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DESCRIPCION
Método para detectar células

La presente solicitud reivindica la prioridad en virtud de la solicitud de patente japonesa n® 2007-201493 presentada
el 2 de agosto de 2007.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para la deteccién de células y a una matriz de micropocillos empleada
en este método. Mas particularmente, la presente invencion se refiere a un método para la deteccion de células
inmunes, tales como células productoras de inmunoglobulinas especificas y células especificas productoras de
citoquinas y a una matriz de micropocillos empleada en este método.

Antecedentes de la invencion

De manera convencional, se han preparados hibridomas productores de anticuerpos especificos de antigeno para
producir anticuerpos monoclonales. En el método convencional de preparacion de hibridomas, los hibridomas se
preparan, después de lo cual los clones de hibridoma que producen anticuerpos especificos de antigeno son
examinados. Sin embargo, la preparacion de hibridomas no es eficiente. Es decir, no todos los linfocitos B se
convierten en hibridomas; sélo algunos de los linfocitos B en los que se ha producido la fusién de células con un
mieloma se convierten en hibridomas. Incluso cuando se produce un hibridoma con una célula de bazo que se ha
estimulado con un antigeno, se producen no soélo anticuerpos productores de hibridomas especificos de antigeno; la
mayor parte de los hibridomas que se producen o bien producen anticuerpos no relacionados o no producen
anticuerpos en absoluto.

Por ejemplo, cuando se busca un hibridoma que produce un anticuerpo diana por el método convencional, las
células de bazo procedentes de un ratdn inmunizado se someten a fusion celular con mielomas y se siembran en
aproximadamente diez placas de 96 pocillos. Mas podian sembrarse si se utilizaran todas las células, pero hay
limites de tiempo cuando una sola persona esta haciendo la deteccion y las que quedan son almacenadas por
congelacion o similar. Normalmente, los hibridomas crecen en aproximadamente 500 pocillos cuando se utiliza este
método.

No todos los hibridomas en los 500 pocillos proliferan a la misma velocidad; algunos crecen rapidamente y otros
crecen lentamente. En consecuencia, es imposible comprobar el crecimiento de todos los 500 simultdneamente. En
primer lugar, se debe hacer un control bajo un microscopio en cuanto a si los pocillos han producido el crecimiento
celular y a si el numero de células ha aumentado lo suficiente para comprobar los anticuerpos. Posteriormente, el
sobrenadante de células se recoge de los pocillos adecuados y se realiza una comprobacion de la produccion de
anticuerpos especificos de antigeno. Es necesario realizar la comprobacion de las células y la verificacion del
sobrenadante de células extremadamente rapidamente. Esto se debe a que los hibridomas crecen de manera
constante y proliferan en exceso si se dejan solos, agotando los nutrientes en el medio y en las vias de desaparicion.
En consecuencia, la deteccion debe ser completada antes de que los hibridomas deseados mueran.

Ademas, una vez que se encuentra un pocillo en el que un hibridoma diana esta creciendo, con frecuencia habra
hibridomas que produzcan otros anticuerpos que crezcan en el pocillo, ademas del hibridoma que produce el
anticuerpo diana. También, puesto que los hibridomas bajan sus propios cromosomas durante su crecimiento,
también hay casos en los que un hibridoma que ha estado produciendo un anticuerpo acaba perdiendo el
cromosoma con el anticuerpo y se vuelve incapaz de producir el anticuerpo. El crecimiento de tales células es a
menudo mas rapido que el de los hibridomas que producen anticuerpos y la mayoria de las células que se cultivan,
cuando se quedan solas, llegan a convertirse en células no productoras de anticuerpos. Por consiguiente, cuando se
descubre un pocillo en el que un hibridoma deseado esta creciendo, las células en tal pocillo se vuelven a sembrar
inmediatamente a una célula por pocillo en una placa de 96 pocillos (método de dilucién critica) y la deteccion se
lleva a cabo de nuevo para los hibridomas productores de anticuerpos deseados (cribado secundario). Una vez que
se ha detectado un hibridoma diana, es necesario proceder rapidamente a través de la deteccién secundaria antes
de que el estado de la célula se deteriore.

Como se ha expuesto anteriormente, puesto que la deteccion se lleva a cabo a veces con solo algunos de los
hibridomas que se preparan, sin el cribado de todos ellos, se hace dificil obtener hibridomas productores de
anticuerpos especificos de antigeno de baja frecuencia.

Mas especificamente, en el caso de anticuerpos especificos de antigeno humanos, existe un método de deteccion
de células productoras de anticuerpos especificos de antigeno en las cepas desarrolladas por la transformacion de
los linfocitos B periféricos con el virus de EB (documento no de patente 1). En este método, ya que la frecuencia de
las cepas de células de linfocitos establecidos es baja, la probabilidad de obtener una cepa celular de linfocitos B
productora de anticuerpos especifica de antigeno es extremadamente baja. Ademas, se tarda aproximadamente un
mes para establecer una cepa de células. Aln mas, las cepas de linfocitos B que se establecen producen sélo
pequeinas cantidades de anticuerpo. Aunque se pueden preparar hibridomas para ratones, no se ha desarrollado
ningun sistema para la produccién de hibridomas con una buena eficiencia para seres humanos.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2570633 T3

Se pueden preparar hibridomas para ratones. Convencionalmente, para producir un hibridoma, se inmuniza un ratén
con un antigeno, se retiran el bazo o los ganglios del ratén, se preparan los linfocitos, aproximadamente 108 de los
linfocitos preparados y aproximadamente 10" de células de mieloma se fusionan utilizando polietilenglicol o glicol o
sometiéndolos a un voltaje, que se cultivan en un medio de seleccion tal como HAT, los hibridomas que crecen se
criban por ELISA, citometria de flujo o similares, para determinar si producen o no el anticuerpo especifico de
antigeno y los hibridomas productores de anticuerpos especificos de antigeno se seleccionan (documentos no de
patente 2 y 3). Cuando se emplea este método, los hibridomas crecen en de 300 a 400 pocillos. De estos, los
hibridomas que producen anticuerpos especificos de antigeno crecen sélo en varios porcentajes de los pocillos. Este
numero varia con el antigeno empleado, pero es dificil preparar hibridomas por este método cuando la frecuencia
del linfocito B productor de anticuerpos especifica de antigeno es baja.

Por consiguiente, los presentes inventores examinaron métodos para seleccionar convenientemente linfocitos que
reaccionan especificamente con los antigenos prescritos en la forma de tanto linfocitos especificos de antigeno de
frecuencia relativamente alta como los linfocitos especificos de antigeno de frecuencia baja y prepararon hibridomas
productores de anticuerpos especificos de antigeno a partir de los linfocitos B especificos de antigeno que se
seleccionaron. A continuacién, idearon un método para preparar hibridomas productores de anticuerpos especificos
de antigeno mediante el cultivo de linfocitos B especificos de antigeno seleccionados y fusionaron los linfocitos B
especificos de antigeno cultivados mediante el cultivo con células de mieloma para preparar hibridomas, y solicitaron
una patente (Documento de Patente 1).

También se han hecho intentos para especificar y seleccionar células individuales y el uso de las células que han
sido seleccionadas. Por ejemplo, la deteccion por separado de la especificidad del antigeno individual, la
recuperacion de un unico linfocito especifico de antigeno detectado y el uso de los linfocitos especificos de antigeno
solos recuperados para preparar un anticuerpo, por ejemplo, han sido examinados (documentos de patente 2 y 3).

[Documento de Patente 1] Documento W(02004/08791
[Documento de Patente 2] Publicacién no examinada de patente japonesa 2004-173681
[Documento de Patente 3] Publicacién no examinada de patente japonesa 2004-187676

[Documento no de patente 1] "Methods of Detecting Lymphocyte Functions (Version 5)", Junichi YANO, Michio
FUJIWARA, eds., Chugai Igakusha (1994 ), "Use of EB virus transform B cells for preparation of human monoclonal
antibody", Fumio MIZUNO, Toshiro OHSATO, pp381-391.

[Documento no de patente 2] "Methods of Detecting Lymphocyte Functions (Version 5)", Junichi YANO, Michio
FUJIWARA, eds., Chugai Igakusha (1994), "Preparation of monoclonal antibody with B cell hybridomas", Hideo
NARIUCHI, pp574-576.

[Documento no de patente 3] Los anticuerpos monoclonales en "Antibodies: A Laboratory Manual" por Ed Harlow y
David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, pp. 139-244 de 1988.

[Documento no de patente 4] “In vitro antibody production”. En Current Protocols in Immunology. Editado por J. E.
Coligan et al., John Wiley & Sons (New York), p. 3.8.1-3.8.16, 1991.

[Documento no de patente 5] Babcook, J. S., Leslie, K. B., Olsen, O. A., Salmon, R. A., Schrader, J. W. “A novel
strategy for generating monoclonal antibodies from single, isolated lymphocytes producing antibodies of defined
specificities”. Proc Natl Acad Sci USA S A, 93: 7843-7848, 1996.

[Documento no patente 6] “Measurement of polyclonal immunoglobulin synthesis using the ELISPOT assay”. En
Current Protocols in Immunology. Editado por J. E. Coligan et al., John Wiley & Sons (New York), p.7.14.1-7.14.7,
1991.

[Documento no de patente 7] “Assays for antibody production. In Current Protocols in Immunology”. En Current
Protocols in Immunology. Editado por J. E. Coligan et al., John Wiley & Sons (New York), p.2.1.1-2.1.22, 1991.

[Documento no patente 8] J. C. Love, J. L. Ronan, G. M. Grotenbreg, A. G. van der Veen, H. L. Ploegh, “A
microengraving method for rapid selection of single cells producing antigen-specific antibodies”. Nature
Biotechnology, 24: 703-707, 2006.

Ademas, el documento WO 03/035824 describe matrices de micropocillos para detectar células diana.

En los métodos convencionales descritos anteriormente, la deteccion por separado de la especificidad de antigeno
de los linfocitos individuales y la recuperacion de los linfocitos especificos de antigeno que se detectan se llevan a
cabo manualmente. En los documentos de patente 2 y 3, se indica que se ha confirmado la especificacion de las
células a nivel celular y que también es posible recuperar las células especificadas. Sin embargo, la deteccion real
de los linfocitos que han reaccionado especificamente con un antigeno de entre numerosos linfocitos es dificil.
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Como un ejemplo de un método de deteccion, se explota el hecho de que la concentracion de iones de calcio
aumente en los linfocitos que han reaccionado con un antigeno; este cambio en la concentracion de iones de calcio
se detecta por fluorescencia y los linfocitos especificos de antigeno se especifican. Sin embargo, dependiendo del
tipo de célula (linfocitos), el método de generacion de fluorescencia, la intensidad de la misma y similares pueden
ser diferentes. Hay linfocitos en los que la concentracion de iones de calcio se eleva inmediatamente después de la
estimulacion del antigeno, lo que resulta en un aumento en la intensidad de fluorescencia. Sin embargo, también son
células en las que la concentracion de iones de calcio se eleva solo después de que haya transcurrido un cierto
periodo después de la estimulacion del antigeno, lo que resulta en un aumento en la intensidad de fluorescencia.
Ademas, es necesario medir casi simultaneamente y de una sola vez la intensidad de la fluorescencia de
aproximadamente 10.000 a 200.000 linfocitos que se mantiene en la superficie de un tubo de varios centimetros
cuadrados. Aun mas, ya que esta fluorescencia aumenta en las células individuales, la intensidad de la fluorescencia
es baja, lo que requiere la deteccion con fluorescencia altamente sensible.

Hasta ahora, no existe ningun método ni ningun dispositivo capaz de medir simultdneamente la intensidad de
numerosas fuentes de fluorescencia débiles reunidas en forma altamente concentrada en la superficie de un tubo.

Un dispositivo convencional es el citdmetro de barrido laser. Con un citémetro de barrido laser es posible medir la
concentracion de calcio en varios cientos de miles de células individuales. Sin embargo, una sola exploracion
requiere un largo tiempo de 10 minutos o mas, lo que impide la deteccion a tiempo real en los linfocitos de la
intensidad de la fluorescencia, la cual cambia varios minutos después de la estimulacion del antigeno.

Un microscopio de fluorescencia con el proyector se compone de un microscopio fluorescente normal combinado
con un dispositivo de deteccion. Un microscopio de fluorescencia con proyector no presenta ningin problema en
términos de velocidad. Sin embargo, como un microscopio ordinario, el alcance de deteccién es estrecho, por lo que
es posible la deteccién de la fluorescencia en soélo aproximadamente 1.000 células a la vez. Es imposible detectar la
fluorescencia en varias decenas de miles a cientos de miles de células a la vez.

Un detector de chip de la célula basado en un escaner de micromatrices de ADN es un dispositivo que ha sido
desarrollado para detectar la fluorescencia en las células dispuestas en los chips de células y se puede detectar la
fluorescencia dentro o fuera de las células. Sin embargo, es un sistema que excita un tinte fluorescente con un laser
y detecta la luz de excitacion. Por lo tanto, en los sistemas de deteccion que rastrean cambios en el tiempo, la
velocidad de barrido de linea del laser es lenta, lo que impide la deteccion simultdnea de numerosas regiones
celulares.

En los métodos descritos en los documentos de patente citados anteriormente 2 y 3, se requiere que el sistema de
deteccion de reaccion para la deteccion de células que reaccionan especificamente frente a un antigeno que tiene la
capacidad de captar en los cambios en tiempo real en el calcio con el tiempo dentro de las células individuales y la
capacidad de detectar las células individuales que estan presentes en sélo un pequefio numero (reaccionar soélo
ligeramente) entre un gran numero de células, lo que requiere la capacidad de analizar por separado y al mismo
tiempo un gran nimero de células en paralelo.

Por consiguiente, el objeto de la presente invencién es proporcionar un método que permita la medicion simultanea
de los estados de un gran ndmero de células, superior a 10.000 y deseablemente superior a 100.000, que se realiza
en un chip, tales como las propiedades reactivas de linfocitos estimulados con antigeno y la determinacion por
separado de los estados de las células individuales.

Los linfocitos B expresan un Unico anticuerpo en la superficie celular. Cuando un patégeno (antigeno) o similar
invade el cuerpo, el antigeno se une al anticuerpo en la superficie celular, activando la célula y haciendo que
proliferen y se diferencien. Por ultimo, diferencia entre una célula secretora de anticuerpos. Ya existen numerosos
métodos de especificacion de las células secretoras de anticuerpos. Los métodos tipicos de especificacion de las
células secretoras de anticuerpos individuales son el método de la placa y el método del inmunoensayo ligado a
enzima (ELISPOT).

El método de placa es un método para especificar las células secretoras de anticuerpos especificos de antigeno en
las que se emplea como indicador la hemdlisis inducida por anticuerpos de unién a eritrocitos, que han sido
marcados con los antigenos que rodean las células que secretan los anticuerpos (documento no de patente 4). Un
método que detecta células secretoras de anticuerpos especificos de antigeno por el método de la placa y recupera
el gen del anticuerpo que ya se ha desarrollado (documento no de patente 5).

El método ELISPOT es un método de inoculacion de células en una placa que ha sido revestida con el antigeno,
haciendo que el anticuerpo que es secretado por las células secretoras de anticuerpos se una al antigeno alrededor
de las células y detectando a éste con anticuerpo anti-lg marcado con enzima o similares (documento no de patente
6). Con el método de ELISPOT, en el curso de la deteccidon de la union del anticuerpo especifico de antigeno
alrededor de las células con anticuerpo anti-lg marcado con enzima, las propias células se eliminan por lavado, lo
que impide la recuperacion de las células secretoras de anticuerpos especificos de antigeno.

Los hibridomas son células secretoras de anticuerpos. Sin embargo, en el curso de la detecciéon de hibridomas, se
emplea comunmente el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (documento no de patente 7).
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Recientemente, este método se ha desarrollado aiin mas; un método ha sido publicado mediante el que se cultivan
en pocillos pequefios hibridomas individuales y el anticuerpo que se secreta en cada pocillo se detecta por un
antigeno o similar marcado con un marcador fluorescente para detectar células secretoras de anticuerpos
especificos de antigeno (documento no de patente 8).

Para conseguir el objeto anteriormente indicado de la presente invencion, los presentes inventores llevaron a cabo
una amplia investigacion para proporcionar un método para detectar células del sistema inmune, tales como nuevas
células secretoras de anticuerpos especificos de antigeno, que fue completamente diferente de los métodos
descritos en los documentos no de patente de 4 a 8. La presente invencién se concibié sobre esa base.

Descripcion de la invencion
La presente invencion, ideada para resolver los problemas arriba mencionados, se expone a continuacion:

[1] Una matriz de micropocillos para detectar células diana que secretan una sustancia, que comprende multiples
pocillos en una de las superficies principales de un miembro de base, siendo los pocillos de un tamafio que permita
la entrada de una Unica célula en cada pocillo, caracterizada por una capa de una sustancia de unién capaz de
unirse a al menos parte de una sustancia secretada por una célula diana que reviste la superficie principal alrededor
de los pocillos, y no dentro de los pocillos, en donde la porciéon de la superficie principal que no esta revestida por
dicha capa esta revestida con un agente bloqueante.

[2] La matriz de micropocillos de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dichas células dianas son células
productoras de inmunoglobulinas y en donde dicha sustancia de unién es un anticuerpo de anti-inmunoglobulina o
de antigeno.

[3] La matriz de micropocillos de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dichas células diana son células
productoras de citoquinas, y en donde dicha sustancia de unién es un anticuerpo de anti-citoquina o un receptor de
citoquinas.

[4] La matriz de micropocillos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el miembro de base
tiene forma de placa.

[5] Un método de cribado de una célula diana presente entre células de muestra, que comprende las etapas de:

- hacer que las células de muestra y un caldo de cultivo de células esté contenido en al menos una parte de
los pocillos de una matriz de micropocillos que comprende multiples pocillos en una de las superficies
principales de un miembro de base, siendo los pocillos de un tamafio que permita la entrada de una Unica
célula en cada pocillo, y que comprende una capa de una sustancia de union que tiene la capacidad de
unirse a por lo menos una porciéon de una sustancia secretada por dicha célula diana, que reviste la
superficie principal alrededor de los pocillos, y no dentro de los pocillos, en donde la porcidn de la superficie
principal de la matriz de micropocillos, que no esta revestida por dicha capa, esta revestida con un agente
bloqueante.

- sumergir la capa de revestimiento y los pocillos en el caldo de cultivo y cultivar las células en un estado
que permita la difusion de sustancias en el caldo de cultivo de los pocillos en la capa de revestimiento;

- después de retirar opcionalmente el caldo de cultivo, alimentar con una sustancia marcadora que se una
especificamente a dicha sustancia secretada por dicha célula diana; e

- identificar la célula diana detectando la sustancia secretada por dicha célula diana que se ha unido a la
sustancia en la capa de revestimiento por medio de dicha sustancia marcadora.

[6] El método de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde las células presentes entre las células de
muestra incluyen las células que han sido estimuladas con un antigeno deseado con antelacion y estan en un
estado capaz de secretar una sustancia.

[7] El método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, en donde al menos una parte de
las células contenidas en los pocillos son células productoras de inmunoglobulinas.

[8] El método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5y 7, en donde al menos una parte de
las células contenidas en los pocillos son células productoras de citoquinas.

[9] EI método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde las células de muestra
incluyen las células productoras de inmunoglobulina y en donde dicha sustancia de union es un anticuerpo de anti-
inmunoglobulina o un antigeno, y la célula diana es una célula productora de inmunoglobulina especifica de
antigeno.
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[10] ElI método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde las células de
muestra incluyen las células productoras de inmunoglobulina, y en donde dicha sustancia de unién es un receptor de
citoquinas o receptor, y la célula diana es una célula productora de inmunoglobulina especifica de antigeno.

[11] ElI método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde las células de
muestra incluyen las células productoras de citoquinas y en donde dicha sustancia de unién es un anticuerpo de
anti-citoquina o un receptor de citoquinas, y la célula diana es una célula productora de citoquinas especificas de
antigeno.

[12] El método de deteccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde las células
productoras de inmunoglobulinas y las células productoras de citoquinas son células naturales, hibridomas o cepas
de células.

[13] El método de deteccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, en donde dicha célula diana
es un linfocito B y en donde dichos pocillos tienen forma cilindrica y un diametro de 4 a 15 micrometros.

15. Un método para aislar una célula diana, que comprende recuperar de un pocillo una célula diana identificada por
el método de deteccién de acuerdo con una cualquiera de 5 a 14.

La presente invencion proporciona un método y un medio que permite la medicién simultanea de los estados de un
gran nuamero de células, superior a 10.000, por ejemplo, y de manera deseable superior a 100 000, que se realiza en
un chip, tales como las propiedades reactivas de linfocitos estimulados por antigenos y la determinacion por
separado de los estados de las células individuales.

Los mejores modos de realizar la invencion

[La matriz de micropocillos]

La matriz de micropocillos empleada es una matriz de micropocillos que tiene mudltiples pocillos en una de las
superficies principales de un miembro de base; los pocillos son de un tamafio que permita la entrada de una Unica
célula. Una matriz de micropocillos que tiene una estructura tal puede emplearse en la forma descrita en los
documentos de patente 1 a 3, por ejemplo.

Micropocillos multiples se disponen en filas y columnas espaciadas por igual en un chip de matriz de micropocillos.

Ni la forma ni el tamafo de los micropocillos esta limitada especificamente. Sin embargo, por ejemplo, la forma del
micropocillo puede ser cilindrica. También puede ser no cilindrica, tal como un poliedro compuesto de multiples
caras (por ejemplo, un paralelepipedo, columna hexagonal o una columna octogonal), un cono invertido, una
piramide invertida (piramide triangular invertida, piramide cuadrada invertida, piramide pentagonal invertida, piramide
hexagonal invertida, o una piramide invertida poligonal con siete 0 mas angulos), o tienen una forma combinando
dos o mas de estas formas. Por ejemplo, puede ser parcialmente cilindrica, teniendo el resto la forma de un cono
invertido. En el caso de una forma cénica invertida o una piramidal invertida, la boca del micropocillo esta en la parte
inferior. Sin embargo, la forma puede ser una en la que una porcion de la parte superior del cono invertido o de la
piramide invertida se corta (en cuyo caso el fondo de los pocillos es plano). Para conicos y paralelepipedos, el fondo
de los pocillos es normalmente plano, pero también son posibles superficies curvas (concavas o convexas). La razén
de que el fondo de los pocillos se haga curvo es la misma que para las formas que consisten en un cono invertido o
una piramide invertida con una porcioén de la parte superior cortada.

Para un micropocillo de forma cilindrica, las dimensiones pueden ser, por ejemplo, de un diametro de 3 a 100
micrémetros. Cuando la célula organica es un linfocito B, el diametro tiene convenientemente de 4 a 15 micrémetros.
Ademas, la profundidad puede ser de 3 a 100 micrémetros, y en el caso en que la célula organica sea un linfocito B,
la profundidad es deseablemente de 4 a 40 micrometros. Sin embargo, las dimensiones de los pocillos, como se
expuso anteriormente, pueden ser adecuadamente determinadas en consideracion de una relacién deseable entre el
diametro de la célula organica que esta contenida en el pocillo respecto a las dimensiones de la microplaca.

La forma y el tamafio de los pocillos se determinan adecuadamente en consideracion al tipo de célula organica
(forma, tamafo y similares de la célula organica) que se almacena en el micropocillo de modo que una sola célula
organica estara contenida por micropocillo.

Para asegurar que una sola célula organica esté contenida por pocillo, por ejemplo, el diametro del circulo mas
grande que puede ser inscrito en la forma plana de los pocillos cae adecuadamente dentro de un intervalo de 0,5 a 2
veces, deseablemente de 0,8 a 1,9 veces, y preferiblemente, de 0,8 a 1,8 veces el diametro de la célula organica
que esta contenida en el pocillo.

Ademas, la profundidad de los pocillos cae adecuadamente dentro de un intervalo de 0,5 a 4 veces, deseablemente
de 0,8 a 1,9 veces, y preferiblemente, de 0,8 a 1,8 veces el diametro de la célula organica que esta contenida en el
pocillo.
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El nimero de micropocillos presentes en un unico chip de matriz de micropocillos no esta limitado especificamente.
Sin embargo, cuando la célula organica es un linfocito y la frecuencia de un linfocito especifico de antigeno dado por
cada 10° células es de 1 a aproximadamente 500 en el extremo superior, el nimero de micropocillos puede variar de
aproximadamente 2.000 a 1.000.000 por cm?, por ejemplo.

La matriz de micropocillos de la presente invencidon comprende ademas, en al menos una porcion de la superficie
principal de los mismos alrededor de los pocillos, una capa de revestimiento de una sustancia de unién que tiene la
capacidad de unirse a por lo menos una porcién de una sustancia secretada por, al menos, una parte de las células
contenidas en los pocillos. Esta es una caracteristica de la matriz de micropocillos de la presente invencion.

En la matriz de micropocillos de la presente invencion, el miembro de base puede ser una placa (pero no hay
intencion de limitarse a una placa), y se proporciona una capa de revestimiento sobre al menos una porcién de la
superficie principal aproximadamente de los multiples pocillos provistos en una superficie principal del miembro de
base. La matriz de micropocillos de la presente invencion se emplea para detectar la presencia o ausencia de la
unién entre una sustancia producida por al menos una parte de las células contenidas en los pocillos y una sustancia
en la capa de revestimiento.

Las células contenidas en los pocillos (células de la muestra) pueden ser, por ejemplo, un grupo de células que
contiene células productoras de inmunoglobulinas o células productoras de citoquinas. Ademas, las células
productoras de inmunoglobulinas y las células productoras de citoquinas pueden ser células naturales, hibridomas, o
cepas de células. Las células naturales pueden ser células de mamifero, tales como las células recogidas de seres
humanos, ratones o similares. Los hibridomas se pueden crear mediante los métodos habituales descritos en la
técnica anterior. Las cepas de células pueden ser cepas en las que una biblioteca de cADN de tipo de expresién, o
similar, se ha introducido genéticamente.

Cuando las células contenidas en los pocillos son muestras, las células que incluyen las células productoras de
inmunoglobulina, un antigeno o un anticuerpo anti-inmunoglobulina capaz de reaccionar frente a la inmunoglobulina
en forma de una sustancia producida por las células productoras de inmunoglobulinas se pueden emplear como la
sustancia de unién que tiene la capacidad de unirse a al menos una parte de la sustancia producida por las células.
La presencia o ausencia de la unién se detecta usando un antigeno o un anticuerpo para la inmunoglobulina
producida.

Cuando las células contenidas en los pocillos son muestras, las células que incluyen las células productoras de
citoquinas, un anticuerpo anti-citoquina capaz de reaccionar a la citoquina que es la sustancia producida por las
células productoras de citoquinas, o receptores, se pueden emplear como la sustancia de unién que tiene la
capacidad de unirse a al menos una parte de la sustancia producida por las células. La presencia o ausencia de la
union se detecta usando un anticuerpo frente a la citoquina o a un receptor de citoquinas.

O, cuando las células contenidas en los pocillos son muestras, las células que incluyen las células productoras de
inmunoglobulina, la sustancia de union que tiene la capacidad de unirse a al menos una parte de la sustancia
producida por las células puede ser un receptor o receptor de citoquinas que es capaz de reaccionar con la
inmunoglobulina que se produce por las células productoras de inmunoglobulina. En ese caso, se detecta la
presencia o ausencia de enlaces usando un ligando o citoquina capaz de reaccionar con el receptor o el receptor de
citoquinas. Cuando la inmunoglobulina producida se une al receptor o receptor de citoquinas, la unién al ligando o
las citoquinas utilizado para detectar la presencia o ausencia de unién esta bloqueado, lo que permite la deteccién
de la presencia o ausencia de la unién.

Los ejemplos de:

(1) sustancias que tienen la capacidad de unirse a al menos una parte de la sustancia producida por las células
(aglutinante);

(2) células almacenadas en los pocillos (células de la muestra);
(3) Las sustancias producidas por las células (sustancias producidas); y

(4) marcar las sustancias (sustancias marcadoras) para identificar las sustancias producidas se dan en la Tabla 1 a
continuacion.

La sustancia utilizada para las sustancias marcadoras para la identificacion de la sustancia producida puede ser una
sustancia fluorescente, por ejemplo. Sin embargo, no se limita a sustancias fluorescentes, y otras sustancias
marcadoras son posibles. El marcado con una sustancia fluorescente tal como un antigeno o anticuerpo que sirve
como sustancia marcadora puede llevarse a cabo por los métodos habituales. Hay casos en los que la sustancia
marcadora se une especificamente a la sustancia producida, y los casos en los que se une especificamente a la
sustancia de union.

[Tabla 1]
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Sustancia de unién Célula Sustancia producida Sustancia marcadora
Anti-inmunoglobulina Linfocitos B Inmunoglobulina (anticuerpo) Antigeno
Anticuerpo Todos los anticuerpos tales como IgG,
IgM, IgA, IgE
Anti-inmunoglobulina Linfocitos B Inmunoglobulina (anticuerpo) de | Anticuerpo de anti-
anticuerpos inmunoglobulina
Anticuerpo Todos los anticuerpos tales como IgG,
IgM, IgA, IgE
Anticuerpo anti-lgG Linfocitos B IgG Antigeno
Anticuerpo anti-lgG Linfocitos B IgG Anticuerpo anti-lgG
Anticuerpo anti-IgM Linfocitos B IgM Antigeno
Anticuerpo anti-IgM Linfocitos B IgM Anticuerpos anti-IlgM
Anticuerpo anti-IgA Linfocitos B IgA Antigeno
Anticuerpo anti-IgA Linfocitos B IgA Anticuerpo anti-IgA
Anticuerpo anti-IgE Linfocitos B IgE Antigeno
Anticuerpo anti-IgE Linfocitos B Citoquina Anticuerpo anti-IgE
Anticuerpo anti- | Linfocitos T, | Citoquina Anticuerpo anti-citoquina
citoquina otros
Anticuerpo anti- | Linfocitos T, | Citoquina Receptor de citoquinas
citoquina otros (soluble)
Receptor de citoquinas | Linfocitos T, | Citoquina Anticuerpos anti-citoquina
(soluble) otros
Antigeno Linfocitos B IgG Anticuerpo anti-lgG
Antigeno Linfocitos B IgM Anticuerpo anti-IlgM
Antigeno Linfocitos B IgA Anticuerpo anti-IgA
Antigeno Linfocitos B IgE Anticuerpos anti-IgE
Receptor de citoquinas | Linfocitos B Anticuerpo Citoquina*
(soluble)
Receptor (soluble) Linfocitos B Anticuerpo Ligando**

* La deteccion de anticuerpos que bloquean la unién de la citoquina

**La deteccion de anticuerpos que bloquean la unién del ligando

En la formacién de la capa de revestimiento de una sustancia de union, la superficie principal de la placa base en la
que la capa de revestimiento se va a formar se trata con un agente de acoplamiento de silano, por ejemplo, para
asegurar la union de la sustancia de union y la superficie principal. A continuacion, una soluciéon que contiene la
sustancia de union puede ser aplicada a la superficie que ha sido tratada con el agente de acoplamiento de silano
para formar la capa de revestimiento. La cantidad de la capa de aglutinante en la capa de revestimiento puede ser
adecuadamente determinada con base al tipo de sustancia, el tipo de célula y la sustancia producida, y el tipo de
sustancia marcadora. El tratamiento de la superficie para asegurar la unién de la sustancia que se une a la superficie
principal no se limita al tratamiento con un agente de acoplamiento de silano; cualquier sustancia que promueva la
unién de una sustancia de unién que comprenda la proteina o similar a la superficie de una placa de base
compuesta de un material inorganico (tal como un material de silicona) o un material organico (tal como un material
polimero) se puede seleccionar adecuadamente para su uso.

En la superficie que esta revestida con la sustancia de union, puede haber casos en los que la sustancia de union
puede no estar revestida densamente, con porciones de la superficie no revestida restantes dependiendo de la
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cantidad del revestimiento. En tales casos, particularmente cuando la superficie ha sido tratada con un agente de
acoplamiento de silano como se ha expuesto anteriormente, hay casos en los que la sustancia producida por las
células se unira de manera no especifica a la superficie de la placa base. Tal unién no especifica causa una
disminucién en la precision de la sensibilidad de la deteccion. En consecuencia, en la presente invencién, al menos
una porcién de la superficie principal no tiene una capa de revestimiento de una sustancia que tiene la capacidad de
unirse a al menos una parte de la sustancia producida por las células que estan contenidas en los pocillos se reveste
deseablemente con un agente de bloqueo. Un ejemplo de un agente de bloqueo es el polimero soluble en agua
Lipidure (marca registrada) que tiene una unidad estructural en forma de 2-metacriloiloxietilfosforilcolina (MPC) con
la misma estructura que la base polar de la fosfatidilcolina que constituye la membrana celular.

[El método de cribado]

El método de cribado de la presente invenciéon emplea la matriz de micropocillos de la presente invencién para
detectar una célula diana de un grupo de células que contienen células de muestras; que comprende las siguientes
etapas:

(1) hacer que las células de muestra y el caldo de cultivo de células estar contenidos en al menos una parte de los
pocillos de la matriz de micropocillos;

(2) sumergir la capa de revestimiento y los pocillos en caldo de cultivo y cultivar las células durante un cierto periodo
en un estado que permita la difusion de sustancias contenidas en el caldo de cultivo de las células en la capa de
revestimiento;

(3) después de retirar el caldo de cultivo, alimentar con una sustancia marcadora que se una especificamente a la
sustancia producida por las células diana presentes entre las células de muestra en la capa de revestimiento; y

(4) detectar una sustancia que se ha producido o secretado por las células diana y que se ha unido a la sustancia en
la capa de revestimiento con la sustancia marcadora para identificar la célula diana.

La (1) sustancia que tiene la capacidad de unirse a al menos una porcidon de una sustancia producida por una célula
(aglutinante); (2) las células contenidas en los pocillos (células de la muestra); (3) la sustancia producida por las
células (sustancia producida); y (4) la sustancia que identifica la sustancia producida que se ha marcado (sustancia
de identificacion marcadora) empleada en el método de cribado de la presente invencidon son idénticos a los
descritos para la matriz de micropocillos de la presente invencion, y los elementos dados en la Tabla 1 son ejemplos
de esto.

Etapa 1)

Las células (un grupo de células), que incluyen las células de muestras se introducen con un caldo de cultivo de
células en al menos una parte de los pocillos de una matriz de micropocillos. Antes de introducir las células, los
pocillos de la matriz de micropocillos y el area alrededor de ellos se limpian con el medio; la eliminaciéon adecuada
de impurezas que se han adherido a la superficie en el curso de la formacion de la capa de revestimiento de una
sustancia de unioén es deseable para una deteccién precisa. Las células se introducen con el caldo de cultivo en los
pocillos. Las células de muestra que estan contenidas en los pocillos pueden estar compuestas de un grupo de
células que contiene células productoras de inmunoglobulinas o células productoras de citoquinas. Ademas, las
células productoras de inmunoglobulinas y células productoras de citoquinas pueden ser células naturales o
hibridomas. Estos grupos de células se pueden obtener por métodos conocidos.

Las células que estan contenidas en los pocillos pueden ser células que han sido estimuladas con un antigeno
deseado con antelacion para inducir una produccion de sustancia que permita el estado. Por ejemplo, en el caso de
células productoras de inmunoglobulinas, que son células deseablemente que han sido estimuladas con un antigeno
deseado con antelacion para inducir un estado que permita la produccion de inmunoglobulina. Del mismo modo, en
el caso de células productoras de citoquinas, que son células deseablemente que han sido estimuladas con un
antigeno deseado con antelaciéon para inducir un estado que permita la produccion de citoquinas. El antigeno
deseado no esta especificamente limitado; varios miembros deseados del grupo que consisten en proteinas,
azucares, lipidos, acidos nucleicos, compuestos organicos, compuestos inorganicos, y combinaciones de los
mismos (incluyendo las células) se pueden seleccionar adecuadamente. El caldo de cultivo se puede determinar
adecuadamente sobre la base de los tipos de células que se estan introduciendo y detectando.

Etapa 2)

La capa de revestimiento y los pocillos se sumergen en el caldo de cultivo y las células se cultivan en un estado que
permita la difusiéon de sustancias contenidas en el caldo de cultivo de los pocillos en la capa de revestimiento. Las
células cultivadas producen sustancias y de las sustancias que se producen se liberan en el caldo de cultivo,
difundiéndose de los pocillos en la capa de revestimiento alrededor de los pocillos. Las sustancias que se difunden y
llegan a la capa de revestimiento se unen a las sustancias de unién que constituyen la capa de revestimiento
producida. Las condiciones de cultivo se pueden determinar adecuadamente en funcioén del tipo de célula. El periodo
de cultivo puede ser adecuadamente determinado para producir una cantidad detectable de la sustancia producida
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unida a la sustancia de unién que constituye la capa de revestimiento. En la capa de revestimiento alrededor de los
pocillos que contenian células que no producian la sustancia, no tiene lugar la unién entre una sustancia producida y
la sustancia de unién. Un periodo de cultivo excesivamente largo de resulta en una excesiva amplia difusion de la
sustancia producida en ocasiones, por lo que es dificil especificar a aquellos pocillos que contienen las células que
producen la sustancia producida. El periodo de cultivo es deseable determinarlo adecuadamente dentro de un
intervalo que permita la especificacion lista de esos pocillos que contienen las células que producen la sustancia
producida.

Etapa 3)

Una vez que el cultivo ha finalizado, después de retirar opcionalmente el caldo de cultivo, una sustancia marcadora
que se una especificamente a la sustancia producida por las células diana presentes entre las células de muestra se
introduce en la capa de revestimiento. La sustancia producida por las células diana se dispersa durante el cultivo,
uniéndose a la sustancia de unién que constituye la capa de revestimiento. Mediante la alimentacion de una
sustancia marcadora en esta etapa, la sustancia marcadora se une a la sustancia producida que se ha unido a la
capa de revestimiento, o se une a la capa de revestimiento que no ha sido bloqueada por la sustancia producida
unida a la capa de revestimiento. En el primer caso, la sustancia marcadora a veces se une a la sustancia
producida. En este Ultimo caso, la sustancia marcadora no se une a la sustancia producida, sino a la sustancia de
union que constituye la capa de revestimiento. Este punto se describe con detalle mas adelante.

Antes de alimentar la sustancia marcadora, es deseable eliminar el caldo de cultivo. Cuando las células contenidas
en los pocillos son células productoras de inmunoglobulina, por ejemplo, grandes cantidades de anticuerpos se
secretan en el caldo de cultivo. Cuando se afiade el anticuerpo anti-inmunoglobulina, por ejemplo, termina la union al
anticuerpo en el caldo de cultivo antes de que se una al anticuerpo en la superficie del chip, y puede impedir la
deteccion del anticuerpo unido a la superficie del chip. Sin embargo, hay casos en los que la deteccion puede
llevarse a cabo sin problema mediante la combinacion de células y sustancias de unién, incluso cuando la sustancia
marcadora se introduce en la capa de revestimiento sin necesidad de retirar el caldo de cultivo.

Etapa 4)

La sustancia producida por la célula diana que se ha unido a la sustancia en la capa de revestimiento se detecta por
medio de la sustancia marcadora y se especifica la célula diana. La sustancia marcadora se une a la sustancia
producida que se ha unido a la capa de revestimiento. En consecuencia, es posible especificar la célula (célula
diana) que produce la sustancia producida que se une a la capa de revestimiento mediante la deteccion de la
sustancia marcadora.

Cuando la sustancia marcadora es una sustancia que se une especificamente a la sustancia producida, la sustancia
marcadora se une a la sustancia producida que se ha difundido de los pocillos en la capa de revestimiento alrededor
de los pocillos, alcanzada la capa de revestimiento, y unida a la sustancia que se une que constituye la capa de
revestimiento. Se detecta esta sustancia marcadora unida. Ademas, no hay unién de la sustancia producida y la
sustancia de unién en la capa de revestimiento alrededor de los pocillos en los que no se produce ninguna
sustancia. Por lo tanto, no hay unién de la sustancia marcadora y no se detecta sustancia marcadora.

Cuando la sustancia marcadora es una sustancia que se une especificamente a la sustancia de unién, la sustancia
producida que se ha difundido de los pocillos en la capa de revestimiento alrededor de los pocillos, que alcanza la
capa de revestimiento y se une a la sustancia de unién que constituye la capa de revestimiento, bloquea la unién de
la sustancia marcadora y la sustancia de unién. Ademas, no hay union de la sustancia producida y la sustancia de
unién en la capa de revestimiento alrededor de los pocillos en los que no se ha producido la sustancia producida.
Por lo tanto, la unién de la sustancia marcadora y la sustancia de unién no esta bloqueada y la sustancia marcadora
se une. En este caso, no se detecta ninguna sustancia marcadora en los pocillos en los que la sustancia producida
se ha producido, distinguiéndolos de los pocillos en los que se detecta la sustancia marcadora.

Cuando la sustancia marcador es un marcador fluorescente, por ejemplo, las células diana se pueden especificar
con un microscopio de fluorescencia, escaner de imagenes fluorescentes, lector de imagenes o similar.

En las realizaciones descritas mas adelante, se emplean principalmente chips con pocillos regulares de forma
hexagonal (abajo a la izquierda en la Fig. 1). En este caso, la sefial se propaga en casi formas de circulo concéntrico
(parte superior izquierda de la Fig. 1). Sin embargo, como se indica en la parte inferior derecha de la figura 1,
cuando se forma en un pocillo hexagonal regular una incisién diagonal, el anticuerpo o similar que se produce
también se extiende en la direccién de la hendidura, produciendo una forma tal como el sistema de la Via Lactea
que se muestra en la parte superior derecha de la figura. 1. De esta manera, la sefial de la sustancia mrcadora
obtenida a través del producto varia en la forma basada en la forma del pocillo.

Cuando la sustancia marcadora es una sustancia que se une especificamente a la sustancia producida (1)

Cuando las células de muestra contenidas en los pocillos incluyen células productoras de inmunoglobulina, el cultivo
de las células da como resultado la produccion de inmunoglobulina. Mediante el uso de una capa de revestimiento
con un anticuerpo anti-inmunoglobulina o antigeno como la sustancia de unién, la inmunoglobulina que se produce
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se une a la capa de revestimiento y la inmunoglobulina, que se ha producido y se ha unido a la capa de
revestimiento, se puede detectar utilizando un anticuerpo para la inmunoglobulina o un antigeno. Alrededor de los
pocillos que contenian células que no producian inmunoglobulina, es decir, en torno a los pocillos que contenian
células que no producen inmunoglobulina cuando son estimulados con el antigeno que se ha proporcionado, no hay
inmunoglobulina que se haya difundido de los pocillos. Estos pocillos se pueden distinguir de los pocillos que
contienen células que producen inmunoglobulina. De esta manera, es posible especificar las células diana en forma
de células productoras de inmunoglobulinas especificas de antigeno.

Una descripcion mas especifica se le dara usando la figura. 2.

(A) Se vierten células que secretan anticuerpo en los pocillos individuales de un chip de matriz de
micropocillos de silicio a la superficie de la cual se ha unido el anticuerpo anti-inmunoglobulina (Ig).

(B) Las células se cultivan, haciéndolas que secreten el anticuerpo. El anticuerpo que es secretado por las
células se une al anticuerpo anti-lg alrededor de los pocillos.

(C) Cuando se afiade el antigeno marcado con fluorescencia, el antigeno se une al anticuerpo especifico de
antigeno que ha sido atrapado alrededor de los pocillos.

(D) La observacion por microscopia de fluorescencia, escaneado, o similar revela que el anticuerpo
especifico de antigeno se ha extendido con forma de rosquilla alrededor de los pocillos.

Cuando la sustancia marcadora es una sustancia que se une especificamente a la sustancia producida (2)

Cuando las células de muestra contenidas en los pocillos incluyen células productoras de citoquinas, el cultivo de las
células da como resultado la produccion de citoquinas. Mediante el uso de una capa de revestimiento con un
anticuerpo anti-citoquina o un receptor de citoquinas como sustancia de unién, la citoquina que se produce se une a
la capa de revestimiento y la citoquina, que ha sido producida y unida a la capa de revestimiento, se puede detectar
utilizando un anticuerpo para la citoquina o un receptor de citoquinas. Alrededor de los pocillos que contenian
células que no producen citoquinas, es decir, los pocillos que contenian células que no producen citoquinas cuando
son estimuladas con el antigeno que se ha proporcionado, no se difunden citoquinas desde los pocillos. Estos
pocillos se pueden distinguir de los pocillos que contienen células que producen citoquinas. De esta manera, es
posible especificar las células diana en forma de células productoras de citoquinas.

Cuando la sustancia marcadora es una sustancia que se une especificamente a la sustancia de unién

Cuando las células de muestra contenidas en los pocillos incluyen células productoras de inmunoglobulina, el cultivo
de las células da como resultado la produccion de inmunoglobulina. Mediante el uso de una capa de revestimiento
con un receptor de citoquina o un receptor como la sustancia de union, una parte de la inmunoglobulina que se
produce se une a la capa de revestimiento, y la porciéon de inmunoglobulina que se ha producido y se ha unido a los
blogues de la capa de revestimiento de unién del receptor de citoquina o receptor frente a la sustancia marcadora en
forma de una citoquina o un ligando. La sustancia marcadora no se une alrededor de los pocillos que contienen
células productoras de inmunoglobulina. Alrededor de los pocillos que contenian células que no producen
inmunoglobulina, es decir, los pocillos que contenian células que no producen inmunoglobulina cuando esta excitado
con el antigeno que se ha proporcionado, ninguna inmunoglobulina se dispersa de los pocillos y no se bloquea la
union del receptor de citoquina o receptor a la citoquina o ligando. Alrededor de los pocillos que contienen células
que producen inmunoglobulina que no se une a un receptor de citoquinas o receptor, y alrededor de los pocillos que
contienen células productoras de inmunoglobulina que se unen a un receptor de citoquinas o a un receptor, pero no
se bloguea la unién entre el receptor de citoquina o el receptor y la citoquina o ligando, la inmunoglobulina de
difusion de los pocillos se une, pero no se bloquea la unién del receptor de citoquina o del receptor de citoquina o el
ligando. Tales pocillos se pueden distinguir de los pocillos que contienen células productoras de inmunoglobulina.
Las células diana en forma de células productoras de inmunoglobulinas especificas de antigeno de este modo se
pueden especificar.

Se describira el método anterior basado en la fig. 3.
(A) Un receptor se reviste sobre la superficie del chip.

(B) Se afiaden las células que secretan anticuerpos a los pocillos y se cultivan. El anticuerpo que es
secretado se difunde. El anticuerpo especifico de receptor se une al receptor alrededor de los pocillos.

(C) Cuando el anticuerpo que se ha unido al receptor se une a un sitio de union al ligando, el ligando
marcado con fluorescencia no puede unirse al receptor.

(D) Cuando el anticuerpo que se ha unido al receptor se une a algo mas que un sitio de union al ligando, el
ligando marcado con fluorescencia es capaz de unirse al receptor.

[Método para aislar células diana]
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La presente invencién incluye un método para aislar células diana de acuerdo con la reivindicacién 15, que
comprende la recuperacion de los pocillos de las células diana que se han identificado por el método de selecciéon
descritos anteriormente de la presente invencién. Las células diana pueden ser células productoras de
inmunoglobulinas especificas o células especificas productoras de citoquinas.

La presente descripcion permite la preparacion de una proteina de anticuerpo especifico de antigeno mediante la
recuperacion de un gen de inmunoglobulina especifica de antigeno de una célula diana recuperada, que expresa
cADN de anticuerpo y la preparacion de una proteina anticuerpo especifico de antigeno. Ademas, el ARNm de un
gen receptor de células T expresadas por una célula que ha producido una citoquina se puede recuperar y el cADN
del receptor de células T se puede recuperar y se introduce en otra célula para expresar una proteina del receptor
de células T.

Realizaciones

La presente invencion se describe con mayor detalle a continuacion sobre la base de realizaciones. Se describira un
ejemplo de la preparacién de un chip de matriz de micropocillos.

Ejemplo de preparacion 1

Se describira un ejemplo de preparacién que emplea una placa base de silicio. La figura 4-1 es un ejemplo de un
chip de matriz de micropocillos basado en el ejemplo de preparacion 1. Ejemplos de las etapas de preparacion se
muestran en la Fig. 4-2.

(1) Se forma una pelicula de 6xido 1-a sobre una placa base de silicio 1-b.

(2) Una resina fotosensible 1-c, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd., se aplica en la placa
base y se utiliza un dispositivo de exposicion para transferir un patrén.

(3) La pelicula de 6xido 1-a que se expone a través de la resina fotosensible 1-c se graba con acido
fluorhidrico tamponado.

(4) Los pocillos 1-d, que tienen de 10 a 20 micras de profundidad se forman por ataque quimico en seco o
por grabado humedo. La fotorresistencia 1-c se elimina adecuadamente basada en el método de grabado.

(5) La superficie se trata con el cebador de modo que los anticuerpos se unen de manera uniforme. Por
ejemplo, se utiliza un tratamiento de sililacion para formar grupos sililo 1-e en la superficie y las paredes interiores de
los pocillos. Hay varios materiales y métodos que se pueden emplear en este tratamiento; que no estan limitados por
el tratamiento empleado en el presente ejemplo de preparacion.

(6) La deteccion de células que secretan anticuerpo se lleva a cabo basado en la presente invencion.
Ejemplo de preparacion 2

Para controlar mas claramente los anticuerpos que son secretados por las células, es posible proporcionar
particiones alrededor de los pocillos. La figura 5-1 muestra la apariencia externa de una particién tal y la Fig. 5-2
muestra un ejemplo de preparacion.

(1) Se forma una capa de 6xido 2-a sobre una placa base de silicio 2-b.

(2) Una resina fotosensible 2-c, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd., se aplica en la placa
base y se utiliza un dispositivo de exposicion para transferir un patrén.

(3) La pelicula de 6xido 2-a que se expone a través de la resina fotosensible 2-c se graba con acido
fluorhidrico tamponado.

(4) Las resinas fotosensibles 2-c se retiran y se fabrican muescas 2-D que son de 1 a 5 micras de
profundidad por ataque quimico.

(5) Una resina fotosensible 2-e, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd., se aplica de nuevo en
la placa base y se utiliza un dispositivo de exposicion para transferir un patron. Cuando las muescas son profundas,
se puede emplear una resina negativa, tal como OMR-85 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd.

(6) Los pocillos 2-f que tienen de 10 a 20 micras de profundidad se forman con un grabador seco.

(7) La superficie se trata con el cebador de modo que los anticuerpos se unen de manera uniforme. Por
ejemplo, se utiliza un tratamiento de sililacion para formar grupos sililo 2-g en la superficie y las paredes interiores de
los pocillos. Hay varios materiales y métodos que se pueden emplear en este tratamiento; que no estan limitados por
el tratamiento empleado en el presente ejemplo de preparacion.
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(8) La deteccion de células que secretan anticuerpo se lleva a cabo basado en la presente invencion. En el
presente ejemplo, dado que las paredes se forman alrededor de los pocillos para inhibir la difusion de los
anticuerpos, la confusién debida a la difusién de los anticuerpos se inhibe, lo que facilita la identificacion de la
imagen.

La figura 5-3 muestra el resultado de una prueba del presente ejemplo de preparacion.
Ejemplo de preparacion 3

Al aumentar el area de superficie alrededor de los pocillos, es posible observar con mayor precision los anticuerpos
que se secretan. El area de superficie se puede aumentar mediante la formacién de una estructura de silicio porosa
0 una estructura desigual, por ejemplo. La publicacién de patente japonesa no examinada (KOKAI) No. Heisei 6-
21509, por ejemplo, describe un método para la preparacion de silicio poroso. Una estructura desigual se puede
preparar por ataque quimico, deposicion de vapor o similares. La figura 6-1 muestra la apariencia externa de la
misma, y la fig. 6-2 muestra un ejemplo de obtencion de la misma.

(1) Una pelicula de 6xido 3-a se forma en la placa base de silicio 3-b.

(2) Una resina fotosensible 3-c, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd., se aplica en la placa
base y se utiliza un dispositivo de exposicion para transferir un patrén.

(3) La pelicula de 6xido 3-a que se expone a través de la resina fotosensible 3-c se graba con acido
fluorhidrico tamponado.

(4) Para aumentar el area superficial de las aberturas en las partes expuestas, puede ser fabricada una
estructura porosa 3-d, por ejemplo. La estructura porosa se forma por el tratamiento de conversion quimica del
anodo o similares. También se puede fabricar una nanoestructura en la superficie con una mezcla de acido
fluorhidrico y acido nitrico.

(5) Una resina fotosensible 3-e, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd., se aplica de nuevo en
la placa base y se utiliza un dispositivo de exposicién para transferir un patrén. Se utiliza grabado en seco para
formar pocillos 3-f que tienen de 10 a 20 micras de profundidad.

(6) La superficie es tratada con el cebador de modo que los anticuerpos se unen de manera uniforme. Por
ejemplo, se utiliza un tratamiento de sililacion para formar grupos sililo 3-g en la superficie y las paredes interiores de
los pocillos. Hay varios materiales y métodos que se pueden emplear en este tratamiento; que no estan limitados por
el tratamiento empleado en el presente ejemplo de preparacion.

(7) La deteccion de células que secretan anticuerpos se lleva a cabo basado en la presente invencion. En el
presente ejemplo, puesto que el area de superficie aumenta alrededor de los pocillos y ya que se aumenta la
densidad de los enlaces marcados con fluorescencia, se facilita la identificacion de la imagen de fluorescencia.

Ejemplo de preparacion 4

Al causar que el anticuerpo se una de manera localizada solamente alrededor de los pocillos, es posible observar la
secrecion de anticuerpos con mas claridad. En el presente método, una sustancia que sirve como medio para
provocar que el anticuerpo se una solamente alrededor de los pocillos puede ser lograda por la terminacién usando
un patrén o similar. La apariencia externa de la misma se muestra en la Fig. 7-1, y un ejemplo de preparacion se
muestra en la Fig. 7-2. Una pelicula de 6xido 4-a se forma sobre un sustrato de silicio 4-b.

(1) Una resina fotosensible 4-c, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd. se aplica en la placa
base y se utiliza un dispositivo de exposicion para transferir un patrén.

(2) La pelicula de 6xido 4-a que se expone a través de la resina fotosensible 4-c se graba con acido
fluorhidrico tamponado.

(3) La superficie es tratada con el cebador de modo que los anticuerpos se unen de manera uniforme. Por
ejemplo, la superficie se termina con un agente de acoplamiento de silano en forma de hexametildisilazano o
similares. Hay varios materiales y métodos que se pueden emplear en este tratamiento; que no estan limitados por
el tratamiento empleado en el presente ejemplo de preparacion.

(4) Una resina fotosensible 4-e, tal como OFPR-800 de Tokyo Ohka Kogyo Co., Ltd., se aplica sobre la
misma.

(5) Un patrén de union de anticuerpo se forma en la fotorresina 4-e con un dispositivo de exposicion. La
dimension del patron de unidn del anticuerpo, que es mayor que los pocillos, es de 1 micrometro a 1/2 entre los
pocillos adyacentes.

(6) Las fotoresinas 4-e se procesan en un patron de pocillo con un dispositivo de exposicion.
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(7) Se utiliza grabado en seco para formar pocillos 4-f que tienen de 10 a 20 micras de profundidad en el
patrén del pocillo. En el curso de los pocillos que forman, la sustancia 4-d que se une al anticuerpo que no esta
protegida por la sustancia fotorresistente 4-e se elimina simultaneamente. También se puede quitar con plasma de
oxigeno o similares.

(8) Las fotorresinas 4-e se eliminan con un disolvente organico tal como acetona. Dado que la sustancia
que se une a los anticuerpos solo esta presente alrededor de los pocillos, el rango de la unién del anticuerpo puede
ser localizado.

(9) Las etapas anteriores pueden simplificarse mediante el empleo de un agente de acoplamiento de silano
fotosensible. En concreto, después de realizar el procesamiento de acuerdo con el Ejemplo de Preparacion 1, el
agente de acoplamiento de silano fotosensible se aplica y se forma en un patrén deseado por la exposicion a la luz
para lograr los mismos resultados que en el presente ejemplo de preparacion.

Se sembré anticuerpo marcado con fluorescencia en un chip de matriz de micropocillos producido de acuerdo con el
presente ejemplo de preparacion. El estado de union observado se muestra en la Fig. 7-3. La union de anticuerpos
se observo solamente en porciones alrededor de los pocillos. Ademas, el presente ejemplo de preparacion se
caracteriza por que la superficie de union del anticuerpo se formoé solamente alrededor de los pocillos; hay varios
métodos para lograr esto. También es posible emplear la serie Dix o similar hecho por Kishimoto Sangyo Co., Ltd.
Forma grupos amino en la superficie de resina poliparaxilileno. La misma superficie de unidn se puede realizar como
en el presente ejemplo de preparacion. El mismo efecto se puede conseguir también mediante la formacion de una
pelicula que tiene un efecto que es inverso de él de la imprimaciéon para la unién del anticuerpo en porciones
distintas de la superficie de unién del anticuerpo, cuando sea necesario. Un ejemplo es Biosurfine, fabricado por
Toyo Gosei Co., Ltd.

Método de tratamiento de la superficie (Fig. 8)

Un tratamiento de superficie se lleva a cabo por el método siguiente para causar que el anticuerpo anti-lg se una de
manera uniforme.

1. La suciedad, tal como el aceite, en la superficie de la placa base 5-a se retira. La suciedad se elimina, por
ejemplo, mediante la limpieza con un disolvente organico, acido y alcalino, o mediante la limpieza en seco con
plasma de oxigeno o similares. El material de la placa base se puede seleccionar adecuadamente sobre la base de
la suciedad.

2. Para aumentar la densidad de la union de la superficie del cebador que se une a la placa base y un
anticuerpo, por ejemplo, también es posible formar grupos hidroxilo 5-b que sustituyen a la imprimacion en la
superficie de la placa base. Para formar grupos hidroxilo en la superficie de la placa base y eliminar las
microparticulas de la superficie, se lleva a cabo un lavado con aproximadamente 1 por ciento de agua de amoniaco.
A continuacion, se realiza un enjuague a fondo con agua. En el caso del silicio, basta con sustituir a éste con SC-1
que limpia en la limpieza de RCA. Sin embargo, el punto 2 se puede omitir si la formacién de una superficie
adecuada para la union del cebador imprimacion adecuado se puede lograr en 1.

3. El cebador 5-c se une a la superficie. Se sumerge en un agente de acoplamiento de silano o similar, y
adecuadamente se sustituye con grupos hidroxilo en la superficie. El cebador es, por ejemplo, hexametildisilazano,
que hace que la superficie sea hidréfoba. Hay varios materiales de cebadores y métodos que pueden emplearse en
este tratamiento; que no se limitan al agente de tratamiento superficial empleado en el presente ejemplo de
preparacion.

El cebador se caracteriza principalmente por ser un agente de acoplamiento de silano o un agente de sililacién, y por
la unién del material organico al material inorganico. Se emplea como agente modificador de la superficie y produce
una superficie hidréfoba. En los semiconductores, son principalmente empleados materiales tipificados por
hexametildisilazano. Es necesario que la imprimacion se pueda seleccionar adecuadamente sobre la base del
material de la placa base. Ejemplos de ello son los agentes de acoplamiento de silano y los agentes de sililacion
vendidos por Shin-Etsu Silicone.

El cebador puede ser revestido por una variedad de métodos. La inmersion, el revestimiento por rotacion, la difusion
con gas, burbujeo con Nz y similares, son todos posibles. Es necesario seleccionar el método mas adecuado para el
material. Por ejemplo, en el caso de difusion con gas, la implementacion es posible por la exposicion a una
atmosfera de imprimacion vaporizada en un recipiente herméticamente sellado durante 5 a 10 minutos.

La matriz de chips de micropocillos del presente ejemplo de preparacion no esta limitada al silicio y se puede formar
a partir de resina, metal, vidrio o similares. No tiene que tener la forma de un solo material, sino que puede tener
forma de una pelicula formada en una placa base.

Ejemplos de resinas son acrilico, polipropileno, polietileno, cloruro de polivinilo, ABS, poliuretano, resina epoxi,
resinas termoendurecibles, resinas de fotocurado y resinas foto-solubles. Estas resinas pueden ser moldeadas por
inyeccion, compresion, termoendurecimiento, fotocurado, grabado en seco y similares. También puede llevarse a
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cabo el moldeo mediante la formacién de una pelicula de resina sobre un vidrio, silicio o la placa base de metal. La
superficie de una resina que ha sido moldeada en forma de micropocillos puede ser tratada con la imprimacion de la
misma manera que el silicio se une a los anticuerpos. Por ejemplo, esto puede ser realizado por el método de
tratamiento de la superficie que se describe en la presente invencién. Mediante el uso de un cebador fotosensible,
es posible formar un patron de unién del anticuerpo de la misma manera que en el silicio. En este ejemplo, el
cebador empleado se selecciona adecuadamente mientras que se tenga en cuenta también sus propiedades de
union a los materiales de resina. Si la resina en si funciona para acoplar el anticuerpo a la superficie de la misma y
es capaz de la union de anticuerpos, se puede lograr una reduccién aun mayor en el costo.

Los ejemplos de metales son el aluminio, las aleaciones de aluminio, aleaciones de cobre, oro y acero inoxidable.
Estos metales pueden ser moldeados por moldeo en moldes de metal, grabado y similares. También puede llevarse
a cabo el moldeo mediante la formacién de una pelicula metalica sobre un vidrio, silicio o placa base de metal. Una
superficie de metal que ha sido moldeada con forma de micropocillos puede ser tratada con la imprimacién de la
misma manera que el silicio se une a los anticuerpos. Por ejemplo, esto puede ser realizado por el método de
tratamiento de la superficie que se describe en la presente invencion. En este ejemplo, el cebador empleado se
selecciona adecuadamente mientras que se tengan en cuenta también sus propiedades de union a los materiales
metalicos.

Los micropocillos se pueden formar de vidrio por ataque quimico. Ademas, se puede formar una pelicula de resina,
silicio o de metal en la superficie para formar micropocillos. La superficie de un metal que ha sido moldeado en
forma de micropocillos puede ser tratada con la imprimaciéon de la misma manera que el silicio se une a los
anticuerpos. Por ejemplo, esto puede ser realizado por el método de tratamiento de la superficie que se describe en
la presente invencion. En este ejemplo, la imprimacion empleada se selecciona adecuadamente mientras que se
tenga en cuenta también su propiedad de union al vidrio y los materiales de superficie de pelicula que forma.

En las realizaciones siguientes, se emplearon chips de silicio de la matriz de pocillos fabricada de acuerdo con el
Ejemplo de Preparacion 1. Sin embargo, la forma de la superficie de los pocillos de los chips empleados en las
realizaciones era hexagonal (redonda en el ejemplo de preparacion 1).

Forma de realizacion 1
Método experimental (Protocolo 1)

1. [Aplicaciéon de un revestimiento sobre un chip de IgG anti-humana] Una cantidad de 80 pl de IgG anti-
humana que se habia diluido con PBS a 10 ug/ml se afiadié a una matriz de chips de micropocillos de silicio que
habia sido tratada con un agente de acoplamiento de silano; el chip se colocé en una caja de conservacion de la
humedad (Fig. 9) para mantener la humedad del chip de modo que la solucidn en el chip no se secara y el chip se
dejo en reposo durante una hora a temperatura ambiente (de 15 a 25°C) para hacer que el anticuerpo anti-IgG se
uniera a la superficie del chip de silicio. En este caso, en contraste con la etapa 2 siguiente, se llevé a cabo sin
desgasificacion por reduccion de la presion. El anticuerpo no entré en los pocillos, pero se distribuy6 alrededor de
los pocillos. (Posteriormente, mientras se incubd, el chip se mantiene constantemente en la caja de conservacion de
la humedad para evitar que se reseque.)

2. [Bloqueo] La solucién de anticuerpo fue retirada del chip; se afiadieron 100 ul de PBS para el chip y
luego se retiraron en una operacion de limpieza que se repitié tres veces. Posteriormente, 100 ul de PBS que
contenian 0,2 por ciento (v/v) Lipidure (NOF Corporation, BL-B0O3 Lipidure (5 por ciento en peso)) se afadieron al
chip y se utilizé una bomba de vacio para generar un vacio para eliminar completamente las burbujas en los
micropocillos, cubriendo de este modo la superficie del chip y rellenando el interior de los pocillos con solucion
Lipidure. El chip se dejo en reposo durante 15 minutos a temperatura ambiente (15-25°C) para llevar a cabo el
bloqueo.

3. [Adicién de células] El chip se lavo tres veces con 100 ul de RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de
FCS. Se afiadieron al chip células X63/116 (secretoras de IgG humana en respuesta al antigeno de la hepatitis B de
superficie del virus (antigeno HBs)) o células HyHEL10 110TC (secretoras de anticuerpo quimérico de ratén /
humano en respuesta a la lisozima de huevo de gallina (HEL)), que habian sido lavadas dos veces con medio RPMI
1640 que contenia 10 por ciento de FCS y el chip se dejo reposar a temperatura ambiente durante
aproximadamente 10 minutos para que las células entraran en los pocillos.

4. [Cultivo de las células] Las células que no habian entrado en los pocillos se eliminaron lavando varias
veces con RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS (hasta que todas las células excedentes habian sido
eliminadas). Una cantidad de 80 ul de medio RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS se afiadio en el chip, el
chip se colocé en una incubadora de CO; (37°C, 5 por ciento de COy) y las células se cultivaron en el chip entre 2 'y
3 horas.

5. [Unién a antigeno marcado con biotina] Mientras se tenia cuidado de evitar que las células salieran de los
pocillos, el tampdn fue retirado de la superficie del chip, se afiadieron aproximadamente 100 ul de PBS a la
superficie del chip y luego se retiraron y se repitié esta operacion varias veces para limpiar el chip. Posteriormente,
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se afadié una cantidad 80 ml de 1 mg/ml de HEL marcado con biotina o antigeno de HBs marcado con biotina para
el chip y el chip se dejo en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

6. Después de lavar el chip con PBS de la misma manera que en el 5, se afiadieron al chip 80 pl de
estreptavidina marcada con Cy3 (Sigma, S-6402) compuesta de una dilucién 1000 veces de la solucién original y el
chip del mismo modo se dejé en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Después de lavar el chip con PBS de la misma manera que en el 5, se afadi6 PBS al chip, la
fluorescencia de la Cy3 se observé por microscopia de fluorescencia, y las posiciones de los pocillos que contenian
células secretoras de anticuerpo especifico de antigeno se determinaron en base a la difusion de fluorescencia Cy3
en forma de anillos de espuma alrededor de los pocillos (Fig. 10).

8. Se afnadid una cantidad de 80 ul de 1 mg / ml de Oregon verde al chip y el chip se dejo reposar durante 3
minutos a temperatura ambiente para marcar las células con Oregon verde. Después de lavar el chip con PBS de la
misma manera que en el 5, se afiadié al chip PBS fresco. Mientras se observaban las células por medio de la
fluorescencia del verde Oregon como indicador, las células diana que fueron secretoras de anticuerpos especificos
de antigeno se recuperaron con un micromanipulador.

Identificacion de células secretoras de anticuerpos especificos de antigeno en un chip de matriz de micropocillos por
el método de la presente invencion (método FLISPOT)

Se cultivaron células HyHEL10 110TC, células X63/116, y células 110TC (control negativo, no secretan anticuerpo)
en los chips de matriz de los micropocillos de silicio revestidos con anticuerpo anti-IgG. Se detecté la secrecion de
anticuerpo especifico de antigeno con HEL marcado con biotina o antigeno HBs marcado con biotina y
estreptavidina marcada con Cy3 (Fig. 11A). Como se indica en la figura 11A, el anticuerpo que se habia secretado
se detectd en forma de anillos de espuma alrededor de los pocillos. En el chip el cual 110TC, que no secretaba
anticuerpo, se habia afiadido, no se detecto sefial. A continuacion se utilizé Oregon verde para tefiir las células y se
confirmaron las células (Fig. 11 B).

La tincion fue especifica para el antigeno. En el chip al cual se habian afadido células HyHEL10 110TC, se detectd
una sefial con HEL marcado con biotina, pero no se detecté sefial con el antigeno HBs marcado con biotina. Por el
contrario, en el chip al cual se habian afiadido células X63/116, no se detecté ninguna sefial con HEL marcado con
biotina, pero se detectd una sefal con el antigeno HBs marcado con biotina (los datos no se dan).

Identificacion de hibridomas que secretan anticuerpos especificos de antigeno por el método FLISPOT (aplicando el
protocolo I)

Se prepararon células de bazo de ratones BALB/c que habian sido inmunizados con la proteina HEL. Estas células
se fusionan por el método usual empleando polietilenglicol con células de mieloma X63.Ag8.653 para crear
hibridomas. Los hibridomas se seleccionaron con medio de seleccion HAT y después se afadieron a un chip de
matriz de micropocillos que se habia revestido con un anticuerpo anti-IgG de ratén. Las células que no entraron en
los pocillos se eliminaron por lavado, después de lo cual se cultivaron las células en el chip durante 1 hora y 30
minutos. Los hibridomas que secretan anticuerpos a frente HEL fueron detectados utilizando HEL marcado con
biotina y estreptavidina marcada con PE (Fig. 11A). Después, se afiadié Oregon verde para determinar la posicion
de las células (Fig. 11 B). (Figura 11 c). Una combinacion de Ay B.

Realizacién 2

Método experimental (Protocolo I1)

Preparacion de células CD138 positivas de ratén (células que secretan anticuerpo)
1. Se prepararon células de bazo de ratén.

2. El anticuerpo CD138 anti-raton se afadié a una suspension de células de 100 pl en una cantidad de <1
ug por 10° células y las células se incubaron durante 15 minutos a 4°C.

3. Las células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS y después se suspendieron en 100 ul de PBS. A la
suspension celular se afiadié entonces microperlas unidas al anticuerpo de cadenas « (kappa) anti-rata en una
cantidad de <1 pg por 10° células y las células se incubaron durante 15 minutos a 4°C.

4. Las células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS y después se suspendieron en 1000 pl de PBS. Las
células CD138 positivas fueron recuperadas con un AutoMACS.

Preparacién de células positivas CD138 humanas

1. Fueron separados linfocitos de sangre periférica humana por un método establecido (el método de
centrifugacion por gravedad especifica empleando Ficoll).

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2570633 T3

2. Se afadio reactivo de bloqueo del receptor de Fc (Miltenyi Biotec Co., Ltd.) en una cantidad de 20 pl por
cada 10’ células, seguido de microperlas unidas al anticuerpo anti-CD138 en una cantidad de <1 pg por 10° células
y las células se incubaron durante 15 minutos a 4°C.

3. Las células se lavaron dos veces con 10 ml de PBS y se suspendieron en 1000 pul de PBS. Las células
CD138 positivas fueron entonces recuperadas con un AutoMACS.

Método experimental (protocolo Il, continuacion)

1. En las pruebas siguientes, las mismas medidas fueron adoptadas para la prevencion de secado como en
el protocolo | en el curso de la incubacién.

2. A una matriz de chip de silicio de micropocillos que habian sido tratados con un agente de acoplamiento
de silano se afiadieron 80 pl de anticuerpo IgG diluido en PBS 10 mg derivado de burro/ml anti-cabra. El chip se
colocé en una caja de conservacion de la humedad (Fig. 1) de modo que la solucion en el chip no se secara y se
dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente (15-25°C) para hacer que el anticuerpo de IgG anti-cabra
derivado de burro se una a la superficie del chip de silicio.

3. La solucion de anticuerpo se eliminé del chip, el chip se lavo tres veces con 100 ul de PBS, 100 pl de
PBS que contenia 0,2 por ciento (v/v) de Lipidure (NOF Corporation, BL-B0O3 Lipidure (5 por ciento en peso)) se
afadieron al chip y un vacio fue generado para eliminar las burbujas en los pocillos, cubriendo de este modo la
superficie del chip y rellenando el interior de los pocillos con solucion Lipidure. El chip se dejé en reposo durante 15
minutos a temperatura ambiente para llevar a cabo el bloqueo.

4. El chip se lavé tres veces con 100 ul de RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS. Se afadieron al
chip células secretoras de anticuerpos positivos CD138 (de 1 a 2 x 10° células suspendidas en 30 ul de PBS) que se
habian lavado una vez con 10 ml de PBS y el chip se dejo en reposo durante aproximadamente 10 minutos a
temperatura ambiente para permitir que las células entren en los pocillos.

5. Las células que no habian entrado en los pocillos se eliminaron por lavado con RPMI 1640 que contenia
10 por ciento de FCS. Una cantidad de 80 pl de 10 mg/ml de IgG derivado de cabra anti-humano (o de ratén) se
afiadié a continuacion al chip y el chip se dejoé en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente para producir
el anticuerpo que se une al anticuerpo de IgG de cabra derivado de burro en la superficie del chip.

6. El chip se lavd con medio RPMI 1640 que contenia 10 por ciento FCS, teniendo cuidado de evitar que las
células salieran de los pocillos. A continuacion, se afiadié una cantidad de 80 ul de medio RPMI 1040 que contenia
10 por ciento de FCS al chip y las células se cultivaron durante 3 horas en un incubador de CO; (37°C, 5 por ciento
de COy).

7. Las etapas subsiguientes en la forma de la etapa 5 y mas alla en el Protocolo |, se llevaron a cabo a
continuacion.

Deteccion de células que secretan anticuerpo-HEL especifica entre las células de bazo de ratéon inmunizados con
HEL por el método de la presente invencion (método FLISPOT)

Se prepararon células CD138 positivas de las células de bazo de ratones BALB/c que habian sido inmunizados con
la lisozima de huevo de gallina (HEL). Se afiadieron las células a un chip de matriz de micropocillos de silicio al que
el anticuerpo IgG anti-cabra derivado de burro se habian unido segun el protocolo Il. Posteriormente, el anticuerpo
IgG anti-ratén derivado de cabra se une al chip de acuerdo con el protocolo y las células se cultivaron durante
aproximadamente 3 horas. Posteriormente, se anadieron HEL marcado con biotina y estreptavidina marcada con
Cy3 y las células que secretaban los anticuerpos IgG-HEL especificos se detectaron mediante microscopia de
fluorescencia (Fig. 12). Posteriormente, las células se recuperaron con un micromanipulador y se amplificé el gen del
anticuerpo. De los siete IgG preparados, seis se unieron a HEL (los datos no se dan).

Deteccion de células secretoras de anticuerpos especificos de HBs entre los linfocitos de sangre periférica humana
por el método de la presente invencion (método FLISPOT)

Fueron preparadas células CD138 positivas por el protocolo Il de sangre periférica humana sana que habia sido
reforzada con vacuna de antigeno HBs. Se afadieron las células CD138 positivas a un chip de microplaca de silicio
al que el anticuerpo IgG anti-cabra derivado de burro habia sido unido por el Protocolo Il. Posteriormente, el
anticuerpo IgG anti-humano derivado de cabra se une al chip de acuerdo con el protocolo y se cultivaron las células
durante aproximadamente 3 horas. A continuacion se afadieron el antigeno HBs marcado con biotina y la
estreptavidina marcada con Cy3 y las células que secretaban anticuerpo de IgG especifico del antigeno HBs se
detectaron mediante microscopia de fluorescencia (Fig. 13).

Los voluntarios, de los que se obtuvo el consentimiento informado, fueron inoculados con la vacuna contra HBs, se
extrajeron 100 ml de sangre el dia 7, se seleccionaron las células CD138 positivas a partir de linfocitos de sangre
periférica obtenida de esta sangre y estas células se sembraron en una placa que se habia sido revestido con IgG

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2570633 T3

anti-humana. Las células se cultivaron, después de lo cual se detectaron células HBs especificas secretoras de
anticuerpos utilizando antigeno HBs marcado con biotina y estreptavidina marcada con Cy3. Las células se
recuperaron de un total de 24 pocillos. Se detectaron de manera similar células HBs especificas secretoras de
anticuerpos a partir de linfocitos de sangre periférica obtenidos mediante la extraccién de 100 ml de sangre el dia 8
después de la vacunacion con HBs y las células se recuperaron de 57 pocillos. A partir de estas células, se
prepararon 53 pares de cadena H de anticuerpo y ADNc de cadena L. El ADNc se combina en un vector de
expresion, los pares de la cadena H y de la cadena L se introdujeron en el genoma de las células 293T (una cepa
celular derivada de rifidn humano fetal) y se recuperé el sobrenadante del cultivo. Tanto si el anticuerpo que se
habia secretado o no en el sobrenadante unido al antigeno HBs se analiz6 por ELISA. Como resultado, se
produjeron 41 proteinas de anticuerpos, de las cuales 36 eran especificas del antigeno HBs.

Realizacién 3
Método experimental (Protocolo I1I)

1. Una cantidad de 80 pul de antigeno (proteina HEL) que habia sido diluida con PBS a 10 ug/ml se afiadié a
una matriz de chips de silicio de micropocillos que habia sido tratada con un agente de acoplamiento de silano. El
chip se coloca en una caja de conservacion de la humedad (Fig. 9) de modo que la solucion en el chip no se secara.
El chip se dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente (15-25°C) para hacer que la proteina HEL se una a la
superficie del chip de silicio. (Cada vez que el chip se incubaba posteriormente, se colocaba en esta caja para evitar
que se secara.)

2. La solucioén de antigeno se retiré del chip y el chip se lavé tres veces con 100 ul de PBS. Se afiadi6 al
chip una cantidad de 100 pl de PBS que contenia 0,2 por ciento (v/v) de Lipidure (NOF Corporation, BL-BO3 Lipidure
(5 por ciento en peso)) y un vacio fue generado para eliminar las burbujas en los pocillos, cubriendo de este modo la
superficie del chip y rellenando el interior de los pocillos con solucién Lipidure. El chip se dejé en reposo durante 15
minutos a temperatura ambiente para llevar a cabo el bloqueo.

3. Se prepararon células CD138 positivas de acuerdo con el protocolo Il a partir de células de bazo de ratén
inoculados con HEL.

4. El chip se lavo con medio RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS, después de lo cual las células
CD138 positivas (de 1 a 2 x 10° células suspendidas en 30 pl de PBS) que se habian lavado una vez con 10 ml de
PBS se afadieron al chip. A continuacion, el chip se dejé en reposo durante unos 10 minutos para permitir que las
células entraran en los pocillos.

5. Se separaron las células que no habian entrado en los pocillos por lavado con RPMI 1640 que contenia
10 por ciento de FCS, después de lo cual se afiadieron 80 ul de RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS al
chip. A continuacién, el chip se colocé en una incubadora de CO, (37°C, 5 por ciento de COy) y las células se
cultivaron durante 3 horas en el chip.

6. Teniendo cuidado de no causar que las células salieran de los pocillos, se elimind el tampén en la
superficie del chip, se afiadio 100 pl de PBS a la superficie del chip y esta operacion se repitié varias veces para
limpiar el chip. Posteriormente, 80 ul de 1 mg marcados con Cy3/ml de anti-IgG de raton se afadieron al chip y el
chip se dejo6 en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Un chip idéntico al de 6 se lavé con PBS, se afiadié PBS al chip y la fluorescencia de la Cy3 se observo
por microscopia de fluorescencia para determinar las posiciones de los pocillos que contenian las células que fueron
secretoras de anticuerpos especificos de antigeno usando la difusion de fluorescencia de Cy3 en la forma de anillos
de espuma alrededor de los pocillos como indicador (Fig. 14).

8. Se afadié una cantidad de 80 pl de Oregon verde al chip y el chip se dejo reposar a temperatura
ambiente durante 3 minutos para marcar las células con verde Oregon. Un chip idéntico al de 6 anterior se lavé con
PBS, se afiadio PBS fresco al chip y mientras se observaron las células con la fluorescencia del verde Oregon, como
indicador, las células diana que fueron secretoras de anticuerpos especificos de antigeno se recuperaron con una
micromanipulador.

Realizacién 4
Método experimental (aplicacion del Protocolo V)

El uso de antigeno marcado con enzima o anticuerpo marcado con enzima en lugar de antigeno marcado con
fluorescencia o anticuerpo marcado con fluorescencia

Diferencias
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1. Después de emplear la accidon de un antigeno marcado con enzima o un anticuerpo marcado con
enzima, se afiadio un tampoén al cual el sustrato de la enzima se habia afadido al chip y la incubacién se llevé a
cabo a temperatura ambiente.

2. El producto resultante de la conversidon del sustrato por la enzima se precipita en forma de anillo
alrededor del pocillo. Esto se observd por microscopia optica, permitiendo la deteccién de células secretoras de
anticuerpos.

Enzima: fosfatasa alcalina; Sustrato: BCIP/NBT

La deteccion también es posible usando un antigeno o un anticuerpo al cual se ha unido un punto cuantico en lugar
de un pigmento fluorescente.

Deteccion de células productoras de citoquinas

1. En lugar de causar que el anticuerpo anti-IlgG se uniera al chip, el anticuerpo anti-citoquina se hace
unirse al chip, las células T o similares que secretan citoquina se siembran en el chip y se induce la produccion de
citoquinas.

2. La citoquina que es secretada se une al anticuerpo anti-citoquina alrededor de los pocillos.

3. A continuacién, cuando se afiade el anticuerpo de citoquinas marcado con la fluorescencia o la enzima,
los anillos de citoquina que se unen alrededor de los pocillos pueden ser detectados y las células T secretoras de
citoquinas o similares pueden ser detectadas.

Ensayo del inmuno ensayo de punto en Chip (ISAAC)
Deteccién de células secretoras de citoquinas
Método

1. Se prepararon linfocitos a partir de sangre periférica humana y se estimularon durante la noche en una
incubadora de CO, (37°C, 5 por ciento de CO>) en presencia de 10 ng/ml de forbol miristato acetato (PMA)y 1 uM
de ionomicina.

2. Los linfocitos se recuperaron y se lavaron, después de lo cual se afiadieron las células a un chip de
matriz de micropocillos que habia sido revestido con anticuerpo IFN y (gamma) anti-humano. El chip se coloca en
una caja de conservacion de la humedad (Fig. 9) para evitar que se seque, después de lo cual las células se
cultivaron durante 5 horas en un incubador de CO; (37°C, 5 por ciento de CO5).

3. El chip se lavé con PBS-Tween 20, se afiadieron al chip anticuerpos de y IFN anti-humanos marcados
con biotina (gamma) y el chip se incub6 durante 30 minutos a temperatura ambiente en una caja de mantenimiento
de la humedad.

4. El chip se lavd con PBS-Tween 20, se afiadid estreptavidina marcada con Cy3 y el chip se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente en el cuadro de mantenimiento de la humedad.

5. El chip se lavd con PBS-Tween 20 y la sefial de la citoquina secretada se observé por microscopia de
fluorescencia (2 segundos de exposicion).

Los resultados se dan en la Fig. 15.
Realizacién 5 (obtencién de anticuerpo de bloqueo)

1. Fueron adoptadas las mismas medidas para evitar que se sequen como en el protocolo | en el curso de
la incubacion de las fichas en las siguientes pruebas.

2. Una cantidad 80 pl de 10 ug/ml de TRAIL-R1/Fc se diluy6 con PBS, se afiadié a una matriz de chips de
silicio de micropocillos que habia sido tratada con un agente de acoplamiento de silano y el chip se colocé en una
caja de conservacion de la humedad (Fig. 9) de modo que la solucién en el chip no se secara. El chip se dejo
reposar durante 1 hora a temperatura ambiente (15-25°C) y el TRAIL-R1/Fc se une a la superficie del chip de silicio.

3. La solucion de anticuerpo se eliminé del chip y el chip se lavé tres veces con 100 pl de PBS. Se afadio al
chip una cantidad de 100 pl de PBS que contenia 0,2 por ciento (v/v) de Lipidure (NOF Corporation, BL-BO3 Lipidure
(5 por ciento en peso)) y un vacio fue generado para eliminar las burbujas en los pocillos, cubriendo de este modo la
superficie del chip y rellenando el interior de los pocillos con solucién de Lipidure. El chip se dej6 en reposo durante
15 minutos a temperatura ambiente para llevar a cabo el bloqueo.
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4. El chip se lavé tres veces con 100 pl de RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS. Se afadieron al
chip células secretoras de anticuerpos de CD138 positiva que habian sido lavadas una vez con 10 ml y se lavaron
dos veces con 1000 pul del medio RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS (de 1 a 2 x 10° células suspendidas
en 30 pl del medio RPMI 1640 que contenia 10 por ciento de FCS) después de lo cual se dejo el chip de pie durante
aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente para permitir que las células entraran en los pocillos.

5. Teniendo cuidado de no causar que las células salieran de los pocillos, el chip se lavé con medio RPMI
1640 que contenia 10 por ciento de FCS, después de lo cual se afiadieron otros 80 ul de RPMI 1640 que contenia
10 por ciento FCS al chip. Las células se cultivaron a continuacion durante 3 horas en un incubador de CO; (37°C, 5
por ciento de COy).

6. Teniendo cuidado de no causar que las células salieran de los pocillos, el tampoén se retira de la
superficie del chip, la operacién de adicién de alrededor de 100 ul de PBS a la superficie del chip y la eliminacion se
repitié varias veces para limpiar el chip, se afiadieron al chip 80 pul de 1ug/ml de TRAIL marcado con biotina y el chip
se dejo en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

7. Después de lavar el chip con PBS de la misma manera que en el 6, se afiadieron 80 ul de estreptavidina
marcada con Cy3 (Sigma, S-6402) que comprende una solucién original diluida 1000 veces al chip, que después se
dejo de manera similar en reposo durante 30 minutos a temperatura ambiente.

8. Después de lavar el chip con PBS de la misma manera que en el 6, se afiadi6 PBS al chip y la
fluorescencia de Cy3 se observd por microscopia de fluorescencia. Las posiciones de los pocillos que contienen las
células que fueron secretoras de anticuerpos que se estaba bloqueadas entre el TRAIL-R1/Fc y su ligando, TRAIL,
se determinaron utilizando un indicador en forma de rosquilla negra donde la fluorescencia de Cy3 no se habia unido
alrededor de los pocillos en la superficie del chip que era de color rojo brillante con fluorescencia Cy3.

9. Se afiadi6 una cantidad de 80 PBS pl de 1 mg/ml de Oregon verde al chip y el chip se dejoé reposar a
temperatura ambiente durante 3 minutos para marcar las células con verde Oregoén. Después de lavar el chip con
PBS de la misma manera que en el 6, se afadié al chip PBS fresco. Mientras se observaban las células con
fluorescencia de Oregon verde como indicador, las células diana que fueron secretoras de anticuerpos especificos
de antigeno se recuperaron con un micromanipulador.

Realizacioén 6 (aplicacion de anticuerpo funcional a la deteccion)

La proteina del receptor se revistid sobre la superficie de un chip y las células CD138 preparadas a partir de las
células de bazo de ratones que habian sido inmunizadas con la proteina del receptor se sembraron en el chip. Las
células se cultivaron, después de lo cual se afiadieron el ligando marcado con biotina y el ligando marcado con
marcado con estreptavidina se unieron sobre casi toda la superficie del chip. Sin embargo, la unién del ligando
marcado con biotina y Cy3 marcado con estreptavidina se bloqued alrededor de los pocillos de células productoras
de un anticuerpo funcional que bloqued la unién de ligando de receptor, por lo que estas zonas eran oscuras. Los
resultados se muestran en la Fig. 16. A la izquierda: los resultados de deteccion de ligando marcado con
biotina/estreptavidina marcada con Cy3. Medio: Las células se marcaron con Oregon verde y se observaron.
Izquierda: Las figuras de la izquierda y del medio superpuestas.

Aplicabilidad Industrial

La presente invencion es til en los campos técnicos relacionados con procedimientos de cribado de células
inmunes, tales como células productoras de inmunoglobulinas especificas y las células especificas productoras de
citoquinas. Ejemplos de ello son los campos de diagnodstico y los productos farmacéuticos relacionados con la
inmunologia, incluyendo productos farmacéuticos de anticuerpos.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un dibujo que muestra la relacion entre la forma de la sefial de una sustancia marcadora y la forma del
pocillo.

La figura 2 es un dibujo descriptivo del método de la presente invencién en un ejemplo que emplea células que
secretan anticuerpo.

La figura 3 es un dibujo descriptivo del método de la presente invencion en el caso (1), en el que la sustancia
marcadora se une especificamente a una sustancia producida.

La figura 4-1 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 1.
La figura 4-2 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 1.

La figura 5-1 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 2.
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La figura 5-2 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 2.

La figura 5-3 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 2.

La figura 6-1 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 3.

La figura 6-2 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 3.

La figura 7-1 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 4.

La figura 7-2 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 4.

La figura 7-3 es un dibujo descriptivo del Ejemplo de Preparacion 4.

La figura 8 es un dibujo descriptivo de un método de tratamiento de la superficie.

La figura 9 es un dibujo descriptivo de una caja de conservacion de la humedad que mantiene la humedad del chip.

La figura 10 muestra los resultados de la determinacion de las posiciones de los pocillos que contenian células
secretoras de anticuerpos especificos de antigeno en la Realizacion 1.

La figura 11 muestra los resultados de identificacion en un micropocillo de matriz de chips de las células secretoras
de anticuerpos especificos de antigeno empleados en el método (FLISPOT) de la presente invencién en la
Realizacion 1.

La figura 12 muestra los resultados de la deteccion de células que secretan anticuerpo especifico de HEL entre las
células de bazo de ratén inmunizados con HEL por el método (FLISPOT) de la presente invencion en la Realizacion
2.

La figura 13 muestra los resultados de la deteccion de células secretoras de anticuerpos especificas del antigeno
HBs entre linfocitos de sangre periférica humana por el método (FLISPOT) de la presente invencion en la
Realizacion 2.

La figura 14 muestra los resultados de la realizacion 3.
La figura 15 muestra los resultados de la realizacion 4 (deteccion de células productoras de citoquinas).

La figura 16 muestra los resultados de la Realizacion 6 (aplicacion del anticuerpo funcional a la deteccion)
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REIVINDICACIONES

1. Una matriz de micropocillos para detectar células diana que secretan una sustancia, que comprende multiples
pocillos en una de las superficies principales de un miembro de base, siendo los pocillos de un tamafio que permita
la entrada de una Unica célula en cada pocillo, caracterizada por que una capa de una sustancia de unién capaz de
unirse a al menos parte de una sustancia secretada por una célula diana que reviste la superficie principal alrededor
de los pocillos, y no dentro de los pocillos, en donde la porcién de la superficie principal que no esta revestida por
dicha capa esta revestida con un agente bloqueante.

2. La matriz de micropocillos de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde dichas células dianas son células
productoras de inmunoglobulinas y en donde dicha sustancia de unién es un anticuerpo de anti-inmunoglobulina o
de antigeno.

3. La matriz de micropocillos de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dichas células diana son células
productoras de citoquinas y en donde dicha sustancia de unién es un anticuerpo de anti-citoquina o un receptor de
citoquinas.

4. La matriz de micropocillos de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el miembro de base
tiene forma de placa.

5. Un método de cribado de una célula diana presente entre células de muestra, que comprende las etapas de:

- hacer que las células de muestra y un caldo de cultivo de células esté contenido en al menos una parte de
los pocillos de una matriz de micropocillos que comprende muiltiples pocillos en una de las superficies
principales de un miembro de base, siendo los pocillos de un tamafio que permita la entrada de una Unica
célula en cada pocillo y que comprende una capa de una sustancia de unién que tiene la capacidad de
unirse a por lo menos una porciéon de una sustancia secretada por dicha célula diana, que reviste la
superficie principal alrededor de los pocillos, y no dentro de los pocillos, en donde la porcion de la superficie
principal de la matriz de micripocillos, que no esta revestida por dicha capa, esta revestida con un agente
bloqueante.

- sumergir la capa de revestimiento y los pocillos en el caldo de cultivo y cultivar las células en un estado
que permita la difusion de sustancias en el caldo de cultivo de los pocillos en la capa de revestimiento;

- después de retirar opcionalmente el caldo de cultivo, alimentar con una sustancia marcadora que se une
especificamente a dicha sustancia secretada por dicha célula diana; y

- identificar la célula diana detectando la sustancia secretada por dicha célula diana que se ha unido a la
sustancia en la capa de revestimiento por medio de dicha sustancia marcadora.

6. El método de deteccién de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde las células presentes entre las células de
muestra incluyen las células que han sido estimuladas con un antigeno deseado con antelacion y estan en un
estado capaz de secretar una sustancia.

7. El método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 y 6, en donde al menos al menos una
parte de las células contenidas en los pocillos son células productoras de inmunoglobulinas.

8. El método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5y 7, en donde al menos al menos una
parte de las células contenidas en los pocillos son células productoras de citoquinas.

9. El método de deteccidon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde las células de muestra
incluyen las células productoras de inmunoglobulina y en donde dicha sustancia de union es un anticuerpo de anti-
inmunoglobulina o un antigeno y la célula diana es una célula productora de inmunoglobulina especifica de antigeno.

10. El método de deteccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde las células de
muestra incluyen las células productoras de inmunoglobulina, y en donde dicha sustancia de unién es un receptor de
citoquinas o receptor y la célula diana es una célula productora de inmunoglobulina especifica de antigeno.

11. El método de deteccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en donde las células de
muestra incluyen las células productoras de citoquinas y en donde dicha sustancia de unién es un anticuerpo de
anti-citoquina o un receptor de citoquinas y la célula diana es una célula productora de citoquinas especificas de
antigeno.

12. El método de detecciéon de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 11, en donde las células
productoras de inmunoglobulinas y las células productoras de citoquinas son células naturales, hibridomas o cepas
de células.

13. El método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, en donde dicha célula diana es
un linfocito B y en donde dichos pocillos tienen forma cilindrica y un diametro de 4 a 15 micrémetros.
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14. El método de deteccion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 12, en donde los pocillos tienen un
diametro entre 0,5 y 2 veces el diametro de las células de muestra.

15. Un método para aislar una célula diana, que comprende recuperar de un pocillo una célula diana identificada por
el método de deteccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 14.
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Fig. 1
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Fig. 4-2
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Fig. 5-3
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Fig. 12

Fig.13

Fig. 14
HEL-Ag » Ig de mHEL - IgG-cy3 antiraton — Deteccion

Exposicién de un segundo Exposicidén de un segundo

xposicin segds l:lf:l de dos segun

Exposicidn de cuatro segundos Exposicidn de cuatro segundos

Bazo de raton inmunizado con células derivadas de CD138+HEL de raton

40



ES 2570633 T3

Fig. 15
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Fig.16
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