio y la sensibilidad de los detectores de CCD.

En primer lugar se excitd una particula de silice (posicién 0°) en el aire, los espectros se recogieron con un
espectrometro Triax 550 (resolucion espectral de + 0,05 nm) a un tiempo de integracién de 2 s. Después se adquirié
un espectro de la misma particula mediante una lampara de mercurio (potencia de excitacién de salida de 35,52
mW). Se utiliza un sistema QE6500 Ocean Optics (resolucion espectral de = 0,9 nm) a un tiempo de integracion de 2
s para adquirir un espectro. Se observa un claro ensanchamiento de los diversos picos principales en el espectro
adquirido con el espectrémetro QE6500. Adicionalmente, los espectros adquiridos mediante el Triax 550 indican que
no estan presentes diversos picos (Amax: 577,54 nm, 588,47 nm, 594,35 nm y 599,95 nm) en el espectro del QE6500.
Se calcula que la que la variacion en la FWHM (Amax Pl = 1,00) es de 0,38 nm (Triax) y de 0,98 nm (QE6500),
respectivamente. Se tomaron las mismas mediciones en el aire con una Unica particula de TSOM MF. El espectro
adquirido mediante el Triax 550 indica que se produce la pérdida de varios picos cuando se utiliza el QE6500 para la
adquisicion de los WGM (Amax: 578,81 nm, 584,65 nm, 588,07 nm, 597,73 nm y 608,08 nm). Los valores de la FWHM
del Triax (0,72 nm) y del QE6500 (1,27 nm) indican adicionalmente la diferencia en la calidad espectral.

A continuacion se excité fluorescentemente una Unica particula de MF inmovilizada en disolucién y se capturd su
espectro. Los resultados indican que el espectro tomado en agua no mostraba ninguna pérdida de picos de emisién
después de cada respectivo escaneo. El Triax que capturd el espectro de emision indica una FWHM de 0,81 nm
((Amax en la que la PI = 1,00) y de 1,15 nm a partir del espectro del QE6500. El grado de ensanchamiento del pico
era comparativamente menor que cuando se midié para las particulas de MF y de silice en el aire.

Estos conjuntos de datos muestran unos WGM de alta calidad, pudiéndose adquirir un mayor nimero de picos
espectrales cuando se utiliza un CCD de alta potencia. Los perfiles adquiridos de WGM también contienen mas
informacién espectral. Sin embargo, la variabilidad entre estos espectrometros esta significativamente mejorada
(aproximadamente 0,24 nm) cuando las mediciones se realizan en disolucion.

El desplazamiento del pico de WGM entre los espectrometros es debido simplemente a la diferente sensibilidad de
los espectrometros. Por ejemplo, la resolucion espectral del instrumento define la precision con la que puede
medirse la posicion del pico como una Amax “verdadera”. Por lo tanto, el sistema Ocean Optics (+ 0,9 nm) es menos
preciso con respecto a la Amax “verdadera” para cada pico observado de WGM en comparacion con el sistema TRIAX
(x 0,05 nm). Por lo tanto, basandonos en estas condiciones se espera que se produzca una variabilidad entre las
curvas de respuesta de los WGM.

Tiempos de decoloracion

Se determiné el umbral de decoloracién de las microesferas mientras estaban en excitacion constante a lo largo de
una posicion de acoplamiento fija. Los perfiles de decoloraciéon se midieron mediante el uso de la configuracion de
caracterizacion confocal. Se les aplico el laser a particulas individuales en el aire a una onda continua de 488 nm
(Ar+) mediante el uso de una energia de salida de 350 uW a lo largo del punto de excitacién de 0°. Todos los perfiles
de decoloracién se midieron en la parte trasera de un objetivo 100X (NA = 1,4) y se visualizaron. Se observo el
indice de decoloracién en funcion del tiempo (s) [200 s]. Se recogieron los perfiles de blanqueamiento de la
fluorescencia de las particulas seleccionadas para 100 particulas a partir de las particulas de silice (n = 100) y de
MF (n = 100) TSOM. Los perfiles de decoloraciéon se promediaron a partir de cada conjunto de escaneres. Se aplicé
un ajuste triexponencial a los datos promediados. La curva del tiempo de decoloracién promedio para las particulas
de silice indica que el 60 % de la fluorescencia se disipa en 0,23 s durante una agitacion constante. Un 31 %
adicional de la sefial de fluorescencia de las particulas se decolora a continuacién después de 2,51 s. Finalmente, el
restante 9 % de la fluorescencia de las particulas se decolora después de 26,40 s. Para la muestra de silice dada, la
mayoria de la fluorescencia de las particulas se disipa después de aproximadamente 3,30 s. Comparativamente, se
demuestra que las particulas de TSOM-MF son mas robustas. Los datos indican que el 50 % de la sefial de
fluorescencia de las particulas se degrada después de 31,10 s. Mediante el uso del mismo modelo de ajuste
triexponencial, el mayor porcentaje de la sefial de fluorescencia se fotodegrada después de 6,28 s, lo que es una
mejora significativa en comparacion con las particulas TSOM de silice.
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Se utilizé6 una potencia de laser considerablemente mas alta para la excitacion de la particula (350 pW). Sin
embargo, el resultado indica que todavia podia observarse una sefial de fluorescencia después de 26,40 s (silice) y
de 31,10 s (MF) durante la excitacién constante. Por lo tanto, estos tiempos de decoloracion pueden mejorarse
simplemente disminuyendo la energia de excitacion.

Analisis

Se demostrd que la variacién espectral asociada con la precision de la resolucion espectrofotométrica mejoraba
significativamente mediante la utilizaciéon de las particulas de MF TSOM que soportan los WGM en disolucién. Este
resultado demuestra adicionalmente que puede emplearse un CCD de menor fuerza en un ensayo en disolucion
basado en WGM sin que se produzca la pérdida de una importante informacion espectral. EI menor tiempo de
decoloracion de la fluorescencia de las particulas de MF fortaleci6 adicionalmente el papel de las particulas
poliméricas en una plataforma de WGM.

El desarrollo anterégrado de una unidad de diagnéstico de alto rendimiento de WGM basada en microfluidos deberia
utilizar microesferas homogéneas con un elevado indice de refraccion. Una unidad de escaneo automatizada
deberia presentar las particulas en disolucién en un formato de micropocillos. La unidad también deberia incorporar
un sistema de excitacion por laser similar a los encontrados en los citdmetros de flujo y en los microscopios de
barrido de laser confocal. Las particulas deben ser excitadas a lo largo de una posicion fija para minimizar la
variabilidad de la sefial. La fijacion de la posicion de excitacion para presentar alternativamente las particulas en una
posicion fija aliviara la necesidad de emplear caras lentes de objetivo y programas informaticos de visualizacion de
alta precision.

EJEMPLO 9

Comparacion de los WGM mediante el uso de particulas de silice y de melamina formaldehido

Las Figuras 17 (A) y (B) muestran una comparacion del perfil de WGM obtenido mediante el uso de particulas de
silice (B) y de particulas de melamina formaldehido (A). Las lineas continuas de (A) y (B) eran los perfiles obtenidos

en el aire, y las lineas discontinuas representan los perfiles cuando las particulas estaban en un medio acuoso.

La adquisicion en agua mediante el uso de las microesferas de silice produjo una fluorescencia muy débil pero
ningin WGM (Figura 16 (B)). Cuando se us6 melamina formaldehido, se obtuvo un fuerte perfil de WGM.

EJEMPLO 10
Inmuno-WGM
Un ensayo basado en inmuno-WGM proporciona un entorno para una plataforma diagnostica. Los datos demuestran
que puede utilizarse una sefial fluorescente de WGM titulada a partir de una particula de MF modificada con un
anticuerpo (a-lgM humana) para discriminar entre un reactivo de control y un antigeno objetivo (Figura 17) en una
reaccion a la temperatura ambiente. El ensayo de inmuno-WGM proporciona un formato de reconocimiento
alternativo con una especificidad ajustable a una plétora de objetivos biomoleculares tales como proteinas,
anticuerpos, patégenos animales y vegetales, bacterias, interleucinas, péptidos, ARN, ARNm y priones. El ensayo
de inmuno-WGM tiene un potencial en aplicaciones en la industria de la higiene alimentaria, en ensayos de aguas
medioambientales, en la industria agricola, militares (guerra bacteriologica), virolégicos, en diagndsticos de
microbiologia y en el cribado farmacoldgico.
Los expertos en la materia apreciaran que la invencion descrita en el presente documento es susceptible de
variaciones y modificaciones distintas a las descritas especificamente. El ambito de la presente invencion esta
definido por las reivindicaciones anexas a esta descripcion.
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<220>
<223> enl

<400> 1

,tatggaatta acccteadta aagggaggac agctatggac -tgcl:f:ctaca ‘cagtctecty

tacctgdgc

<210>2
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> alfa-enl

<400> 2
caggagactg tgtagaagca gtccatagct 30

<210>3
<211>41
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> alfa-enl de 40 bases

<400> 3
gtccteccect tcaggagact gtgtagaagc agtccatage t 41

<210>4
<211>21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> alfa-enl de 20 bases

<400> 4
caggagactg tgtagaagcag 21

<210>5
<211>10
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> alfa-enl de 10 bases

<400> 5

caggagactg 10
<210>6

<211>62

<212> ADN

<213> artificial

<220>
<223> Control (secuencia objetivo aleatoria no especifica)

<400> 6
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tttaggccta tggacacgtyg cggatgattt goctattcoeg aatccgeagg atgggectta

ca

<210>7
<211> 30
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> diana de rs10434 (conjugado particula) 5’

<400> 7
ttcgccggga catctgecag tggtctectg 30

<210>8
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> alfa-rs10434 A (complementario) 5’

<400> 8
caggagacca ctggcagatg tcccggcgaa 30

<210>9
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> alfa-rs10434 B (desemparejado) 5’

<400>9
caggagccca ctggcagatg tcccggegaa 30

<210> 10
<211>99
<212> ADN
<213> atrtificial

<220>
<223> Regién del SNP rs 10434

<400> 10

tggaggattc aggagectag gddgceotteg cttactctea. cctbgettetg agttgcccag

gagagccact g'g:cag'_atgt'c ccggcéaaéa gagéagac'a

<210>11
<211> 30
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 11
acgttggatg atgtgtctct tctcttcgec 30

<210>12
<211>30
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400> 12
acgttggatg ccttcgctta ctctcacctg 30
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccion de un analito de acido nucleico en una solucién acuosa, que comprende las etapas
de:

() anclar una multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos al analito de acido nucleico a una poblacion de
particulas microesferoidales de melamina formaldehido que estan marcadas con un fluor6foro o que comprenden
un punto cuantico;

(ii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar un
espectro del momento inicial;

(iii) poner en contacto las particulas microesferoidales con una muestra que supuestamente comprende el analito
de acido nucleico durante un tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de unién
entre el analito de acido nucleico y su respectivo ligando;

(iv) someter las particulas microesferoidales a un medio de deteccion mediante modos de galeria de murmullos
(WGM) para la deteccion de un acontecimiento de union.

2. El método de la Reivindicacion 1 en el que la particula microesferoidal tiene un indice de refraccién mayor de
1,40.

3. El método de la Reivindicacion 1 o 2 en el que la solucion acuosa es un tampdén o un fluido biolégico.

4. El método de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 3 en el que el analito de acido nucleico y/o el ligando de
acido nucleico comprende ADN monocatenario.

5. El método de la Reivindicacion 4 en el que el ADN monocatenario se prepara mediante la digestion de un ADN
bicatenario con endonucleasas de restriccion y/o una exonucleasa.

6. El método de la Reivindicacion 5 en el que las endonucleasas de restriccion son endonucleasas de restriccion de
Tipo 1.

7. El método de la Reivindicacién 5 en el que la exonucleasa es la exonucleasa Lambda.

8. El método de la Reivindicacién 4 en el que el ADN monocatenario se prepara a partir de una molécula hibrida de
ARN:ADN.

9. El método de la Reivindicacion 8 en el que la molécula hibrida de ARN:ADN comprende un ADN hibridado con un
ARN mensajero preparado mediante transcripcion inversa.

10. El método de la Reivindicacion 9 en el que el ARN es ARN virico.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en el que el analito o el ligando deriva de una
muestra aislada obtenida a partir de una fuente biolégica, industrial, de laboratorio 0 medioambiental.

12. El método de la Reivindicacién 11 en el que la muestra comprende material de origen mineral, sintético,
eucariota, procariota o virico.

13. El método de una cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 12 en el que las particulas microesferoidales estan
marcadas con un punto cuantico.

14. Uso de un método que comprende las etapas de: (i) anclar una multiplicidad de ligandos de acidos nucleicos a
analitos de acidos nucleicos a una poblacion de particulas microesferoidales de melamina formaldehido marcadas
con un fluoréforo o marcadas con un punto cuantico en una solucién acuosa (ii) poner en contacto las particulas
microesferoidales con una muestra de control negativo y determinar un espectro del momento inicial; (iii) poner en
contacto las particulas microesferoidales con una muestra que supuestamente comprende el analito durante un
tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de unién entre el analito y su respectivo
ligando; y (iv) someter las particulas microesferoidales a un medio de deteccion de WGM en la elaboracion de un
ensayo para la deteccién de un acontecimiento de unién entre un analito de acido nucleico y un ligando de acido
nucleico.

15. Un método para la deteccion de un acontecimiento de unién entre un analito de acido nucleico y un ligando de
acido nucleico en una solucion acuosa, que comprende las etapas de: (i) anclar una multiplicidad de ligandos a una
poblacién de particulas microesferoidales de melamina formaldehido marcadas con un fluoréforo o marcadas con un
punto cuantico; (i) poner en contacto las particulas microesferoidales de melamina formaldehido con una muestra
de control negativo y determinar un espectro del momento inicial; (iii) poner en contacto las particulas
microesferoidales de melamina formaldehido con una muestra que supuestamente comprende el analito durante un
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tiempo y en unas condiciones suficientes para facilitar un acontecimiento de unién entre el analito y su respectivo
ligando; y (iv) someter las particulas microesferoidales de melamina formaldehido a un medio de deteccién de WGM
para la deteccién de un acontecimiento de union.
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Figura 5
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Funcionalizacién de la particula

« Isopropanol

* MPS Grupo acriloilo Fluoré
80°C uoroforo
* oW -
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ogsi.}—s’u S "
.os.

Conjugacién

s MES a pH 5,4

» Persulfato de amonio al 10 %
» 37°C

Etapa 1
Funcionalizar las microesferas en bruto de SiO:2 con grupos
mercaptano en isopropanol a 80 °C

Etapa 2
Marcar fluorescentemente los oligonucledtidos monocatenarios
objetivo en los sitios —NH libres

Etapa 3 h &
Unir los oligonucledtidos objetivo marcados a las microesferas
a través de un conector de “acriloilo” a grupos mercaptano 0

Enlace tioéter

Figura 6
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- de la sonda de ADN complementario
r;_ﬁ (u—en‘t)

R
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(D) Analisis
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(i) Se analizan las longitudes de onda
de los picos antes y después del tratamiento

(ii) Finalmente se determina el desplazamiento
de los WGM dependiente de la dosis

560 5BO

o0 620 640
Alnm
Figura 8
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Conjugacion
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+ Temperatura ambiente

Fragmento de oligonucleotido marcado
con colorante de acriloilo

s

Etapa 1 A
Los oligonucledtidos objetivo modificados marcados % 1
con acriloilo o se unen a particulas en una unica
reaccion a la temperatura ambiente

Enlace amina

Figura 11

52



Fotointensidad (u.a.)

ES 254523213

70000- 22000
! Aireli) < 20000- —Aire(i)
80000 '—Agl;;)") 2 180004 —— Agua (1)
Aire L = pire(li
50000 “hgum B 16000 1 L
40000+ —nire(ll) - B 140001 Nl o ——Airedin
@ 12000+
30000- £ 10000
20000+ g 8000
[V
10000- " 6000-
0 : 4000 ___ oty . ..
560 580 600 - 620. 640 §60 580 600 620 640
B
_ 40004 . 4000+
e 3B00 = 3800
S 3. S 3001
T 3200 T 32004
5 30004 S 3000
& 2800 @ 2800,
c 2600 c 2600
S 2400+ 9 2400
£ 22004 E 2200+
g e g o
T I —— R
. 520 540 660 580 600 620 640 660 680 520 540 560-580 600 620640 660 680
Alnm - - Alnm
D
Figura 12

53



ES 254523213

& ® & % N

- & & & o 2 g 5 o
(‘e'n) pepisuajuiojod: (“e'n) pepisu3aju10j04-

m . a

520 640
Figura 13
54

500
Alnm

T T
560 580

e ES ©
- = <

(e'n) pepisuajuio}od- (‘e'n) pepisusjuIoioL-



Fotointensidad (u.a.)

1,05+ -

ES 2545232713

1,00- C— mitiq
0,95- —— PBS (%0
0,90_ - S(P | ’4) .

0,851

0,80- .

0,75-

0,70- {

' 0,65" . ! o 3,4 \

0,604 SRR U

085 N
560 580 600 620 640
} A/ nm |

Figura 14

55



ES 2545232713

2,0~ control ciclo uno zro_ControI ciclo dos

1,51 1,5

1,01 —=—A% a 72 °C Ciclo uno 1,0+ : o

o * AM promedio = 0,1 nm 0.5 —m=Aja T2 _C Ciclo dos
E %71 . E %77 * AA promedio = 0,0 nm

E o,o-L.—?---fhﬁ«hﬁzPs,— £ o0
0,51 - R 30,51

1,0 . -1,01
4,5 1,51
20— -2,0- Tt
525 550 575 600 625 650 675 700 . 525 560 575 600 625 650 675 700
Amax @ 37 °C (nm) Amax @ 37 °C (nm)
A B
2,0 YADN objetivo ciclo uno 2,0-ADN objetivo ciclo dos
1,5 1,5 | o
1,01 729¢ Gl 1,01 *-A.l_;:oam:yli :0,3 nm
0.54 ~a=A) a72°C Ciclo uno 0.5 . ’
E 0’0 * AA promedio = 0,5 nm E 0201 - 'O‘"‘*‘N, .
-~ - : — 7 '
3-0,5- “""-“\&'M‘/‘. 2 0,51
101 1,01 o —u— AR 72 °C Ciclo dos
-1,5- =151 * A promedio = 0,2 nm
«2 0 +———r - y T ~r " 2,0 A - - v r - v 5
"'525 550 575 600 625 650 675 700 ~ ""s25 550 575 600 625 650 675 700
Amax @ 37 °C (hm) . Amax a 37 °C (nm)
C D ' ' ‘
Figura 15

56



ES 254523213

Intensidad (recuenids) WGM de las microesferas de melanina

A4000
13000
12000
11000
10000

;d-._ principal '

Muestra pr\ncipa' Edﬂﬁiﬂm
' “Aleance principal’

.... 27 . Aleance principal E&\Jﬂﬁm

J.-,A-\-r- _Muestra principal Edin - MF. 02000005,

900D,
7000 )
6000
5000
4000
3000

570 Sap 590 600 - Bi0 520 630 &40 650 660 &70 -6B0 690 VOO TI0 ¥20. T30 740 750
Longitud de onda (nm)

Intensidad (recuentos) WGM de las microesferas de silice

-ﬂ-——v Principal

e Muestra principal de silice Mmz

-g v+ =+) Muestra principal de silice .m'
wieesl Muestra principal de silice m

=+ Muestra principal de silice (EOT00K

3000

570 580 590 600 €10 €20 630 640 B850 €60 670 530 660 ?OU ‘710 '."20 730 743 750
' Longitud de onda (nm) !

Figura 16

57




ES 254523213

-*“-“;-'-f%Sin tratar
~—=Milli-Q unicamente
===-Tratamiento con IgM

I TR

Figura 17

58



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

