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DESCRIPCION
Proceso de concentracion de moléculas de acido nucleico

La presente invencion se refiere a un proceso de concentracion de moléculas de acido nucleico a detectar en una
muestra en una superficie.

Cada vez con mayor frecuencia, el diagndstico de acidos nucleicos recurre a los “biochips”. Se emplean, por
ejemplo, para detectar varios tipos y especies de &cidos nucleicos, que pueden ser el DNA, RNA, cDNA u otros
acidos nucleicos. Los métodos analiticos basados en biochips se centran normalmente en la deteccion de acidos
nucleicos especiales de una muestra. Por lo tanto, por ejemplo, puede examinarse el DNA de un paciente para
detectar la presencia de una secuencia particular que indique la predisposicién a un trastorno. De igual manera es
posible detectar patdgenos tales como virus y bacterias (p. ej. VIH, VPH, VCH) en una muestra de sangre de un
paciente demostrando la presencia de sus DNA o RNA en dicha muestra. Estos analisis tienen la ventaja de que son
mas precisos que los inmunoensayos clasicos, ya que el patdgeno se detecta directamente y no a partir de los
anticuerpos que se generan contra él.

En su forma mas simple, los biochips empleados se basan en un sustrato de vidrio, sobre el que se inmovilizan las
moléculas de captura (p. €. oligonucledtidos), que pueden unirse de modo especifico con el acido nucleico a
detectar. Estos fragmentos cortos de acido nucleico, producidos a menudo por sintesis, son, en lo que respecta a su
secuencia, por lo menos parcialmente complementarios de la secuencia del acido nucleico a detectar, resultando de
ello una unién muy especifica. Tiene que evitarse a toda costa la union de acidos nucleicos distintos del que se
pretende detectar con el fin de no obtener un resultado positivo falso. En muchos métodos, la deteccion actual del
acido nucleico tiene lugar mediante procesos de fluorescencia, en los que se fija un colorante fluorescente sobre el
acido nucleico a detectar, por ejemplo mediante una unién con biotina-estreptavidina. Después de la hibridacion
especifica del acido nucleico con las moléculas de captura (captacion), se enjuaga el biochip para eliminar el
material no fijado. Por consiguiente, la solucién ya no contiene ningun colorante fluorescente. Por excitacién de los
colorantes puede observarse la fluorescencia mediante una camara CCD, lo cual hace posible la deteccion.

Una ventaja de los biochips es la posibilidad de deteccion multiplex. De este modo es posible inmovilizar sobre
varias posiciones del biochip varios tipos de moléculas de captura que tienen como diana varias acidos nucleicos a
detectar. Entonces la deteccion puede llevarse a cabo con una medicién de fluorescencia resuelta en el espacio. Por
lo tanto es también posible llevar a cabo un gran nimero de detecciones de acidos nucleicos en un solo proceso.

Antes de la deteccion, los acidos nucleicos se copian (amplifican), ya que el nUmero de copias de acido nucleico
presentes normalmente no es suficiente para que sea posible la deteccion directa. Dicha amplificacion puede
llevarse a cabo, por ejemplo, por una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR se basa en la replicacion
de los &cidos nucleicos mediante polimerasas de DNA termoestables. Esto implica poner en contacto un par de
cebadores oligonucleétidos (oligonucledtidos de hebra simple) con el acido nucleico a amplificar. Los cebadores se
eligen de tal manera que se unan a los dos extremos de un fragmento a amplificar de las hebras complementarias.
Durante el alargamiento, los cebadores se alargan, pues, en la direccién a 3’ a lo largo de la hebra del acido nucleico
diana particular (cebadores directos e inversos). Los cebadores directos e inversos pueden denominarse también de
modo alternativo como cebadores sentido y antisentido. De esta manera es posible amplificar la pieza situada entre
los sitios del acido nucleico diana que son complementarios de los cebadores. Para las ulteriores reacciones de
deteccion, los productos de la PCR se separan con ventaja de los cebadores, nucledtidos y otros componentes de la
mezcla PCR que pudieran interferir.

El proceso PCR abarca una pluralidad de termociclos, cada uno de ellos consta de tres pasos: en primer lugar se
calienta la muestra (p. ej. a 94°C) con el fin de separar las hebras del DNA diana de doble hebra de la muestra
(desnaturalizacion). A continuacién se baja la temperatura (p. €j. a 45-60°C) para que los cebadores sean capaces
de unirse a las regiones complementarias del DNA que ahora posee una sola hebra (reasociaciéon o “annealing”). En
este Ultimo paso, los cebadores unidos a la hebra simple se extienden con la polimerasa de DNA en direccion al
extremo 3’ con arreglo a la informacion de la hebra del molde de DNA, empleandose los correspondientes trifosfatos
de nucledsido de la solucion como bloques de sintesis (alargamiento, p. ej. a 72°C). Este ciclo se realiza aprox. 15-
50 veces durante la PCR. Las temperaturas anteriores se mencionan meramente a titulo ilustrativo y pueden
ajustarse en cada caso de modo especifico a la PCR que se quiera realizar.

A partir de unas pocas muestras presentes en el DNA (o en general en un &cido nucleico) es, pues, posible preparar
una multiplicidad de copias en un periodo de tiempo muy corto, cuya concentracion es suficiente para la posterior
deteccién cualitativa de dicha DNA o acido nucleico de la muestra. Por ejemplo, con 20 ciclos de PCR (que por lo
general durante de 20 a 40 minutos) se produce tedricamente una cantidad 220 veces mayor, es decir, unas 106
veces mayor que la cantidad de &cido nucleico originalmente presente. Al mismo tiempo, la PCR permite que al
producto de la PCR resultante se le incorpore un marcador, que hace posible la deteccion. Es posible, pues, emplea
por ejemplo cebadores de PCR marcados con biotina o trifosfatos nucledsidos, obteniéndose de este modo
productos sintetizados de PCR que estan biotinilados. Una vez el producto de la PCR se ha unido a las moléculas
de captura inmovilizadas, la biotina esta, como resultado, igualmente inmovilizada en el biochip en la posicion
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correspondiente. En otro paso pueden unirse a dicha biotina los colorantes fluorescentes marcados con
estreptavidina, lo cual permite detectar el acido nucleico o su producto de PCR. Como alternativa a los colorantes
fluorescentes pueden emplearse otros sistemas de deteccidn, basados por ejemplo en la deteccién electroquimica.

Un punto central de los métodos de deteccion basados en los biochips es la hibridacion, es decir, la unién del &cido
nucleico a detectar (este término se entiende como sinénimo de los productos de la PCR generados a partir de los
acidos nucleicos). La sensibilidad de la deteccion del acido nucleico dependera de la eficacia de la hibridacion.
Normalmente se incuba el 4cido nucleico con el biochip, permitiendo de este modo que tenga lugar la hibridacion.
Esta ultima puede mejorarse eligiendo una temperatura y un medio tampén adecuados. Es también importante que
los acidos nucleicos se muevan hacia la superficie del biochip que esta ocupada por las moléculas de captura para
que sea posible que la hibridacidn pueda tener lugar. Por lo tanto, no es 6ptimo que el movimiento del &cido nucleico
se base Unicamente en la difusion térmica. La constante de velocidad es, por ejemplo solamente de 8 x 10® cm%s
para un oligonuclettido 25mero (“Observation of hybridization and dehybridization of Thiol-tethered DNA using two-
color surface plasmon resonance spectroscopy”, Peterlinz y col.,, J. Am. Chem. Soc. 119, 3401-3402, 1997),
resultando de ello Gnicamente una migracién promedio de 0,096 cm para un tiempo de hibridacion de dieciséis
horas. Por lo tanto, suponiendo que la superficie tiene un tamafio de 4 cm?, la difusién pasiva por si sola hace que
Unicamente un 1,5 % de la muestra de acido nucleico sea accesible para la hibridaciéon con las moléculas de captura
inmovilizadas en el biochip. Un gran nimero de procesos activos pueden aumentar la eficacia de la hibridacion.

Por ejemplo, C.F. Erdmann y col. en “Electric field directed nucleic acid hybridization on microchips”, Nucleic Acids
Research 25, 4907-4914, 1997, describen acidos nucleicos que se desplazan por electroforesis hacia el biochip
aplicando un campo eléctrico. La hibridacion que resulta es sustancialmente mas rapida si se concentra el acido
nucleico junto a la superficie del biochip que si Unicamente hay un movimiento térmico de los acidos nucleicos.
Ademas invirtiendo el potencial eléctrico es posible separar los acidos nucleicos hibridados de la superficie del
biochip. EI método descrito requiere que los electrodos se preparen de modo especial con una capa protectora, con
el fin de prevenir que los radicales libres y los cambios de pH, que pueden tener lugar durante la reaccién del
electrodo, puedan dafiar a los acidos nucleicos concentrados. M.J. Heller y col. describen un método similar en “An
Active Microelectronics Device for Multiplex DNA Analysis”, IEEE Engineering in Medicine and Biology, 100-104,
marzo-abril de 1996.

Ahora un gran numero de métodos en bioquimica y de diagndstico médico emplean materiales soporte poliméricos
magnéticos, en particular particulas poliméricas, para simplificar la separacion de células, proteinas y acidos
nucleicos. Si se compara con los métodos convenciones de separacion, que emplean materiales magnéticos de
soporte, es ventajoso porque mediante las fuerzas magnéticas los materiales de soporte cargados pueden
separarse con facilidad y rapidez de los demas componentes de una muestra. Las particulas magnéticas esféricas o
de forma de perla basadas en el alcohol polivinilico, que tienen una distribucion estrecha de tamafios de particula,
dentro de un intervalo inferior a 10 um, han demostrado ser especialmente adecuadas para tales métodos de
separacion (WO 97104862).

Se sabe también que los materiales biolégicos especiales, en particular los acidos nucleicos y las proteinas,
solamente con grandes esfuerzos pueden aislarse de su entorno natural. Esto se debe en especial al hecho de que
tienen que aplicarse procesos mecénicos, quimicos y biol6gicos de lisis celular para aislar los &cidos nucleicos y
proteinas de los nulcleos, de la membrana celular o de los organelos. Ademas, las muestras biolégicas en cuestion
contienen ademas por lo general compuestos soélidos y/o disueltos asi como otras proteinas y componentes del
citoesqueleto, que pueden perturbar el aislamiento. Una dificultad adicional es el hecho de que muy a menudo en la
muestra biologica a estudiar estan presentes solamente concentraciones muy bajas de los &cidos nucleicos o
proteinas.

Sin embargo, con el fin de ser capaces de aprovechar las ventajas del uso de las particulas magnéticas para aislar
acidos nucleicos de las muestras biol6gicas, se ha propuesto entre otras cosas aislar los acidos nucleicos mediante
particulas magnéticas que tengan una superficie de vidrio que estd esencialmente libre de poros (WO 96141811).
Estas particulas han de tener una composicion especial, es decir, su superficie de vidrio ha de tener una
composicion particular, con el fin de lograr la eficacia deseada. La preparacion de estas particulas requiere ademas
un proceso relativamente complicado para conseguir el necesario sinterizado de la superficie de vidrio.

Los procesos de diagnoéstico ya conocidos, por ejemplo los diagnésticos a partir de acidos nucleicos y de proteinas,
requieren por lo general una multiplicidad de operaciones manuales con el fin de llegar a un resultado analitico. Esto
requiere entre otras cosas la separacién de los componentes a detectar del resto de la muestra. Los ejemplos ya
conocidos de métodos de separacion son la filtracién, la centrifugacion, la cromatografia y la extraccién. Todos ellos
son procesos quimicos y fisicos de separacion que por lo general no son adecuados para el aislamiento especifico
de las secuencias de DNA o de proteinas de la muestra. Se recurre, por ejemplo, a resinas, cuyas superficies
contienen grupos funcionales, de modo que son capaces de unir el DNA o las proteinas. Estas moléculas diana se
purifica por union a la fase soélida de la resina, después siguen un gran nimero de pasos de lavado y la posterior
separacion de la molécula diana de la fase solida en condiciones de tampdn adecuado. La molécula diana tiene que
estar unida firmemente, mientras que los componentes contaminantes de la muestra se disuelven en una fase
liquida diferente. Después de varias operaciones de lavado, la molécula diana tiene que separarse de la fase sélida,
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por ejemplo cambiando la fase liquida. En primer lugar, el cambio repetido de medio muy costoso en cuanto al
material, y en segundo lugar los rendimientos de producto fluctian en cada paso adicional del proceso, lo cual
dificulta el calibrado cuantitativo. En especial en un proceso analitico integrado, por ejemplo en los sistemas
llamados “lab-on-a-chip”, en los que se preparan y se analizan las muestras de modo esencialmente automatico, a
menudo no es posible el chequeo de los pasos individuales del proceso y, como resultado de ello, las desviaciones
de los pasos individuales del proceso se van amplificando entre si, lo cual se traduce en desviaciones importantes
de los resultados analiticos.

Los pasos individuales pueden simplificarse o incluso automatizarse por completo mediante las particulas de soporte
descritas, también llamadas perlas magnéticas. Dichas perlas magnéticas se proporcionan con ligandos de afinidad
u otras modificaciones de la superficie y por ello son adecuadas para unir a su superficie biomoléculas especiales,
por ejemplo el DNA, de una solucion. Un proceso de purificacion consiste por lo general en afiadir una suspension
de perlas magnéticas a la muestra a separar en un tubo de ensayo. Después de un tiempo de incubacion de varios
minutos para permitir que el ligando de afinidad se una a la molécula biolégica deseada, se aplica un campo
magnético, que separa las particulas acumulandolas en la pared del tubo. Se descarga el liquido sobrenadante y
después se lavan las particulas por lo menos una vez. A tal fin, en primer lugar se retira el campo magnético y se
suspenden las particulas en una solucién tampén recién preparada, que contiene por lo general sales caotrépicas,
que impiden que las biomoléculas se separan del material soporte. Entonces las perlas magnéticas se depositan
sobre la pared del recipiente cuando se vuelve a aplicar el campo magnético. Por lo tanto, después de varios pasos
de lavado, es posible eluir las moléculas con la solucién tampén de bajo contenido de sales, que separa las
biomoléculas unidas de las perlas magnéticas, en una solucidon que esta exenta de componentes interferentes, a
diferencia del extracto en bruto. Las perlas magnéticas se depositan de nuevo en la pared del recipiente, dejando
disponibles las biomoléculas en la solucién sobrenadante. Un inconveniente del proceso descrito es la gran cantidad
de liquido que se requiere para cada caso, del orden de varios centenares de microlitros para cada paso individual
del proceso.

Se sabe que las células eucariotas o procariotas o los virus pueden aislarse, a titulo ilustrativo, por unién de
anticuerpos especificos a un marcador fluorescente o a perlas magnéticas. El anticuerpo es normalmente
monoclonal y esta dirigido a sitios de union especificos, por ejemplo a una molécula receptora de superficie del
antigeno correspondiente de la célula o del virus. Las células o virus deseados se marcan uniendo los anticuerpos a
un sitio de unién especial y clasificandolos, por ejemplo, mediante el FACS o un iman permanente. El proceso de
clasificacion puede llevarse a cabo realizando en primer lugar una “seleccion positiva”, que incluye el posterior
procesado de las células o virus marcados. En segundo lugar puede realizarse una “seleccion negativa”, que implica
la separacion de las células marcadas y posterior procesado de las células restantes. Ambos métodos permiten
cuantificar las células o virus y, como resultado de ello, se pueden calcular las cantidades de reactivos requeridas
para dicho procesado posterior.

En la patente DE 101 11 520 B4 se describe un proceso de purificacion de biomoléculas mediante particulas
magnéticas, que permite en particular purificar cantidades relativamente pequefias de liquido de una manera
esencialmente automatica. Se describe la suspension de particulas magnéticas que pasan por un tubo sometido a
un campo magnético fuerte. Con ajustes apropiados de didmetro, caudal e intensidad de campo magnético, las
particulas magnéticas se depositan en la pared del tubo cuando pasan a través del mismo. Se descarta el liquido
sobrenadante vaciando el tubo o recogiéndolo en un recipiente. Después pueden lavarse las particulas frenadas
enjuagando con soluciones de lavado. Durante la operacion de lavado pueden mantenerse las particulas magnéticas
en el tubo o suspenderse y depositarse de nuevo. Se separan las biomoléculas de las particulas magnéticas de la
suspensién enjuagando con una solucion tampén apropiada. En este caso, el tubo deberia disefiarse de manera que
puedan tratarse también pequefias cantidades de liquido, inferiores a 50 pl. El proceso descrito es especialmente
indicado para la purificacion del DNA o del RNA. Al final del proceso, el DNA o RNA disponible en solucién puede
introducirse de modo automatico en un sistema analitico apropiado. La automatizacion puede llevarse a cabo
mediante un robot pipeteador. Si se tiene que detectar el DNA mediante una hibridacion especifica, entonces se
sugiere ademas incorporar ademas al tubo un elemento calefactor para realizar la desnaturalizacion del DNA de
doble hebra. No obstante, con el fin de analizar el DNA mediante el proceso descrito, sera necesario ademas extraer
dicho DNA de la muestra mediante pasos de proceso que todavia no se han descrito.

Las perlas magnéticas son solo son adecuadas para purificar muestras sino que ademas pueden emplearse para
otros fines. Por ejemplo, en la patente US 2004/0219066 Al se describe un dispositivo, gracias al cual se pueden
clasificar varias particulas. Dichas particulas se une a diferentes perlas magnéticas que tienen diferentes momentos
magnéticos. En una camara de proceso se genera un gradiente de campo magnético que mueve las perlas
magneéticas, gracias a sus diferentes momentos magnéticos, en diferentes cajas colectoras. Por lo tanto pueden
distinguirse las diferentes particulas con perlas magnéticas de diferentes disefios.

En WO 00/47983 se describe un biosensor electroguimico, en el que las perlas magnéticas se unen a los
componentes de una muestra mediante ligandos de afinidad. Se une una enzima a los componentes de la muestra
ya fijados y dicha enzima despega un sustrato afiadido. Dicho sustrato genera una molécula, que se somete a un
proceso de ciclacion redox. El componente particular de la muestra puede detectarse de este modo.
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Se conoce ademas el uso de las perlas magnéticas paramagnéticas para detectar el DNA. En este caso se colocan
las moléculas de captura, complementarias del DNA a detectar, en un sensor magnetorrestrictivo. Si la muestra
estudiada contiene el DNA a detectar, entonces tiene lugar la hibridacion entre dicho DNA a detectar y las moléculas
de captura. El DNA hibridado ya se ha marcado o se marca con biotina, a la que se unen las perlas magnéticas
recubiertas con estreptavidina. Normalmente se introduce el marcador biotina en el DNA a detectar mediante una
PCR anterior (upstream), en la que se emplean cebadores o nucleétidos marcados con biotina. Después de la unién
a las perlas paramagnéticas, estas Ultimas se magnetizan con la aplicacion de un campo magnético y se mide su
campo de dispersién con el sensor magnetorresistivo. Esto permite una deteccién cuantitativa indirecta del DNA de
la muestra.

En los documentos DE 41 27 657 y WO 97104862, que se incorporan a la presente como referencia en lo que
respecta a los métodos de preparacion de materiales de soporte, se describen procesos de preparacion de
materiales de soporte magnéticos de alcohol polivinilico, con preferencia en un disefio de particula de tipo perla.
Segun los procesos descritos, las particulas magnéticas pueden prepararse con una distribucién muy estrecha de
tamafios de particula y con tamafios de particula comprendidos entre 1 y 4 um, empleados en particular para aislar
biosustancias en suspension y para el diagnéstico médico.

Las particulas de alcohol polivinilico se preparan afiadiendo mezclas de emulsionantes especiales a la fase aceite
de la emulsién de agua en aceite. Los emulsionantes adecuados, que se afiaden como aditivos a la fase aceite, son
copolimeros de bloques de 6xido de propileno y 6xido de etileno, ésteres de acidos grasos de sorbita, ésteres
complejos mixtos de acidos grasos y pentaeritrita con &cido citrico, derivados de aceite de ricino y polietilenglicol,
copolimeros de bloques de derivados de aceite de ricino, polietilenglicoles, poliésteres modificados, ésteres de
acidos grasos y sorbita con poli(6xido de etileno), copolimeros de bloques de etilenodiamina y polioxietileno-
polioxipropileno, derivados de poliglicerilo, derivados de alcohol y polioxietiieno, derivados de
alquilfenilpolietilenglicol, copolimeros de bloques de 4cidos polihidroxigrasos y polietilenglicol, derivados de éteres de
polietilenglicol. Las sustancias de este tipo son productos comerciales conocidos entre otros con los nombres de:

PIuronic®, Synperonic®, Tetronic®, Triton®, Arlacel®, Span®, Tween®, Brij®, ReneX®, Hyperme®, Lameform®,
Dehymuls® o] Eumulgin®.

Para obtener particulas poliméricas uniformes de tipo perla, con preferencia con tamafios de particula entre 0,5y 10
pm, se afiade a la fase aceite una mezcla por lo menos de dos, con preferencia de tres o de cuatro de dichos
tensioactivos. Es preferible mezclar un componente emulsionante lipéfilo con por lo menos un emulsionante que
tenga propiedades semihidréfilas, es decir, que sea soluble tanto en agua como en aceite. Los ejemplos de
emulsionantes que cumplen las Ultimas propiedades son: los derivados copolimeros de bloques de éxido de etileno y
oxido de propileno con una proporcion predominante de éxido de etileno, los éteres de hexadecilo y polietilenglicol,
los ésteres de acidos grasos con sorbita y polioxietileno de cadena corta, los polietilenglicoles o los ésteres de
acidos grasos con sorbita de cadena corta. La concentracion de los emulsionantes en la fase aceite se sitla
normalmente entre el 2 y el 6 % en volumen, con preferencia entre el 3,5y el 5,0 % en volumen. Son ventajosos con
respecto a la finura y a la distribucion estrecha de tamafios de particula de las gotitas de polimeros aquellas mezclas
de emulsionantes que contienen por lo menos dos componentes lipéfilos y un emulsionante semihidréfilo. La
concentracion del emulsionante semihidréfilo se sitia normalmente entre el 15 y el 30 % en volumen, porcentajes
referidos a la cantidad total de emulsionante. Ademas de la finura de las particulas, dichas particulas presentan una
forma de tipo perla.

Aparte de los emulsionantes para la fase aceite, hay tensioactivos especiales, que son solubles en la fase acuosa
del polimero y que también contribuyen a mejorar la calidad de la emulsién, en especial las soluciones de alcohol
polivinilico de peso molecular bajo (Mowiol, Clariant GmbH, Frankfurt del Main, Alemania). Ademas, los coloides
magnéticos, que se afiaden en forma sélida, se dispersan finamente con éxito afiadiendo emulsionantes ionicos.
Son ejemplos de tales emulsionantes, que pueden emplearse también como mezclas binarias, los siguientes: la
albumina de suero, la gelatina, los derivados de &cidos sulfénicos alifaticos y aromaticos, los polietilenglicoles, la
poli-N-vinilpirrolidona o el acetobutirato de celulosa. Las cantidades de emulsionantes se sitian normalmente entre
el 0,01 y el 2 % en peso, porcentajes referidos a la fase de polimero, situandose siempre la concentracion de los
emulsionantes ionicos entre el 0,01 y el 0,05 % en peso. Los expertos ya estan familiarizados con los efectos que
tienen las velocidades de agitador y las concentraciones y viscosidades de las dos fases en el tamafio de las
particulas. Para obtener los tamafios de particula preferidos, comprendidos entre 0,5 y 10 um, la velocidad del
agitador debera situarse entre 1500 y 2000 revoluciones por minuto, cuando se emplean agitadores convencionales
de hélice de dos paletas.

En principio, estos coloides ferro- o superparamagnéticos, que tienen un tamafio de particula apropiado y una
saturacion magnética situada normalmente entre 50 y 400 Gauss, pueden emplearse como particulas magnéticas
que durante el proceso quedan encapsuladas dentro de la matriz de alcohol polivinilico. Otro requisito que tienen
qgue cumplir las particulas magnéticas es la dispersabilidad en la fase acuosa del polimero que contiene el alcohol
polivinilico. Durante la emulsiéon posterior en la fase organica, los coloides magnéticos quedan ocluidos
simultaneamente en las gotitas de polimero.
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Los coloides magnéticos adecuados son con preferencia magnetitas de tamafios de particula comprendidos entre 10
y 200 nm. Estas sustancias son también productos comerciales suministrados por ejemplo con los nombres de
Bayferrox o Ferrofluidics. Dado que la preparacion de tales coloides forma parte de la técnica anterior en general, las
particulas magnéticas pueden obtenerse también por los procesos descritos por ejemplo por Shinkai y col.,
Biocatalysis, vol. 5, 61, 1991, o Kondo y col., Appl. Microbiol. Biotechnol., vol. 41, 99, 1994. Las concentraciones de
los coloides de la fase del polimero se sitia normalmente entre el 4 y el 14 % en volumen, referidos en cada caso a
esta fase, para los coloides que ya son coloides acuosos debido a su propia preparacion y entre el 0,3 y el 2 % en
peso para las sustancias solidas. La preparacion consiste en mezclar directamente los coloides magnéticos con la
fase del polimero. Con el fin de asegurar que la distribucion de las particulas sea finamente dispersada y uniforme,
es beneficioso un mezclado breve de la dispersibn acuosa mediante una herramienta dispersante muy
revolucionada (Ultra-Turrax) y el posterior tratamiento con ultrasonidos. La fase de polimero requerida para preparar
las particulas magnéticas contiene normalmente una solucién de alcohol polivinilico del 2,5 al 10 % en peso.

El material de soporte magnético con alcohol polivinilico puede obtenerse después a partir de la suspensiéon por
métodos que los expertos ya conocen, por ejemplo por filtracion y lavado.

Un proceso conocido de funcionalizacién consiste en equipar la superficie del material soporte con ligandos de
afinidad. Esto requiere por lo general fijar quimicamente grupos reactivos a dicha superficie, a los que después se
unen dichos ligandos de afinidad. Estos grupos pueden ser, por ejemplo, grupos tosilo, hidroxilo, aldehido o
carboxilo, amino, tiol o epoxi. Pueden aportarse en general tratando las particulas superparamagnéticas
monodispersadas sin recubrir con el fin de proporcionarles una capa una capa de superficie provista de un polimero
que lleva tales grupos funcionales, por ejemplo un derivado de celulosa o un poliuretano junto con un poliglicol para
aportar los grupos hidroxilo, un polimero o copolimero de acido acrilico o de acido metacrilico para aportar grupos
carboxilo o un polimero amino-alquilado para aportar grupos aminos. En la patente US 4,654,267 se describe una
pluralidad de recubrimiento de superficie.

En DE 100 13 995 Al se describen materiales magnéticos de soporte basados en el alcohol polivinilico, cuya
superficie esta por lo menos parcialmente silanizada vy, si procede, estan equipados con ligandos de afinidad para la
unién con las biomoléculas. Los materiales de soporte descritos pueden disefiarse en forma de filtros, membranas o
particulas. Es preferido el material magnético de soporte en forma de perla o de particulas esféricas, dichas
particulas tienen un tamafio comprendido con preferencia entre 0,2 y 50 um, con preferencia especial entre 0,5y 5
pum. Aparte del disefio preferido para las particulas en forma de perla o esférica, su distribucion de tamafios deberia
ser tan estrecha como sea posible. Los materiales de soporte se preparan con preferencia en forma de particula por
reaccion del material soporte de alcohol polivinilico con un compuesto silano organico. Las particulas silanizadas se
hacen reaccionar después con ligandos de afinidad.

Los ligandos de afinidad que pueden unirse son en principio cualquier ligando empleado en cromatografia de
afinidad. Los ejemplos de ello son: la proteina A, la proteina G, la proteina L, la estreptavidina, la biotina, la heparina,
los anticuerpos, la albumina del suero, la gelatina, la lisina, la concanavalina A, los oligosacaridos, los
oligonucledtidos, los polinucleétidos, los iones metdlicos de unién a proteinas, las lectinas, los aptameros o las
enzimas. Forman parte de la técnica anterior en general los fraccionamientos especiales que se llevan a cabo
empleando tales matrices de afinidad.

Las ventajas descritas de las perlas magnéticas pueden aprovecharse también para concentrar acidos nucleicos en
los biochips, tal como se describe en la patente US 2002/0166764 Al. El dispositivo alli descrito consta de un
biochip, que esta dispuesto en una camara. Puede ajustarse el caudal de liquido que pasa por la cAmara. Fuera de
la camara hay un generador de campo magnético que permite que las perlas magnéticas del interior de la camara se
muevan hacia la superficie del biochip. Los acidos nucleicos se fijan especificamente sobre las perlas magnéticas
antes de su introduccién en la camara. Tal fijacion se consigue con los oligonucleétidos de las perlas magnéticas.
Las perlas magnéticas, y por lo tanto también los &cidos nucleicos, se mueven a continuacion en la camara
mediante el generador de campo magnético hacia la superficie del biochip y se mantienen en ella. La presencia de
los acidos nucleicos sobre las perlas magnéticas se detecta mediante un proceso de ciclacion redox. El proceso
descrito no es capa de multiplexado, ya que las perlas magnéticas no pueden dirigirse a posiciones individuales,
como se requeriria en los microordenamientos (microarrays). Las perlas magnéticas se mantienen de modo
inespecifico junto a la superficie del biochip.

En WO 98/4584 se describe un proceso para detectar proteinas (inmunoensayos), que también emplea perlas
magnéticas. Se inmoviliza sobre la perla magnética una molécula de captura, capaz de unirse a una molécula diana
de unién. La molécula diana de union esta unida a su vez a la proteina a detectar. Después de haberse formado un
complejo de la proteina, la molécula diana a unir, la molécula de captura y la perla magnética, este complejo podra
separarse del resto de la muestra mediante fuerzas magnéticas. En condiciones “suaves”, que no se describen con
detalle, puede romperse la union entre la molécula de captura y la molécula diana de union, sin que la molécula
diana de unién pierda su capacidad de union. Las perlas magnéticas se separan con las moléculas de captura que
permanecen sobre ellas. Las proteinas quedan unidas mediante anticuerpos inmovilizados en una superficie y por lo
tanto estan también inmovilizadas. Las moléculas de deteccion, por ejemplo los colorantes fluorescentes, quedan
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unidas a las moléculas diana de unién para su deteccion. De este modo pueden detectarse las proteinas de la
muestra.

En WO 2007/002567 A se describen métodos para detectar una molécula de acido nucleico diana de una muestra. A
diferencia del método descrito en WO 2007/002567, en la presente invencion se disuelven las moléculas de acido
nucleico (5a) de las perlas magnéticas (1) aumentando la temperatura hasta una temperatura T2, que es superior a
la temperatura de fusién de los hibridos de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de transferencia
(3a, 3b) y que es inferior a la temperatura de fusion de los hibridos de las moléculas de &cido nucleico (5a, 5b) y las
moléculas de captura (203).

En WO 2006/122002 A se describe un método de captura simultdnea de dos o mas acidos nucleicos en una sola
muestra. En este método se hibrida en primer lugar un acido nucleico a detectar con el correspondiente subgrupo de
sondas de captacion de n-dianas, que después, en un segundo paso, se hibridan con la sonda de captacion del
soporte correspondiente, que esta asociada a un soporte sélido. Es decir, en WO 2006/122002 no se hibrida
directamente la muestra a detectar con una sonda de captura de un soporte sélido, sino que en primer lugar se
hibrida con la correspondiente sonda de captura diana y esta sonda de captura diana se hibrida después con una
sonda de captura existente en el soporte sélido. Ademas, en WO 2006/122002 no se describe que las moléculas de
acido nucleico (5a, 5b) se muevan a través del campo magnético, que se aplica mediante el generador de campo
magnético (105), hacia la superficie (101) del biochip. Tampoco en WO 2006/122002 se describe que la molécula de
acido nucleico a detectar se disuelva de la perla magnética aumentando la temperatura hasta una temperatura que
es superior a la temperatura de fusion de los hibridos de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y la molécula de
transferencia (3a, 3b) y que es inferior a la temperatura de fusion de los hibridos de las moléculas de &cido nucleico
(5a, 5b) y las moléculas de captura (203).

En US 2004/110222 Al se describen un método de deteccion de biopolimeros y los biochips empleados en dicho
método. En este método se emplean perlas para pescar una sonda de DNA a detectar y se fija el DNA en la
superficie de la perla. Las perlas contienen engarces de direccionado (3) ubicados en sus superficies. Estos
engarces de direccionado estan unidos a las proteinas de la sonda de direccionado (12), inmovilizadas en una
superficie por una reaccion entre antigeno y anticuerpo. Por lo tanto, en este método, la molécula a detectar no se
hibrida directamente con una molécula de captura inmovilizada en la superficie del sensor sino que la molécula a
detectar esta unida a una perla que, mediante el engarce de direccionado, esta unida a la proteina de la sonda de
direccionado inmovilizada sobre el sustrato. En la patente US 2004/110222 Al no se describe un paso de aplicacion
de un campo magnético mediante un generador de campo magnético (105) para mover las moléculas de &cido
nucleico (5a, 5b) unidas a la perla magnética (1) a través del campo magnético hacia la superficie (101) del biochip.
Ademas, la molécula de acido nucleico a detectar permanece unida a la perla y la perla propiamente dicha esta
unida a la molécula de captura de la superficie sélida por una reaccién entre antigeno y anticuerpo.

Es objeto de la presente invencion proporcionar un proceso mejorado de concentracion acidos nucleicos en
biochips.

Este objeto se alcanza con un proceso definido en la reivindicacion 1:

Un proceso de concentracion de moléculas de acido nucleico (5a, 5b), en una superficie (201) de un campo sensor
(103a) de un biochip, el proceso consta de los pasos siguientes:

(a) proporcionar perlas magnéticas (1), con moléculas de transferencia (3a, 3b, 3c) inmovilizadas sobre ellas, que
son capaces de hibridarse con una porcion de las moléculas de &cido nucleico (5a, 5b), con lo cual forman
complejos que contienen dichas perlas magnéticas (1), dichas moléculas de transferencia (3a, 3b, 3c) y dichas
moléculas de acido nucleico;

proporcionar una superficie (201) de un campo sensor (103a, 103b, 103c), que constituye una parte de una
superficie (101) de un biochip, dichas moléculas de captura (203) se inmovilizan sobre dicha superficie (201),
dichas moléculas de captura (203) se hibridan de modo especifico con una porcién de las moléculas de acido
nucleico (5a, 5b), en el que las secuencias de acido nucleico de las moléculas de captura (203) y las moléculas de
transferencia (3a, 3b, 3c) se eligen de tal manera que la temperatura de fusién del hibrido entre una molécula de
acido nucleico (5a, 5b) y una molécula de transferencia (3a, 3b, 3c) sea inferior a la temperatura de fusién del
hibrido entre una molécula de éacido nucleico (5a, 5b) y una molécula de captura (203); y proporcionar un
generador de campo magnético (105);

(b) incubar las perlas magnéticas (1) con las moléculas de acido nucleico (5a, 5b), a una temperatura T1 que es
inferior a la temperatura de fusion de los hibridos entre las moléculas de &cido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de
transferencia (3a, 3b), permitiendo de este modo que las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) se hibriden con las
moléculas de transferencia (3a, 3b);

(c) aplicar un campo magnético con el generador de campo magnético (105), con lo cual se mueven las moléculas
de &cido nucleico (5a, 5b) unidas a las perlas magnéticas (1) a través del campo magnético hacia la superficie
(101) del biochip, con lo cual se ponen en contacto las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) unidas a las perlas
magnéticas (1) con una superficie (201) del campo sensor (103a, 103b);
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(d) aumentar la temperatura desde una temperatura T1 a una temperatura T2, que es superior a la temperatura de
fusion de los hibridos de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de transferencia (3a, 3b) y que es
inferior a la temperatura de fusion de los hibridos de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de
captura (203), con lo cual se disuelven o separan las moléculas de &cido nucleico (5a) de las perlas magnéticas (1)
y se permite la unién de por lo menos una porcién de la molécula de acido nucleico (5a, 5b) con la molécula de
captura (203);

(e) mover las perlas magnéticas (1) para separarlas de la superficie (101) del biochip por interrupcion de la
aplicacion del campo magnético;

() repetir los pasos de (b) a (e).

Se describe también un proceso de concentracién moléculas de acido nucleico a detectar de una muestra en una
superficie, con moléculas de captura que se unen de manera especifica con una sonda de captura que esta
inmovilizada en dicha superficie. El proceso consta de los pasos siguientes:

- proporcionar un material de soporte, que tiene la sonda de captura y que puede fijarse de modo especifico a las
moléculas de acido nucleico a detectar para generar complejos, que contienen dicho material soporte y dichas
moléculas de 4cido nucleico,

- incubar el material soporte con la muestra y formar los complejos,

- mover los complejos hacia la superficie,

- unir por lo menos una porcién de los complejos con las moléculas de captura mediante la sonda de captura.

El proceso tiene la ventaja de emplear la sonda de captura y de unirla con las moléculas de captura inmovilizadas en
la superficie del biochip, lo cual permite que las perlas magnéticas queden unidas con eficacia a las moléculas de
captura. De ello resulta que el acido nucleico a detectar queda inmovilizado junto a la superficie y que puede
detectarse mediante procesos ya conocidos. Ademas, el biochip no es especifico de acidos nucleicos y por lo tanto
puede tener un uso universal. La especificidad se deriva Unicamente del disefio del material soporte que contiene en
primer lugar una sonda de captura independiente de la muestra para la union selectiva (selectiva en sentido genérico
(direccionable)) con la superficie y que en segundo lugar es capaz de unirse especificamente con el acido nucleico a
detectar. De este modo en la preparacion de la muestra es posible mezclar un &cido nucleico a detectar con
materiales de soporte de disefio apropiado e incubarlo con el biochip. El biochip propiamente dicho puede producirse
en masa siempre de la misma manera y emplearse sin modificacion para cualquier deteccion de diversos acidos
nucleicos. Los acidos nucleicos forman la parte genéricamente activa (que se une a las moléculas de captura
inmovilizadas en la superficie del chip) del material soporte, mientras que la parte especifica de la molécula diana
puede contener &cidos nucleicos, proteinas o aptameros.

El proceso puede ponerse en practica de manera simple, es decir, es capaz de multiplexado. Esto requiere una
pluralidad de tipos de materiales de soporte con varias sondas de captura, que en cada caso pueden unirse a
diferentes &cidos nucleicos a detectar para generar varios complejos. Dichos acidos nucleicos diversos pueden,
pues, frenarse o retenerse en varios sitios del biochip con moléculas de captura, que estan inmovilizadas en varios
sitios del biochip y que estan dirigidas contra dichas diversas sondas de captura. Los procesos de deteccion ya
conocidos permiten detectar los acidos nucleicos de una manera resuelta en el espacio.

Se describe también que los complejos no fijados se separan de la superficie y se mueven de nuevo hacia la
superficie. A continuaciéon sigue la unién de por lo menos otra porcién de los complejos con las moléculas de
captura. Asi se aborda el problema del material soporte con los acidos nucleicos inmovilizados que se distribuyen
por lo general de modo uniforme sobre la superficie del biochip, debido al movimiento causado por el campo
magnético. De este modo es posible la redistribucion, en particular en procesos multiplex, para los acidos nucleicos
en ubicaciones de medicién (manchas, spots) del biochip, en las que no encuentran ningiin reactivo inmovilizador en
forma de moléculas de captura. Las dimensiones de una mancha son por lo general pequefias si se comparan con
toda la superficie del biochip. Repitiendo los pasos del proceso varias veces puede aumentarse la eficacia de la
hibridacion, ya que los complejos que todavia no se han hibridado pueden moverse de nuevo hacia la superficie y en
parte fijarse en ella.

En un desarrollo ventajoso del proceso, el material soporte tiene una superficie en la que se inmovilizan las sondas
de captura y las moléculas de transferencia que se unen a las moléculas de acido nucleico. Un material soporte de
este tipo puede producirse con facilidad por los procesos descritos previamente. Una unién muy especifica de
Unicamente el acido nucleico seleccionado para cada especie de material soporte proporciona un alto grado de
fiabilidad contra los errores.

En un desarrollo ventajoso del proceso, las moléculas de captura, la sonda de captura y las moléculas de
transferencia son acidos nucleicos. De este modo es posible generar de manera sencilla los episodios de uniéon muy
especifica que se requieren para el proceso. Se describe también un proceso alternativo de concentracion de
moléculas de acido nucleico a detectar de una muestra en una superficie, con moléculas de captura que se unen de
modo especifico con la molécula de acido nucleico que estd inmovilizada sobre dicha superficie, dicho proceso
consta de los pasos siguientes:
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- proporcionar un material de soporte, que puede fijarse de modo especifico a las moléculas de acido nucleico a
detectar para generar complejos, que contienen dicho material soporte y dichas moléculas de acido nucleico,
incubar el material soporte con la muestra y formar los complejos,

- mover los complejos hacia la superficie,

- separar las moléculas de &cido nucleico del material soporte y

- unir por lo menos una porcién de las moléculas de acido nucleico con las moléculas de captura.

Una ventaja especial de este proceso consiste en el hecho de que dicha porcidn de las moléculas de &cido nucleico
se une a la superficie con gran eficacia, ya que el movimiento de los complejos a la superficie se traduce en su
concentracion. Ademas, si se compara con el proceso descrito en la reivindicacion 1, se puede dispensar al mismo
tiempo la sonda de captura adicional. Sin embargo, son idénticas las ventajas recién mencionadas con respecto a
los procesos ya conocidos. La especificidad del proceso de deteccion en esta forma de ejecucion esta en el biochip
propiamente dicho, debido a las moléculas de captura inmovilizadas en su superficie.

Se describe también que las moléculas de acido nucleico a detectar se separan del material soporte y este ultimo se
retira de la superficie. Esto puede impedir una posible influencia del material soporte en los pasos posteriores del
proceso, por ejemplo, en la deteccion del &cido nucleico. El &cido nucleico propiamente dicho permanece en este
caso inmovilizado en la molécula de captura de la superficie del biochip.

Se describe también que el material soporte se presenta en forma de perlas magnéticas, cuya superficie tiene
moléculas de transferencia para fijar el acido nucleico. Es también posible que las moléculas de captura unidas al
chip y las moléculas de transferencia se presenten en forma de acidos nucleicos.

Se describe ademas que el proceso consta de los pasos siguientes:

- las moléculas de captura contienen en cada caso una secuencia de &cido nucleico que es parcialmente
complementarios de la secuencia de acido nucleico de la molécula de acido nucleico a detectar,

- las moléculas de transferencia contienen en cada caso una secuencia de acido nucleico que es parcialmente
complementarios de la secuencia de acido nucleico de la molécula de &cido nucleico a detectar y

- las secuencias de &cido nucleico de las moléculas de captura y de las moléculas de transferencia, que son
complementarias de las moléculas de acido nucleico a detectar, se eligen de tal manera que la temperatura de
fusion de un hibrido de molécula de acido nucleico-molécula de transferencia se inferior a la temperatura de fusion
de un hibrido de molécula de acido nucleico-molécula de captura.

El uso descrito de las moléculas de captura y de transferencia proporciona una posibilidad simple de separar el
complejo. Las secuencias de acido nucleico parcialmente complementarias son normalmente contiguas. Las
diferentes temperaturas de fusion de los hibridos pueden lograrse de manera simple mediante la longitud de las
secuencias complementarias de acidos nucleicos. Esto asegura que, si se rompe el engarce entre la molécula de
transferencia y el acido nucleico, permanece intacto el engarce entre la molécula de acido nucleico y la molécula de
captura y la molécula de acido nucleico continta estando inmovilizada. Asi puede separarse el material soporte de
una manera simple. Para la separacion puede aplicarse en general cualquier modificacion de las condiciones de
restriccion (stringency). De este modo es posible, por ejemplo, modificar las condiciones de restriccion cambiando la
concentracion de sal o el contenido de formamida.

Se describe también que el proceso consiste en incubar en condiciones de restriccién que son inferiores a la fusion
(desnaturalizacién) de los hibridos de molécula de acido nucleico-molécula de transferencia. Los complejos se
mueven hacia la superficie en las condiciones de restriccion, que son inferiores a la fusion de los hibridos de
molécula de &cido nucleico-molécula de transferencia.

Se describe también que el proceso consiste en incubar a una primera temperatura, que es inferior a la temperatura
de fusion de los hibridos de molécula de &cido nucleico-molécula de transferencia. Los complejos se mueven hacia
la superficie en una segunda temperatura, que es inferior a la temperatura de fusion de los hibridos de molécula de
acido nucleico-molécula de transferencia. Después de unir los complejos a las moléculas de captura, la temperatura
se eleva hasta una tercera temperatura que se sitla entre las temperaturas de fusion de los hibridos de molécula de
acido nucleico-molécula de transferencia y de los hibridos de molécula de acido nucleico-molécula de captura. Esto
asegura que el engarce entre el acido nucleico y las moléculas de captura permanecerda intacto, mientras que se
rompe o se separa el engarce entre la molécula de acido nucleico y la molécula de transferencia.

El proceso descrito y los desarrollos ventajosos pueden ponerse facilmente en practica. Solamente es necesario
equipar varios sitios del biochip con diversas moléculas de captura, que son parcialmente complementarias de los
diversos acidos nucleicos a detectar. Es también necesario proporcionar varios materiales de soporte que tengan
diferentes moléculas de transferencia que después transporten dichos acidos nucleicos diversos a la superficie. En
funcion de los &cidos nucleicos a detectar es posible también como alternativa emplear perlas magnéticas del mismo
tipo, todas ellas son capaces de fijar cualquiera de los acidos nucleicos a detectar. Esto es posible por la
inmovilizacion en la superficie del biochip es muy especifica gracias a las moléculas de captura situadas en ella.
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Se describe ademas un proceso alternativo de concentracion de diferentes moléculas de &cido nucleico a detectar
de una muestra en una superficie, estando las moléculas de captura, que se unen de modo especifico a dichas
moléculas de acido nucleico, inmovilizadas en grupos y en diferentes sitios de la superficie (201), dicho proceso
consta de los pasos siguientes:

- proporcionar un material de soporte, que puede fijarse de modo especifico a las moléculas de acido nucleico a
detectar para generar complejos, que contienen dicho material soporte y dichas moléculas de acido nucleico,
incubar el material soporte con la muestra y formar los complejos,

- mover los complejos hacia la superficie,

separar las moléculas de acido nucleico del material soporte y

unir por lo menos una porcion de las moléculas de acido nucleico con las moléculas de captura.

Este proceso multiplex puede llevarse a la practica con una facilidad especial, ya que solamente se requiere un tipo
de materiales de soporte que tenga propiedades de union con los diferentes acidos nucleicos.

De igual manera pueden llevarse a la practica los mismos desarrollos ventajosos del proceso, que se han descrito
previamente.

Otras ventajas y desarrollos de los procesos se deducen de las formas de ejecucion ilustrativas descritas a
continuacién y explicadas con referencia a las figuras que acompafian, en las que:

en las figuras de 1 a 10 se representan varios pasos del proceso de hibridacion y
en las figuras de 11 a 13 se representan varios pasos del proceso alternativo de hibridacién.

En las formas de ejecucion ilustrativas descritas a continuacion se describen procesos de concentracion de
moléculas de DNA. En principio pueden aplicarse de igual manera a cualquier &cido nucleico. También es posible
concentrar otras biomoléculas, para las que se dispone de reactivos de unién especificos aplicando los procesos
aqui descritos. Los procesos se representan a titulo ilustrativo para pocos tipos o para solo un tipo de acido nucleico.
Normalmente se emplea un gran nimero de muestras con el fin de permitir la deteccion posterior de los acidos
nucleicos.

En la figura 1 se representa un diagrama de una perla magnética 1, que tiene tres oligonucleétidos diferentes, 3a,
3b, 3¢, como moléculas de transferencia. Se representan igualmente dos moléculas de DNA diferentes a detectar,
5ay 5b. Los oligonucledtidos 3a y 3b tienen secuencias que son parcialmente complementarios de las moléculas de
DNA 5ay 5b. Las moléculas de DNA 5a y 5b llevan en cada caso una molécula de biotina 7. La situacion de la figura
1 corresponde al inicio de una fase de incubacién del proceso.

Las moléculas de DNA 5a y 5b se han aislado, purificado y, si procede, amplificado por procesos conocidos, por
ejemplo, a partir una muestra de sangre de un paciente antes de la fase de incubacion. Sin embargo, el aislamiento
y la purificacién son también posibles por el proceso posterior propiamente dicho. Previamente se requiere solo una
lisis posiblemente necesaria con el fin de soltar o liberar las moléculas de DNA 5a y 5b de las células o virus en
cuestion.

En la figura 2, ya ha finalizado la incubacién de la perla magnética 1 con las moléculas de DNA 5a y 5b. Las
moléculas de DNA 5a y 5b se han unido a los oligonucleétidos 3a y 3b, respectivamente, y de este modo quedan
inmovilizadas sobre la perla magnética 1. La unién de la molécula de DNA 5a con el oligonucleétido 3a se indica de
manera simbdlica con dos lineas de conexion. Dichas lineas de conexion simbolizan una secuencia de &cido
nucleico de la molécula de DNA 5a complementaria solapada y el oligonucleétido 3a. La unién entre la molécula de
DNA 5b y el oligonucleétido 3b se representa de manera similar.

En la figura 3 se representa un diagrama de la superficie de un biochip 101. El biochip 101 consta de tres campos
sensores, 103a, 103b y 103c, equipados para detectar varias moléculas de DNA. Se proporciona un generador de
campo magnético 105 (representado aqui solo en modo esquematico). Puede disefarse, por ejemplo, en forma de
iman permanente moévil o en forma de bobina. El biochip 101 estd ubicado en una cadmara de reacciéon (no
representada), que se llena con una solucion. Dicha solucion contiene las perlas magnéticas incubadas 1 en una
concentracion C; = n1/V1, en la que n; es el nimero de perlas magnéticas 1 y Vi es el volumen de la solucién.

En la figura 4 se representa el biochip 101 después de aplicar un campo magnético con el generador de campo
magnético 105. Las perlas magnéticas 1 se han movido a través del campo magnético hacia la superficie del biochip
101 y en ella estan presentes en una concentracion C, = ni/V», en la que V, es el volumen por encima del biochip
101 en el que ahora se concentran las perlas magnéticas 1. La concentracion C, es mayor que v porque V, << Vj.
Por lo tanto, las perlas magnéticas 1 se han concentrado junto a la superficie del biochip 101.

En la figura 5 se representa una seccion de la situacion en la superficie 201 del campo sensor 103a. Las moléculas

de captura que son oligonucledtidos 203 estan inmovilizadas sobre el campo sensor 103a. Al igual que los
oligonucleétidos 3a, estan dirigidas a la molécula de DNA 5a, aunque a una subsecuencia diferente.
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Al igual que el oligonucledtido 3a, el oligonucleétido 203 tiene una subsecuencia que es complementaria de la
molécula de DNA 5a. No obstante, esta subsecuencia es mas larga que la subsecuencia complementaria de la
molécula de DNA 5a y del oligonucleétido 3a. La molécula de DNA 5a unida a la perla magnética 1 se incuba con la
superficie 201 del campo sensor 103a a una temperatura T1 que es inferior a la temperatura de fusién del hibrido de
la molécula de DNA 5a y el oligonucleétido 3a. Por lo tanto, este hibrido permanecera estable a la presente
temperatura T;. Dado que las subsecuencias complementarias tienen longitudes diferentes, la molécula de DNA 5a
tiende a formar un hibrido con el oligonucleétido 203 a la temperatura T;. La temperatura de fusién de los hibridos
formados de este modo es superior a la temperatura de fusién del hibrido de la molécula de DNA 5a y el
oligonucleétido 3a.

En la figura 6 se representa la situacion en la superficie 201 del campo sensor 103a después de separar los
complejos de la perla magnética 1 y las moléculas de DNA 5a y 5b, respectivamente. La separacion de los
complejos se ha realizado aumentando la temperatura hasta la temperatura T,. La temperatura T, elegida es
superior a la temperatura de fusion de los hibridos de las moléculas de DNA 5a y 5b y los oligonucleétidos 3a y 3b,
respectivamente. El aumento de la temperatura hasta la temperatura T, se traduce en una separacion (disolucién)
de los hibridos, de modo que la perla magnética 1 con los oligonucle6tidos 3a inmovilizados sobre ella se separa de
la molécula de DNA 5a.

El aumento de la temperatura hasta la temperatura T, separa igualmente el hibrido entre la molécula de DNA 5b y el
oligonucledtido 3b y como resultado de ello la molécula de DNA 5b queda otra vez libre en solucion, con
independencia de la perla magnética 1. La temperatura T, es inferior a la temperatura de fusion de los hibridos de la
molécula de DNA 5a y el oligonucleétido 203, y dicho hibrido es por lo tanto estable a la temperatura T, elegida.

En la figura 7 se representa la superficie 201 después de la hibridacién de la molécula de DNA 5a con el
oligonucledtido 203. Los engarces de la molécula de DNA 5a con el oligonucleétido 203 se simbolizan con cuatro
lineas de conexion. La molécula de DNA 5b, que esta igualmente inmovilizada sobre la perla magnética 1, no
encuentra ningun reactivo de unién en los oligonucleétidos 203 de la superficie 201 del campo sensor 103a, por ello
en este caso no se establece ningun engarce.

Si se pretende detectar también la molécula de DNA 5b, entonces los oligonucleétidos correspondientes tendran que
inmovilizarse en un campo sensor separado (por ejemplo en el campo sensor 103b), en el que la molécula de DNA
5b puede unirse gracias a una subsecuencia complementaria de los oligonucleétidos alli inmovilizados. Por
consiguiente, la molécula de DNA 5a no encuentra un reactivo de union en el campo sensor 103b.

Después de interrumpirse la aplicacion del campo magnético, las perlas magnéticas 1 quedaran de nuevo libres en
solucion, de modo que la superficie 201 del campo sensor 103a dejara de estar ocupada por las perlas magnéticas
1. Esta situacion corresponde la de la figura 3, aparte de la molécula de DNA 5a que se ha hibridado previamente.
Se descarta, por tanto, la interferencia con la siguiente reaccion de deteccion de la molécula de DNA 5a.

Se puede suponer que la distribucion aleatorio uniforme de las perlas magnéticas 1 en la totalidad de la superficie
del biochip 101 no conseguiria inmovilizar muestras suficientes de la molécula de DNA 5a en la superficie 201 del
campo sensor 103a. Con arreglo a una distribucién uniforme, las perlas magnéticas 1 con las moléculas de DNA 5a
se distribuyen de manera uniforme sobre la superficie después de activarse la aplicacion del campo magnético. En la
figura 7 se demuestra esto por el hecho de que aqui la molécula de DNA 5b esté presente por encima del campo
sensor 103a y no, como se desea realmente, en el campo sensor 103b. Por consiguiente, las perlas magnéticas 1
con copias adicionales de la molécula de DNA 5a estaran presentes en las superficies de otros campos sensores del
biochip o intercaladas. Repitiendo los pasos del proceso recién mencionados pueden moverse otras muestras de la
molécula de DNA 5a hacia la superficie 201 del campo sensor 103a. A la temperatura T, y con el campo magnético
desconectado, las perlas magnéticas y las moléculas de DNA 5a y 5b, que todavia no estan inmovilizadas sobre un
campo sensor, estaran de nuevo en solucién con un volumen Vi. Bajando de nuevo la temperatura hasta la
temperatura T; que, como antes, es inferior a las temperaturas de fusién de los hibridos de molécula de DNA 5a y
oligonucleétido 3a, las moléculas de DNA 5a y 5b, que estan libres en solucién, se inmovilizaran de nuevo sobre las
perlas magnéticas 1. Este proceso es eficaz, porque se ha afiadido una gran concentracion de perlas magnéticas 1y
por ello esta disponible un nimero suficiente de reactivos de hibridacion para las moléculas de DNA 5a y 5b. La
probabilidad de que las moléculas de DNA 5a y 5b encuentren un reactivo de hibridacién es poco tiempo es
suficientemente elevada. Cuando se activa de nuevo la aplicacion del campo magnético, este mueve de nuevo las
perlas magnéticas 1 con las moléculas de DNA 5a y 5b inmovilizadas de nuevo sobre ellas, hacia la superficie del
biochip, en la que se concentran en un volumen netamente menor V», correspondiendo en lo sustancial a la situacion
de la figura 4.

En la figura 8 se representa esta situacion. La molécula de DNA 5a, que se ha transportado a la superficie 201 del
campo sensor 103a en el proceso previo, contintia estando unida a uno de los oligonucleétidos 203 y por lo tanto
inmovilizada en la superficie 201. Sobre la perla magnética 1, una molécula de DNA 5a’, que es idéntica a la
molécula de DNA 5a, esta ahora unida de nuevo con el oligonucleétido 3a y ahora puede hibridarse con otro de los
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oligonucledtidos 203. Al igual que en el primer ciclo del proceso, este proceso es eficaz porque la molécula de DNA
5a’ esta concentrada junto a la superficie 201.

Después de la hibridacién de la molécula de DNA 5a’ con el oligonucleétido 203, la temperatura se eleva de nuevo
hasta una temperatura T, superior a la temperatura de fusion de los hibridos de la molécula de DNA 5a’ y el
oligonucledtido 3a, y como resultado de ello las perlas magnéticas se separan de la molécula de DNA 5a. Esto se
representa en la figura 9. El proceso descrito puede repetirse las veces que se desee, de modo que la concentracion
de las moléculas de DNA 5a y 5b en las correspondientes superficies de sensor se lleva a cabo con eficacia.
También es posible, en la situacion de la figura 5, que la molécula de DNA 5a se hibride con el oligonucleétido 203
antes de que la molécula de DNA 5a se separe de la perla magnética 1. Esto se representa en la figura 10. La
elevacion de la temperatura hasta la temperatura T, produce la misma situacion que en la figura 7. Los hibridos de la
molécula de DNA 5a y el oligonucledtido 3a se funden, mientras que el hibrido de la molécula de DNA 5a y el
oligonucledtido 203 es estable. Un proceso de este tipo consta de los pasos siguientes:

- unir por lo menos una porcién de las moléculas de acido nucleico con las moléculas de captura,

- proporcionar un material de soporte, que puede fijarse de modo especifico a las moléculas de acido nucleico a
detectar para generar complejos, que contienen dicho material soporte y dichas moléculas de acido nucleico,

- incubar el material soporte con la muestra y formar los complejos,

- mover los complejos hacia la superficie y

- unir por lo menos una parte de los complejos con las moléculas de captura.

En el proceso descrito con referencia a las figuras de 1 a 10 se emplean perlas magnéticas 1 con en cada caso
oligonucledtidos diferentes 3a, 3b y 3c en la superficie. Esto tiene la ventaja de que solo se tiene que emplear una
especie de perlas magnéticas 1, pero al mismo tiempo todavia es posible llevar a cabo un proceso multiplex. En una
forma de ejecucion ilustrativa alternativa es posible inmovilizar en cada caso una especie de oligonucleétidos 3a, 3b
0 3c para un solo reactivo de unidén (molécula de DNA 5a o 5b) en la perla magnética 1, con lo cual se generan
diferentes especies de perlas magnéticas 1. Esto se requiere en primer lugar si solo se tiene que detectar una
especie de moléculas de DNA. No obstante, también en este caso el proceso puede llevarse a la practica afiadiendo
diferentes especies de perlas magnéticas 1 que en su superficie tengan en cada caso un tipo de oligonucledétido 3a,
3b o 3c. De este modo es posible, por ejemplo, guardar existencias de una gran multiplicidad de varios tipos de
perlas magnéticas 1 que en cada caso estan recubiertos con un tipo de oligonucleétidos, 3a, 3b o 3c, y mezclarlos
en una mezcla reaccionante en funciéon de las moléculas de DNA a detectar, 5a o 5b.

En la figura 11 se representa una forma de ejecucion ilustrativa alternativa (no acorde con la presente invencién). Se
representan dos perlas magnéticas, 501a y 501b, que en cada caso llevan una especie de oligonucleétidos 3a y 3b.
El oligonucle6tido 3a esta dirigido a una molécula de DNA 5a, que esta presente en la solucién. El oligonucleétido 3b
esta dirigido a una molécula de DNA, que no esta presente en la solucion. Ademas, otros oligonucleotidos 503a y
503b estan inmovilizados en las superficies de las perlas magnéticas 501a y 501b. En la figura 13 se ilustra la
funcion de los oligonucledétidos 503a y 503b.

En la figura 12 se representa la situacion después de que las perlas magnéticas 501a y 501b se hayan incubado con
la solucion que contienen las moléculas de DNA 5a presentes. Se han formado los hibridos de las moléculas de
DNA 5a y el oligonucleétido 3a. Debido a la ausencia del reactivo de union de los oligonucleétidos en cuestion, no se
produce la hibridacion en la perla magnética 501b.

A continuacién se mueven las perlas magnéticas 501a y 501b por accién de un campo magnético hasta una
superficie de un biochip y se mantienen alli. Esto se representa en la figura 13. El biochip 505 contiene dos campos
sensores, 507a y 507b. En el campo sensor 507a se inmoviliza un oligonucle6tido 509a que tiene una secuencia de
acido nucleico que es parcialmente complementaria del oligonucledtido 503a. De igual manera se inmoviliza en el
campo sensor 507b un oligonucleétido 509b que tiene una secuencia de &cido nucleico que es parcialmente
complementaria del oligonucleétido 503b. De manera similar al proceso descrito en parrafos anteriores, la
concentracion de las perlas magnéticas 501a y 501b y por lo tanto de los oligonucleétidos 503a y 503b da apoyo a la
hibridacion de dichos oligonucleétidos 503a y 503b con los oligonucleétidos 509a y 509b en los campos sensores
507a y 507b. Después de un periodo suficiente de incubacion, se interrumpe la aplicacion del campo magnético con
el fin de separar o retirar de la superficie las perlas magnéticas no inmovilizadas 501a y 501b. De ello resulta que las
moléculas de DNA marcadas 5a estan unidos simplemente por inmovilizacion mediante el hibrido de
oligonucledtidos 503a y 509a por encima del campo sensor 507a. Por lo tanto se descarta la inmovilizacion
solamente por el campo magnético sobre el sensor 507b. Después puede detectarse la molécula de DNA 5a
mediante el marcador 511 ubicado en el sitio del campo sensor 507a mediante procesos de deteccion ya conocidos.
La asignacion de la molécula de DNA 5a al campo sensor 507a es inequivoca mediante la union especifica de la
molécula de DNA 5a con el oligonucleétido 3a de la perla magnética 501a y la hibridacién de la misma a través del
oligonucledtido 503a con el oligonucleétido 509a en el campo sensor 507a. Esto requiere la remocién o separacion
de la especie no inmovilizada de las perlas magnéticas 501a y 501b en las superficies sensoras. Debido a que la
muestra facilitada no contiene un reactivo de union para el oligonucleétido 3b, no se detectara la molécula de DNA
en el campo sensor 507b y el ensayo sera por consiguiente negativo.
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De manera similar a la forma de ejecucién ilustrativa mencionada previamente, este proceso puede repetirse
también de modo ciclico, con lo cual se permite que mas especies de la perla magnética 501a puedan ocupar
posiciones contiguas a la superficie sensora 507a e inmovilizarse sobre ella. Esto contribuye a incrementar la
eficacia de la concentracion, en particular cuando estan presentes pocas copias de la molécula de DNA 5a.

El proceso descrito puede aplicarse de modo universal porque la inmovilizaciéon de las perlas magnéticas 501a y
501b es inespecifica con respecto a la molécula de DNA a detectar, 5a. La especificidad de la deteccion se logra
simplemente formando las perlas magnéticas 501a y 501b y los oligonucleétidos 3a y 3b inmovilizados sobre ellas.
El correspondiente biochip 505 con los diferentes campos sensores 507a y 507b es, pues, adecuado para detectar
cualquier tipo de moléculas de DNA. La deteccion requiere simplemente perlas magnéticas de disefios diferentes,
que puedan unirse a la molécula de DNA a detectar.

Las formas de ejecucion ilustrativas descritas se han limitado a titulo de ejemplo a la deteccién de una molécula de
DNA. Sin embargo pueden emplearse de manera similar para cualquier molécula de &cido nucleico o para cualquier
otra biomolécula que pueda unirse de modo especifico. Por lo tanto es posible igualmente inmovilizar anticuerpos
dirigidos contra proteinas presentes en la muestra para la deteccién en las perlas magnéticas de los procesos
descritos. Las perlas magnéticas pueden inmovilizarse por tanto en este caso opcionalmente mediante las proteinas
propiamente dichas (forma de ejecucion ilustrativa 1) o mediante otra proteina con anticuerpo o incluso un &cido
nucleico (forma de ejecucion ilustrativa 2).
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de concentracion de moléculas de acido nucleico (5a, 5b), en una superficie (201) de un campo
sensor (103a) de un biochip, el proceso consta de los pasos siguientes:

(a) proporcionar perlas magnéticas (1), con moléculas de transferencia (3a, 3b, 3c) inmovilizadas sobre ellas, que
son capaces de hibridarse con una porcién de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b), con lo cual forman
complejos que contienen dichas perlas magnéticas (1), dichas moléculas de transferencia (3a, 3b, 3c) y dichas
moléculas de 4cido nucleico;

proporcionar una superficie (201) de un campo sensor (103a, 103b, 103c), que constituye una parte de una
superficie (101) de un biochip, dichas moléculas de captura (203) se inmovilizan sobre dicha superficie (201),
dichas moléculas de captura (203) se hibridan de modo especifico con una porcién de las moléculas de acido
nucleico (5a, 5b), en el que las secuencias de &cido nucleico de las moléculas de captura (203) y las moléculas de
transferencia (3a, 3b, 3c) se eligen de tal manera que la temperatura de fusién del hibrido entre una molécula de
acido nucleico (5a, 5b) y una molécula de transferencia (3a, 3b, 3c) sea inferior a la temperatura de fusién del
hibrido entre una molécula de acido nucleico (5a, 5b) y una molécula de captura (203); y

proporcionar un generador de campo magnético (105);

(b) incubar las perlas magnéticas (1) con las moléculas de acido nucleico (5a, 5b), a una temperatura T1 que es
inferior a la temperatura de fusion de los hibridos entre las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de
transferencia (3a, 3b), permitiendo de este modo que las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) se hibriden con las
moléculas de transferencia (3a, 3b);

(c) aplicar un campo magnético con el generador de campo magnético (105), con lo cual se mueven las moléculas
de acido nucleico (5a, 5b) unidas a las perlas magnéticas (1) a través del campo magnético hacia la superficie
(101) del biochip, con lo cual se ponen en contacto las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) unidas a las perlas
magnéticas (1) con una superficie (201) del campo sensor (103a, 103b);

(d) aumentar la temperatura desde una temperatura T1 a una temperatura T2, que es superior a la temperatura de
fusion de los hibridos de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de transferencia (3a, 3b) y que es
inferior a la temperatura de fusion de los hibridos de las moléculas de acido nucleico (5a, 5b) y las moléculas de
captura (203), con lo cual se disuelven o separan las moléculas de &cido nucleico (5a) de las perlas magnéticas (1)
y se permite la unién de por lo menos una porcién de la molécula de acido nucleico (5a, 5b) con la molécula de
captura (203);

(e) mover las perlas magnéticas (1) para separarlas de la superficie (101) del biochip por interrupcion de la
aplicacion del campo magnético;

() repetir los pasos de (b) a (e).

2. El proceso segun la reivindicacién 1, en el que se proporcionan diferentes especies de perlas magnéticas (1),

cada perla magnética tiene una molécula de transferencia especifica (3a, 3b, 3c) inmovilizada sobre ella, que es
capaz de unirse a una molécula especifica de acido nucleico (5a, 5b) a detectar.
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