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DESCRIPCION
Procedimiento y disposicion para detectar eventos de unidon de moléculas

La invencion se refiere a un procedimiento y una disposicion para detectar eventos de union de moléculas, que son
adecuados en particular para aplicaciones de alto rendimiento.

El conocimiento y la comprension de eventos de unidn e interacciones de unién entre biomoléculas constituye un
campo de trabajo esencial de la investigacion biolégica, farmacéutica y médica. El objetivo es, por lo tanto, localizar
posibles coparticipes de unién y caracterizar sus rutas de sefializacién para, con el conocimiento obtenido de ello,
poder desarrollar terapias o farmacos. Por ejemplo, se descubren sustancias activas farmacéuticamente relevantes
con ayuda de procedimientos de cribado en los cuales se ensayan, en cuanto a sus propiedades de unién, un gran
numero de moléculas o estructuras catalogadas en bibliotecas, una frente a otra o frente a estructuras diana
conocidas. Asi, del gran nimero de estructuras catalogadas se pueden determinar, por ejemplo, las estructuras que
se unen a una proteina patdgena y, por consiguiente, la inhiben. Para detectar tales estructuras, generalmente se
unen covalentemente las estructuras objetivo (estructuras diana) conocidas a investigar, como fase estacionaria, a la
superficie de un "biochip", poniéndose después en contacto por inundacién las dianas asi inmovilizadas, con una
fase movil, un liquido en el que estan contenidas numerosas estructuras de unién (moléculas o partes de moléculas)
posibles. Durante este contacto se puede determinar, por ejemplo mediante métodos basados en resonancia de
plasmén superficial (SPR, por sus siglas en inglés) o en microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), la asociacion y
disociacion entre las dianas inmovilizadas y las estructuras moviles (moléculas o partes de moléculas).

Resulta obvio que, en vista del gran nimero de posibles coparticipes de unidn, es necesario aplicar procedimientos
de alto rendimiento adecuados, con los cuales se pueda procesar dentro de un tiempo aceptable el gran nimero de
posibles combinaciones de unién. En particular, debido a la ampliacién constante de las bibliotecas de sustancias, la
presién para lograr mayores tasas de produccion esta aumentando. Sin embargo, a causa de la fijacion covalente de
las dianas por el lado del sustrato o el biochip, sélo en condiciones extremas es posible conseguir la separacion de
las dianas asi inmovilizadas. Por lo tanto, es necesario preparar de nuevo, laboriosamente, un biochip para cada
diana a investigar. En consecuencia, cuando se realizan, en particular, cribados de alto rendimiento con varias
dianas, tales biochips no son suficientemente adecuados.

Se conocen ya procedimientos en los que se utiliza la unidén entre biotina y estreptoavidina para regenerar un
biochip. En este caso se une covalentemente estreptoavidina a la superficie del biochip. En un paso ulterior, se unen
ligandos biotinilados a la estreptoavidina inmovilizada y forman una fase estacionaria. Inmovilizados en la fase
estacionaria, se pueden ensayar los ligandos en cuanto a sus propiedades de unién. Sin embargo, debido a la
elevada afinidad de unién de la biotina hacia la estreptoavidina, que es equivalente a la fuerza de unién de un enlace
quimico covalente, son necesarias condiciones extremas (por ejemplo, altas temperaturas) para provocar la
disociacion de los ligandos biotinilados con respecto a la estreptoavidina unida covalentemente. Aunque en principio
es posible una escision de la fase estacionaria formada con los ligandos biotinilados, las condiciones extremas
conducen a una desnaturalizacién parcial o completa de la molécula de estreptoavidina, de modo que no es posible,
o lo es solo con una fuerza de union disminuida, una inmovilizacién adicional con ligandos biotinilados a estas
moléculas de estreptoavidina.

Por tanto, es mision de la presente invencion sefialar posibilidades para inmovilizar de manera reversible ligandos.

Segun la invencidn, esta misiéon se cumple con un procedimiento segun la reivindicacion 1 y una disposicion segun
la reivindicacion 9.

De las reivindicaciones subordinadas se pueden deducir ejecuciones ventajosas de la presente invencion.

El procedimiento segun la invencion comprende las caracteristicas segun la reivindicacion 1. En el caso del
procedimiento segun la invencion para detectar eventos de uniéon de moléculas a una superficie bioactiva, en un
paso (l), a al menos una primera molécula, que esta inmovilizada mediante un enlace covalente a una superficie
bioactiva, se une al menos una segunda molécula, con formacién de al menos una unién no covalente especifica.

La segunda molécula puede estar funcionalizada de manera que sea apta para fijar o acoplar terceras o cuartas
moléculas adicionales. Mediante la puesta en contacto [paso (li)], con una fase moévil que comprende una estructura
diana (es decir, un analito), se pueden llevar a cabo entonces experimentos cinéticos (asociaciones y disociaciones)
entre las segundas, terceras o cuartas moléculas inmovilizadas y las estructuras diana moéviles (analitos).

En un paso (ll) adicional, se escinde de nuevo la al menos una unién no covalente especifica mediante el aporte de
una disoluciéon tampén. Aqui, por "escision" de la unién no covalente especifica se puede entender una disociacion
de la segunda molécula con respecto a la primera molécula, permaneciendo la primera molécula unida
covalentemente a la superficie bioactiva, y la segunda molécula, incluidas todas las moléculas unidas a la misma, es
eliminada de la superficie. Después del paso (Il), se pueden repetir al menos una vez de nuevo los pasos (I) y (Il)
con las mismas segundas y/o terceras moléculas funcionalizadas y analitos o bien con otras segundas y/o terceras
moléculas funcionalizadas y analitos.
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Por "superficie bioactiva" se ha de entender una superficie que es adecuada por sus propiedades materiales y/o esta
funcionalizada o puede funcionalizarse por modificacién quimica de forma que se puede inmovilizar sobre la misma
al menos la primera molécula.

Por lo tanto, la superficie bioactiva también puede estar configurada con distintas formas geométricas. Asi, la
superficie bioactiva puede estar configurada, por ejemplo, en forma de chips biosensores o de bioensayos previstos
para este fin o bien puede tener una forma esférica si esta configurada en forma de nanoparticulas o perlas. Asi
pues, la superficie bioactiva puede estar configurada sobre la superficie de figuras geométricas de diversos tipos.

Durante los pasos (1) y (ll), la superficie bioactiva puede estar cubierta en todo momento con una disolucion tampoén
(tampdn de elucion). En el paso (1) se puede utilizar un tampon de unién que ofrezca un entorno favorable a la union,
en particular para las moléculas que han de unirse.

Para escindir la unién no covalente especifica formado entre la al menos una primera molécula y la al menos una
segunda molécula, en el paso (ll) se puede poner en contacto la superficie bioactiva con una disolucién tampén que
tenga al menos una molécula adecuada para escindir la unién no covalente especifica, que se una especificamente
a la segunda molécula y presente una constante de disociacion Kp(l) con respecto a la segunda molécula que sea
menor que una constante de disociacion Kp(ll) de la al menos una primera molécula con respecto a la al menos una
segunda molécula.

Asi, dado que la molécula aportada para la escision tiene una constante de disociacion Kp(l) con respecto a la
segunda molécula que es menor que una constante de disociacion Kp(ll) de la al menos una primera molécula con
respecto a la al menos una segunda molécula, la molécula aportada también es adecuada para escindir la union no
covalente especifica, ya que la molécula aportada para la escision tiene una mayor afinidad de unién hacia la
segunda molécula que la que tiene la primera molécula hacia la segunda molécula, de manera que la primera
molécula es desalojada de la segunda molécula. La escision se puede realizar de una manera especialmente suave
si la concentracién de la molécula adecuada para la escision se incrementa de manera progresiva o continua
durante el contacto con la disoluciéon tampdn. En este caso, se deberia alcanzar al menos una concentracion de la
molécula adecuada para la escisién equivalente a la concentracion de la primera molécula inmovilizada sobre la
superficie bioactiva.

Como alternativa, también se puede lograr, seguin la invencién, una escision de la unién no covalente especifica
poniendo en contacto, en el paso (ll), la superficie bioactiva con una disolucién tampdn que tenga un valor de pH de
pH 1 a 4, preferiblemente inferior a pH 3. En este caso se puede lograr una escision suave mediante una reduccion
lenta del valor de pH, no debiendo descender de un valor de pH de 1.

La unién no covalente especifica de la al menos una segunda molécula a la al menos una primera molécula puede
considerarse como una inmovilizacién de una fase estacionaria formada por la al menos una segunda molécula, que
puede ser escindida facilmente en el paso (Il) mediante la variacion del sistema de tampon, mientras que una fase
inferior, que esta formada por la al menos una primera molécula, permanece sobre la superficie bioactiva debido a la
union covalente, y la segunda molécula, incluidas todas las moléculas unidas a ella, es eliminada de la superficie.
Por tanto, la fase estacionaria formada con la al menos una segunda molécula puede considerarse como fase
estacionaria temporal, y sucesivas fases estacionarias temporales pueden tener propiedades diferentes debido a las
diferentes inmovilizaciones o funcionalizaciones.

Asi pues, se puede entender como "fase inferior" la fase que esta formada con la al menos una primera molécula y
que es adecuada para unir quimicamente la fase estacionaria formada con la al menos una segunda molécula. Sin
embargo, también se pueden utilizar como fase inferior primeras moléculas unidas covalentemente a la superficie
bioactivo, constituidas de una manera compleja. Pueden ser estas, por ejemplo, enlazadores de diamino acoplados
a grupos carboxilo activados, que se unen covalentemente a la primera molécula, debiendo tener la primera
molécula una funcionalizacién de amino correspondiente. Es concebible, ademas, que la primera molécula se
inmovilice en una matriz sélida o de tipo gel sobre la superficie bioactiva, por ejemplo de un chip biosensor.

Después de la escision de la fase estacionaria formada con la al menos una segunda molécula, a continuacion del
paso (Il) se puede realizar de nuevo una fijacion de una fase estacionaria adicional formada con al menos una
segunda molécula.

Ventajosamente, en el paso (Il) se debe desbordar la superficie bioactiva con un flujo volumétrico prefijable de la
disolucion tampén, con el fin de poder eliminar especificamente segundas moléculas escindidas y otras moléculas
unidas a las mismas. Por lo tanto, el procedimiento es adecuado en particular para aplicaciones en celdas de flujo en
las que se puede conseguir de manera sencilla una variacién de los flujos de fluidos.

El procedimiento segun la invencién también es adecuado, en particular, para aplicaciones de alto rendimiento, ya
que se pueden llevar a cabo, sin interrupciones sustanciales, un gran nimero de cargas y escisiones sucesivas de
diversas segundas moléculas, es decir, diversas fases estacionarias temporales.

Ademas de la fase estacionaria formada con la segunda molécula, en el paso (l) también se pueden aportar para la
inmovilizacién otras moléculas. Asi, en el paso (l) puede tener lugar también una fijacion de la al menos una tercera
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molécula, y opcionalmente de la al menos una cuarta molécula, en particular a través de una unién cooperativa, a la
al menos una segunda molécula. De este modo se pueden obtener fases estacionarias con diferentes propiedades.

Preferiblemente, en este caso se debe emplear una primera molécula que tenga una constante de disociacion Kp(ll),
con respecto a la al menos una segunda molécula, que sea mayor que la constante de disociacion Kp(lll) de la al
menos una segunda molécula con respecto a la al menos una tercera o cuarta molécula. De esta manera se puede
garantizar que también una fase estacionaria formada en el paso (Il) a partir de varias terceras y cuartas moléculas
se pueda escindir de forma fiable de la fase inferior formada con la al menos una primera molécula, sin que las
segundas, terceras y/o cuartas moléculas se disocien durante la elucion, es decir, durante la escision de la unién
especifica no covalente (entre la primera y la segunda molécula) en el paso (Il). Asi, se pueden escindir y eliminar
por completo de la fase inferior complejos formados a partir de las segundas, terceras y cuartas moléculas durante el
primer paso (I).

Se puede utilizar también una primera molécula que comprenda un primer ADN (acido desoxirribonucleico) o ARN
(acido ribonucleico) monocatenarios o moléculas tales como, por ejemplo, APN (acido peptidonucleico) o ANB (acido
nucleico bloqueado), o consista en ello, a la que se haya fijado de manera complementaria, al menos por zonas, al
menos una segunda molécula que comprenda un segundo ADN o ARN monocatenarios o moléculas APN o ANB, o
consista en ello. Aqui, la fase estacionaria esta formada por las cadenas individuales de los segundos ADN o ARN o
de las moléculas de APN o ANB, que se hibridan o se unen, al menos por zonas, a los primeros ADN, ARN, APN o
ANB inmovilizados, con formacion de dobles cadenas de ADN o ARN, o de complejos moleculares de APN o ANB.
En este caso se debe emplear una disolucion tampon fisioldégica con un valor de pH de pH 6 a pH 8.

En caso de que se utilice como primera molécula un primer ADN o ARN monocatenario y como segunda molécula
un segundo ADN o ARN monocatenario, en donde el segundo ADN o ARN monocatenario se hibrida de manera
complementaria como fase estacionaria, al menos por zonas, a los primeros ADN o ARN unidos covalentemente,
inmovilizados, en el paso (Il) se debe poner en contacto la superficie bioactiva con una disoluciéon tampén que tenga
un valor de pH inferior a 3, para provocar la escision de la fase estacionaria. Si se utilizan APN o ANB como primera
y segunda moléculas, se puede proceder de la misma manera.

A consecuencia de la variacion del valor de pH durante el contacto con la disolucién tampdn, las moléculas de
ADN/ARN se desnaturalizan, disociandose las cadenas dobles de ADN/ARN formadas en el paso (l) para dar
cadenas sencillas de ADN/ARN. Se pueden eliminar entonces los componentes disociados, es decir, en particular
las segundas cadenas sencillas de ADN/ARN, por ejemplo con el flujo de disolucion tampodn. Para conseguir la
regeneracion y fijacion repetidas a las cadenas sencillas de ADN/ARN inmovilizadas, se puede aportar un tampo6n de
neutralizacion (por ejemplo, tampoén de fosfato de pH 7,4), con lo cual se puede lograr en la zona de las primeras
moléculas inmovilizadas un valor de pH que equivalga al valor inicial de pH.

La tercera molécula utilizada puede tener un ligando o consistir en ello, en donde el ligando se une, o esta unido,
preferiblemente de forma covalente, a la tercera molécula. En particular, la tercera molécula comprende un ligando
(denominado segundo ligando) que esta unido quimicamente de manera covalente a la tercera molécula. De manera
particularmente preferible, el primer y/o el segundo ligandos estan repartidos sobre toda la superficie bioactiva, es
decir, la superficie bioactiva esta cubierta homogéneamente con el primer y/o el segundo ligandos. El primer y el
segundo ligandos pueden ser distintos o iguales. El primer y/o el segundo ligandos se pueden seleccionar de un
grupo consistente en proteinas, péptidos, lipidos, ADN, ARN, APN, ANB, oligosacaridos y compuestos de bajo peso
molecular con una masa molecular < 20.000 Da, preferiblemente < 10.000 Da, de manera especialmente preferible
< 3.000 Da, en particular <900 Da, y combinaciones de los mismos. En particular, cuando se utiliza ADN/ARN como
primera y segunda moléculas, el ligando puede hibridarse, por ejemplo en forma de una sonda génica (secuencia
nucleotidica), al ADN/ARN inmovilizado. No obstante, el ligando también puede acoplarse en forma de una proteina
al ADN/ARN.

Como se ha descrito ya en lo que antecede, se pueden realizar mas pasos (li), en particular entre los pasos (1) y (Il),
por ejemplo para detectar eventos de union de ligando-analito, preferiblemente por medio de espectroscopia de
resonancia de plasmoén superficial (SPR, por sus siglas en inglés), medicidon de interferencia luminosa (LIM) y/o
microbalanza de cristal de cuarzo (QCM), sin que se afecte con ello a la estabilidad de union de la fase estacionaria
unida a la fase inferior. Preferiblemente, se pone en contacto la superficie bioactiva con una disoluciéon que
comprende al menos una molécula de analito determinada, preferiblemente sélo una molécula de analito
determinada (por ejemplo, una proteina como molécula de analito). A continuacién se determina, a través de una
medicién analitica, el evento de uniéon de la molécula de analito a la superficie bioactiva. Entra aqui en
consideracion, como coparticipe de unién para la molécula de la solucion, el ligando que esta unido a la al menos
una segunda molécula. Si la tercera molécula comprende asimismo un ligando (denominado segundo ligando),
entonces este ligando también entra en consideracion como coparticipe de unién, siendo la unién particularmente
fuerte si ambos ligandos participan en la unién a la molécula de analito. La primera, segunda y/o tercera moléculas
sirven simplemente como plataforma para el o los ligandos, y no deben participar en la unién al analito. Por lo tanto,
con el procedimiento segun la invencion se pueden ofrecer, de manera especifica y reversible, ligandos potenciales
para un analito conocido y medir eventos de unién entre moléculas de analito y ligandos. En particular, cuando se
aplica con, y sobre, particulas o perlas, se pueden utilizar métodos (Perkin EImer) que se basan en ALPHA (siglas
inglesas de "ensayo homogéneo de proximidad luminiscente amplificada") para detectar interacciones
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proteina-proteina. Ademas, es concebible el uso de sistemas de clasificacion de particulas basados en
fluorescencia, por ejemplo citometria de flujo o FACS (siglas inglesas de "clasificacion de células activada por
fluorescencia"), en donde se pueden detectar mediante fluorescencia o quimioluminiscencia fijaciones moleculares o
interacciones molécula-molécula. En este caso pueden ser necesarios, ademas, otros pasos o incubaciones, por
ejemplo para marcar con colorantes fluorescentes.

Para formar la fase inferior, la superficie bioactiva formada sobre nanoparticulas, perlas, bioensayos o chips
biosensores puede presentar grupos carboxilo activables, a los que se pueden acoplar otras (primeras) moléculas.

La disposicién segun la invencion comprende las caracteristicas segun la reivindicacion 9. La disposicion segun la
invencion para detectar eventos de uniéon de moléculas tiene al menos una primera molécula que esta inmovilizada
sobre una superficie bioactiva mediante un enlace covalente. La disposicion segun la invencion tiene, ademas, al
menos una segunda molécula que esta unida a la al menos una primera molécula mediante una unién no covalente
especifica, siendo escindible la unién no covalente especifica.

La ventaja determinante de la disposicidon segun la invencion reside en el hecho de que se puede inmovilizar una
fase estacionaria temporal formada con la segunda molécula, y esta se puede eliminar de nuevo en caso necesario,
de forma que la superficie bioactiva queda disponible para la fijacion de otras segundas moléculas. Ventajosamente,
la fase inferior formada a partir de la al menos una primera molécula no se ve afectada en sus propiedades de unién
por la escision de la fase estacionaria temporal y, por lo tanto, se puede restaurar casi por completo sin necesidad
de una laboriosa preparacion.

Como ya se ha indicado mas arriba, se entiende por superficie bioactiva una superficie que es adecuada en virtud de
sus propiedades materiales, y/o esta funcionalizada o puede funcionalizarse por modificacion quimica, de manera
que se puede inmovilizar covalentemente sobre la misma al menos la primera molécula. Por lo tanto, la disposicion
segun la invencion es adecuada, en particular, para chips biosensores, bioensayos, nanoparticulas, perlas y lechos
de perlas (o lechos de cuerpos moldeados) y, en particular, para celdas de flujo.

La disposicidon segun la invencidon o al menos la superficie bioactiva debe estar humedecida con una disolucion
tampon fisiolégica (pH neutro), que la proteja de la desecacion. Para ello, la disposicion segun la invencion también
puede estar rodeada por una carcasa.

A la al menos una segunda molécula puede unirse preferiblemente al menos una tercera y/o cuarta molécula (en
donde, en el caso de la cuarta molécula, se trata de la molécula de analito), en particular a través de una unién
cooperativa. De este modo, la fase estacionaria puede presentar un gran numero de formas de configuracion, por
ejemplo una inmovilizacién de pares de ligandos y analitos que interactian entre si.

La escision de la unién no covalente especifica formada entre la al menos una primera molécula y la al menos una
segunda molécula puede conseguirse por ponerla en contacto con una disolucién tampdn que comprenda al menos
una molécula adecuada para escindir la unién no covalente especifica, que tenga una constante de disociacion Kp(l)
con respecto a la segunda molécula que sea menor que una constante de disociacién Kp(ll) de la al menos una
primera molécula con respecto a la al menos una segunda molécula.

La primera molécula puede tener una constante de disociacion Kp(ll) con respecto a la al menos una segunda
molécula que sea mayor que la constante de disociacion Kp(lll) de la al menos una segunda molécula con respecto
a la al menos una tercera o cuarta molécula. De este modo se puede garantizar la escindibilidad de una fase
estacionaria formada con la al menos una segunda molécula y la tercera y/o cuarta molécula, sin que se disocie la
fase estacionaria en si. Por consiguiente, los complejos formados a partir de la al menos una segunda molécula y la
tercera y/o cuarta moléculas, permanecen incluso después de la escision de la fase estacionaria y, por lo tanto, son
eliminados de la superficie.

En una realizacion ventajosa adicional de la disposicion segun la invencion, la primera molécula también puede
comprender al menos un primer ADN/ARN monocatenario o, respectivamente, APN o ANB, o puede estar formada
por ello, a la cual esta unida de manera complementaria, al menos por zonas, una segunda molécula que
comprende un segundo ADN/ARN monocatenario o, respectivamente, APN o ANB, o esta formada por ello. En este
caso, el segundo ADN/ARN o, respectivamente, APN o ANB forma la fase estacionaria escindible, siendo las
uniones no covalentes especificas formadas entre el primer ADN/ARN o, respectivamente, APN o ANB y el segundo
ADN/ARN o, respectivamente, APN o ANB, escindibles por contacto con una disolucién tampon que tenga un valor
de pH que sea inferior a pH 3.

Para determinar eventos de unién entre ligandos y analitos (estructuras diana), se puede inundar o poner en
contacto la fase estacionaria con una fase liquida movil en la que estén presentes los analitos. Ademas de la al
menos una segunda molécula, la al menos una tercera molécula puede tener un ligando o consistir en ello, estando
el ligando unido preferiblemente de forma covalente a la tercera molécula. De manera particularmente preferible, el
primer y/o el segundo ligando estan repartidos sobre toda la superficie bioactiva, es decir, la superficie bioactiva esta
cubierta homogéneamente con el primer y/o segundo ligandos. Los ligandos pueden ser, por ejemplo, proteinas,
péptidos, lipidos, ADN, APN, ANB y/o ARN, oligosacaridos, compuestos de bajo peso molecular (moléculas
pequefias) con una masa molecular < 20.000 Da, preferiblemente < 10.000 Da, de manera especialmente preferible
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<3.000 Da, en particular <900 Da, y también combinaciones de los mismos. Durante la inundacién o el contacto
con la fase movil, los analitos (estructuras diana) contenidos en la misma interactian con los ligandos inmovilizados.

En otra forma de realizacion, la fase inferior de la disposicion segun la invencion puede tener otras moléculas unidas
covalentemente, adecuadas para inmovilizar la primera molécula, o bien complejos formados a partir de moléculas.
Estas moléculas pueden ser moléculas que tengan un grupo carboxilo.

La disposicion segun la invencién es adecuada en general para detectar analiticamente eventos de unién de
moléculas (por ejemplo, de ligandos inmovilizados sobre la disposicién y determinadas moléculas analito), en
particular para aplicaciones de alto rendimiento en celdas de flujo y para mediciones por medio de resonancia de
plasmén superficial (SPR), medicion de interferencia luminosa (LIM) y/o mediante microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM). Con la disposicion se pueden detectar selectivamente eventos de unién de moléculas analito especificas,
desde una disolucién a la superficie bioactiva de la disposicién. En este caso, se considera coparticipe de union para
la molécula de analito de la disolucion el ligando que comprende al menos una segunda molécula. Si la tercera
molécula tiene igualmente un ligando, este ligando también se considera coparticipe de unién, siendo la union
particularmente fuerte si ambos ligandos participan en la uniéon a la molécula de analito. La primera, segunda y/o
tercera moléculas, sirven meramente como plataforma para el o los ligandos, y no deben participar en la unién al
analito. Asi, con la disposicion segun la invencion se pueden ofrecer, de manera especifica y reversible, ligandos
potenciales para un analito conocido, y medirse eventos de unién entre moléculas de analito y ligandos. La
disposicion segun la invencion se puede utilizar también para detectar interacciones molécula-molécula, en particular
cuando se aplica con, o sobre, particulas o perlas, y también para métodos de medida o procedimientos de
deteccidon que se basan en el principio de la clasificacién de particulas activada por fluorescencia, tales como, por
ejemplo, la citometria de flujo FACS (clasificacion de células activada por fluorescencia). Es obvio que, en este caso,
se utilizan marcadores fluorescentes adecuados que se unen especificamente a al menos una molécula unida o
inmovilizada sobre la superficie bioactiva.

La disposicion segun la invencion encuentra una aplicacion adicional en conjuncion con ALPHA.

En lo que sigue se describen la presente invencion y sus ejecuciones ventajosas por medio de ejemplos de
realizacion.

Las Figuras muestran:
la Figura 1, una carga y regeneracion de un chip biosensor,

la Figura 2a, un ejemplo de una hibridacion reversible de cadenas sencillas de ADN (A'; A), recurriendo a un
diagrama de sefial QCM

las Figuras 2b-2c,  experimentos ilustrativos de la deteccion de eventos de unién (asociacion y disociacion) entre
moléculas inmovilizadas y méviles, recurriendo a diagramas de sefial QCM

la Figura 3: una representacion esquematica del principio de procedimiento segun la invencién, con
referencia a una forma de realizacion adicional.

La Figura 1 muestra una carga y regeneracion de un chip biosensor, en donde el chip biosensor presenta como
primera molécula, en el estado inicial A, una inmovilizacién de cadenas sencillas 3 de ADN unidas covalentemente.
En este caso, las cadenas sencillas 3 de ADN estan inmovilizadas covalentemente sobre la superficie bioactiva 1 en
complejos 2 unidos covalentemente. Con el nimero de referencia 8 se designa una fase inferior que esta formada al
menos por los complejos 2 con las cadenas sencillas 3 de ADN unidas covalentemente a los mismos. En el paso (I)
del procedimiento, se pone en contacto la fase inferior 8 con una disolucién tampdn en la que estan contenidas
segundas cadenas sencillas 4 de ADN como segunda molécula. En este caso, las segundas cadenas sencillas 4 de
ADN presentan ligandos 6 acoplados covalentemente. Durante el contacto, las segundas cadenas sencillas 4 de
ADN se hibridan complementariamente, es decir, especificamente y de manera no covalente, a las cadenas sencillas
3 de ADN inmovilizadas, con formacion de cadenas dobles de ADN. En este caso, se designa con el numero de
referencia 7 la zona que forma la fase estacionaria superior.

En el paso (li) del procedimiento se pone en contacto, por inundacion, la fase estacionaria 7 con una fase movil,
pudiendo asociarse a los ligandos 6 estructuras 9 (analitos) presentes en la fase moévil. Durante el paso (li) del
procedimiento, la asociacion y disociacion se pueden determinar, por ejemplo, mediante microbalanza de cristal de
cuarzo.

Para la regeneracion (escision de la fase estacionaria temporal, nimero de referencia 7), en el paso (ll) se pone en
contacto la superficie bioactiva 1 con una disolucion tampdn, mediante inundacion con un caudal prefijable,
presentando la disolucion tampén inicialmente un valor de pH que se situa en el intervalo de pH 8 a pH 6 y, durante
el contacto, se reduce lentamente hasta alcanzar un valor de pH inferior a 3.

A consecuencia de la variacion del valor de pH durante el contacto con la disoluciéon tampén, las cadenas dobles
formadas a partir de las cadenas sencillas 3 y 4 de ADN se desnaturalizan, disociandose las segundas cadenas
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sencillas 4 de ADN de las primeras cadenas sencillas 3 de ADN inmovilizadas. De este modo se escinde la fase
estacionaria 7 y se elimina con el flujo de la disolucién tampén. Se aporta a continuacién un tampon de
neutralizacion o tampon de elucion que tiene un valor de pH fisiologico en el intervalo de pH 6 a pH 7, con lo que se
pueden renaturalizar las cadenas sencillas 3 de ADN inmovilizadas.

En la Figura 2a se puede apreciar, gracias a un diagrama de sefial QCM, la hibridacion de dos cadenas sencillas (A';
A) de ADN, como se ha descrito mas arriba, en donde se hibridan cadenas sencillas A de ADN que estan presentes
en una fase movil (tampdn de hibridacién) y tienen una conjugacion con ciclosporina A (CsA), a cadenas sencillas A’
de ADN inmovilizadas. Para escindir la segunda molécula inmovilizada por la hibridacion, es decir, el ADN A
conjugado con CsA, se puede emplear HCI 2,5 mM con el cual se inunda o se incuba, durante 120 s, la superficie
del chip sensor. Como se puede deducir asimismo del diagrama de la Figura 5a, los ciclos de hibridacion, es decir,
acoplamientos repetidos de ADN con las cadenas sencillas A' de ADN inmovilizadas, muestran sefiales de QCM 51,
52 y 53 correspondientes.

En las Figuras 2b a 2d se representan, recurriendo a diagramas de sefial QCM, experimentos cinéticos para
determinar los procesos de unién (asociacion y disociacion) entre las moléculas de CsA inmovilizadas descritas en la
Figura 2a y ciclofilina A (CypA, Figura 2b), y también las variantes de ciclofilina A mutante (CypA mutante, Figura 2c)
y ciclofilina 40 (Cyp40, Figura 2d).

En primer lugar, el chip de QCM descrito en la Figura 2a, sobre el cual estan inmovilizadas las moléculas de CsA
acopladas a ADN A, se lava con tampén de union a proteina (HEPS 10 mM, NaCl 150 mM, 0,05% de Tween 20,
ASB (albumina sérica de bovino) 1 uM, pH 7,4), afadiéndose en este caso al tampdn de unién a proteina,
respectivamente, ciclofilina A (CypA, Figura 2b), ciclofiina A mutante (CypA mutante, Figura 2c) y ciclofilina 40
(Cyp40, Figura 2d) en distintas concentraciones. Las correspondientes concentraciones de moléculas de ciclofilina
se manifiestan en sefiales QCM mas intensas, como se puede deducir de los diagramas de las Figuras 2b a 2d. Las
inyecciones (contactos) de las distintas concentraciones de moléculas de ciclofilina A (CypA, Figura 2b), ciclofilina A
mutante (CypA mutante, Figura 2c) y ciclofilina 40 (Cyp40, Figura 2d) se realizaron en cada caso con un flujo
volumétrico de 25 pl/minuto, a 22°C, durante un tiempo de inyeccion de 84 s.

La Figura 2b muestra la fijacion y disociacion de CypA al chip sensor QCM en el noveno ciclo de hibridacion o,
respectivamente, deshibridacion. En este caso se utilizé CypA en las siguientes concentraciones: 6,25 nM, 12,5 nM,
25 nM, 50 nM, 100 nM y 200 nM. Después de medir la sefial QCM, se realizé en cada caso una limpieza del chip
sensor, mediante inundacion con tampén de laurilsulfato sédico (SDS) al 1% durante 120 s.

La Figura 2c muestra la fijacion y disociacion de CypA mutante al chip sensor QCM, aportandose la CypA mutante
en concentraciones de 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM y 1.000 nM.

La Figura 2d muestra la fijacién y disociacion de Cyp40 al chip sensor QCM, aportandose la Cyp40 en
concentraciones de 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM y 1.000 nM.

Durante la ejecucion de los experimentos de fijacion (2b a 2d), en ninguno de los chips sensores QCM segun la
invencion utilizados en las Figuras 2b a 2d se pudo constatar una deshibridacion de la doble hélice (A'; A) de ADN
como consecuencia del proceso de lavado con la disolucién tampén de SDS al 1%. La escision o, respectivamente,
deshibridacion de la cadena A de ADN acoplada a CsA sélo se puede lograr mediante la reduccion del pH.

La Figura 3 muestra una representacion esquematica de un principio de procedimiento segun la invencién para
detectar eventos de unién de moléculas a una superficie bioactiva de un chip biosensor, en donde se indica con las
flechas el progreso del procedimiento. En el estado inicial A, la superficie bioactiva 1 del chip biosensor esta cubierta
por completo con un tampén de unién, y presenta una inmovilizacion de al menos una primera molécula 3 que
consiste en ADN monocatenario y que esta unida quimicamente de manera covalente al chip 1. Esta inmovilizacion
quimica covalente se puede conseguir, por ejemplo, haciendo reaccionar un chip que tiene grupos carboxilo libres,
con ADN monocatenario que tiene grupos amino libres (NH2-ssDNA) en presencia de EDC/sNHS. De manera
analoga, se puede hacer reaccionar con un NHz-ssDNA 4, 5, y EDC/sNHS, cualquier ligando 6a, 6b que tenga un
grupo carboxilo libre. De este modo se pueden generar segundas moléculas 4 y/o terceras moléculas 5 segun la
invencion, que se han unido quimicamente de forma covalente a un ligando 6a, 6b.

En un paso (l), primeramente se une (se hibrida) a la al menos una primera molécula 3 una segunda molécula 4,
consistente ahora en ADN monocatenario, con formacién de al menos una unién no covalente especifica (uniones
de puente de hidrégeno entre las bases nucleotidicas). La segunda molécula 4 presenta una unién (por ejemplo,
quimicamente covalente) a un ligando 6a. Ademas, en el paso () también se puede unir una tercera molécula 5 a la
segunda molécula 4. La tercera molécula presenta un enlace (por ejemplo, quimicamente covalente) a un ligando 6b
(denominado segundo ligando), siendo diferentes en este ejemplo los dos ligandos 6a, 6b.

En el paso (li) del procedimiento, se ponen en contacto las moléculas con ligandos mediante inundacién con una
fase movil, pudiéndose asociar las moléculas 9 presentes en la fase movil (por ejemplo, una proteina especifica en
calidad de analito) a los ligandos 6a, 6b. Durante el paso (li) del procedimiento, la asociacion y disociacion entre los
ligandos inmovilizados 6a, 6b y las estructuras 9 se pueden determinar analiticamente, por ejemplo mediante
espectroscopia de resonancia de plasmén superficial.
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En el paso (ll), se pone en contacto (no mostrado) la superficie bioactiva 1 con una disolucion tampdén que tiene un
valor de pH inferior a tres, mediante inundacién con un flujo volumétrico prefijable. Gracias al bajo valor de pH, se
escinde la hibridacién de los ADN monocatenarios (disociacion), y la primera molécula 3 inmovilizada quimicamente
de forma covalente sobre la superficie 1 del biochip permanece en su lugar, es decir, se regenera el biochip y queda
listo para un nuevo ensamblaje con segundas y opcionalmente terceras moléculas. Por consiguiente, todo el
procedimiento es reversible, de modo que el biochip se puede utilizar sucesivamente muchas veces para las
mediciones.

Después del paso (Il), se puede lavar la superficie bioactiva 1 con un tampdén de elucion (preferiblemente tampén de
fosfato (PBS) de pH 7) para ajustar el valor de pH desde pH 3 a un valor de pH neutro.

La Figura 2 muestra una representacion esquematica de un ejemplo de realizacion del procedimiento segun la
invencion, recurriendo a una carga y regeneracion de un chip biosensor, en donde el chip biosensor presenta como
primera molécula, en el estado inicial A, una inmovilizacién de cadenas sencillas 3 de ADN unidas covalentemente.
En este caso, las cadenas sencillas 3 de ADN estan inmovilizadas covalentemente sobre la superficie bioactiva 1 en
complejos 2 unidos covalentemente. Con el nimero de referencia 8 se designa una fase inferior que esta formada al
menos por los complejos 2 con las cadenas sencillas 3 de ADN unidas covalentemente a los mismos. En el paso (1)
del procedimiento, se pone en contacto la fase inferior 8 con una disolucién tampdn en la que estan contenidas
segundas cadenas sencillas 4 de ADN como segunda molécula. En este caso, las segundas cadenas sencillas 4 de
ADN presentan ligandos 6 acoplados covalentemente. Durante el contacto, las segundas cadenas sencillas 4 de
ADN se hibridan complementariamente, es decir, especificamente y de manera no covalente, a las cadenas sencillas
3 de ADN inmovilizadas, con formacion de cadenas dobles de ADN. En este caso, se designa con el numero de
referencia 7 la zona que forma la fase estacionaria superior

En el paso (li) del procedimiento se pone en contacto, por inundacion, la fase estacionaria 7 con una fase movil,
pudiendo asociarse a los ligandos 6 estructuras 9 (analitos) presentes en la fase moévil. Durante el paso (li) del
procedimiento, la asociacion y disociacion se pueden determinar, por ejemplo, mediante microbalanza de cristal de
cuarzo.

Para la regeneracion (escision de la fase estacionaria temporal, nimero de referencia 7), en el paso (ll) se pone en
contacto la superficie bioactiva 1 con una disolucion tampdn, mediante inundacion con un caudal prefijable,
presentando la disolucion tampon inicialmente un valor de pH que se situa en el intervalo de pH 8 a pH 6 y, durante
el contacto, se reduce lentamente hasta alcanzar un valor de pH inferior a 3.

A consecuencia de la variacion del valor de pH durante el contacto con la disoluciéon tampén, las cadenas dobles
formadas a partir de las cadenas sencillas 3 y 4 de ADN se desnaturalizan, disociandose las segundas cadenas
sencillas 4 de ADN de las primeras cadenas sencillas 3 de ADN inmovilizadas. De este modo se escinde la fase
estacionaria 7 y se elimina con el flujo de la disolucién tampdén. Se aporta a continuacién un tampon de
neutralizacion o tampon de elucidon que tiene un valor de pH fisioldgico en el intervalo de pH 6 a pH 7, con lo que se
pueden renaturalizar las cadenas sencillas 3 de ADN inmovilizadas.

La Figura 3 muestra un ejemplo de realizacion de la disposicion de la invencién para detectar eventos de union de
moléculas, con al menos una primera molécula 3 que esta inmovilizada sobre una superficie bioactiva 1 mediante un
enlace covalente 20. En este caso, la primera molécula 3 unida covalentemente forma una capa inferior 8. Se
designa, ademas, con el nimero de referencia 4, una segunda molécula que esta unida mediante una unién no
covalente especifica a la al menos una primera molécula 3. En el presente ejemplo, la primera molécula 3 es el
derivado de biotina destiobiotina y la segunda molécula 4 es estreptoavidina, presentando la destiobiotina 3 una
constante de disociacién Kp con respecto a la estreptoavidina 4 en el intervalo de 10°Ma 10" M.

A la estreptoavidina 4, que forma una capa cerrada, se fijan otras terceras moléculas 5, que presentan un
acoplamiento de un ligando 6. En el ejemplo presente, las moléculas 5 son moléculas de biotina a las que estan
unidos covalentemente los ligandos 6.

La fase estacionaria superior 7, formada con la estreptoavidina 4 y los ligandos 5/6 biotinilados (que contienen
moléculas de biotina) puede escindirse de la superficie bioactiva 1 mediante la escision de la uniéon no covalente
especifica entre la destiobiotina 3 y la estreptoavidina 4.

La unién no covalente especifica formada entre la destiobiotina 3 y la estreptoavidina 4 se escinde poniendo en
contacto la superficie bioactiva 1 con una disolucién tampdn que contiene moléculas de biotina libres, sin unir. La
constante de disociacion de biotina y estreptoavidina 4 se sitda por debajo de 10" M, de manera que las moléculas
de biotina libres tienen una afinidad hacia la unién especifica con estreptoavidina que es mayor que la de la
destiobiotina 3. Por consiguiente, las moléculas de biotina aportadas desplazan a la destiobiotina 3 de los sitios de
unién de la estreptoavidina 4, con lo cual la fase estacionaria superior 7 se escinde de la fase inferior 8.
Dependiendo del método de medida (por ejemplo, SPR, LIM o QCM), la disposiciéon segun la invencion puede estar
configurada correspondientemente. Por lo tanto, la disposicion de la invencion entra en consideracion, por ejemplo,
conjuntamente con chips o bioensayos de sensor SPR, LIM o QCM. Si la disposicién segun la invencion se
implementa sobre, y/o con, nanoparticulas o perlas, también son concebibles otros métodos de medida o métodos
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de deteccion, ademas de los métodos mencionados de SPR, QCM o LIM (medicién de interferencia luminosa), que
se basen en el principio de la clasificacion de particulas activada por fluorescencia. Es obvio que, en este caso, se
utilizan marcadores fluorescentes adecuados que se unen especificamente a al menos una molécula unida o
inmovilizada sobre la superficie bioactiva.

En lo que sigue se explica con mas detalle, en un ejemplo, la preparacion u obtencién de amino-PEG-destiobiotina,
que, debido a su funcionalizaciéon con amino y PEGilacion (PEG significa polietilenglicol), es adecuada en particular
para fijarse a enlazadores de diamino inmovilizados y, asi, formar la fase inferior (Figura 1, nUmero de referencia 8).

Para preparar amino-PEG-destiobiotina se combinan en primer lugar 107,5 mg de destiobiotina con 500 mg de
resina de O-bis-(aminoetil)etilenglicol-tritilo, utilizando 165 pl de N-metilmorfolina y 170 mg de HBTU (reactivo de
acoplamiento peptidico) en 2 ml de dimetilformamida (DMF), y se agitan durante 30 minutos. A continuacion, se lava
la resina con DMF y diclorometano (DCM). Para separarlo, se incuba la resina durante 20 minutos con 3 ml de una
disolucion de incubacion, consistente en 3 ml de DCM y 2% de acido trifluoroacético (TFA). A continuacion, se lava
la resina dos veces, con 1 ml de la disolucién de incubacion cada vez. En el paso siguiente, se precipita el producto
separado con, o en, 30 ml de éter dietilico, y se filtra el precipitado con un filtro de 0,22 pm. Después se disuelve en
agua el retenido y se purifica mediante cromatografia liquida de alta eficacia en fase invertida (CLAE-FI). Para ello
se puede utilizar, por ejemplo, un aparato de CLAE-FI ProStar, Agilent Technologies, Santa Clara, EE.UU., que esta
equipado con una columna C18 de AXIA 100A, tamafio de particula 10 pym, 250x30 mm, Phenomenex, Torrance,
EE.UU., eluyéndose la columna durante 50 minutos con un gradiente lineal que comienza en 5% hasta 95%. El
gradiente se prepara con dos disoluciones A y B, de las cuales la solucién A contiene 99,9% de agua y 0,1% de TFA
y la disolucion B contiene 94,9% de acetonitrilo, 5% de agua y 0,1% de TFA. Para determinar la fraccion buscada de
la amino-PEG-destiobiotina se puede utilizar, por ejemplo, espectrometria de masas con ionizacién por electroespray
(EM-IES). La fraccion de la amino-PEG-destiobiotina se puede recoger como liofilizado en un aceite.

En lo que sigue, se muestra en otro ejemplo como se utiliza o se puede utilizar la amino-PEG-destiobiotina como
primera molécula 3 para formar la fase inferior de la disposicidon segun la invencién, en particular para formar la
superficie bioactiva. Sirve como base, en este caso, una superficie bioactiva de un chip sensor carboxilico.

En primer lugar, se equilibra con tampoén de elucion (1x PBS, pH 7,4), a razon de 10 pm/minuto, un chip sensor
carboxilico (chip sensor cuya superficie esta cargada con grupos carboxilo). Sigue después la incubacién del chip
sensor durante 300 s con una disolucién compuesta de hidrocloruro de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]lcarbodiimida
(EDC) 0,2 M y N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) 0,05 M. En la incubacion del chip sensor, se funcionalizan los
grupos carboxilo de tal manera que son capaces de unirse o acoplarse a la amino-PEG-destiobiotina. En
consecuencia, en una incubacién adicional se expone durante 300 s la superficie del chip sensor a la destiobotina
PEGilada funcionalizada con amino (2 pl de aceite de amino-PEG-destiobiotina en 300 ul de tampdn acetato 10 mM,
pH 4,75). Después de la incubacion, se bloquean los grupos carboxilo activados restantes con etanolamina 1 M
(pH 8). A continuacion, se equilibra el chip sensor con tampén de elucién 25 pl/minuto. El resultado se corresponde
con un chip de biosensor como el dibujado en la Figura 1 en el estado A, sobre cuya superficie 1 esta formada la
fase inferior 8, en donde el numero de referencia 3 representa la amino-PEG-destiobiotina. La superficie del chip
sensor 1 asi funcionalizada es adecuada para la fijacion reversible de otras segundas moléculas 4, preferiblemente
estreptoavidina.

En la Figura 4 esta representada a modo de ejemplo, recurriendo a un diagrama QCM, la fijacion reversible de la
estreptoavidina a un chip sensor funcionalizado con amino-PEG-destiobiotina. En este caso se trata, por
consiguiente, de una aplicacion del dispositivo segun la invencidon con un chip sensor QCM. Después de equilibrar
con 25 yl/minuto de tampdn de elucion, se pone en contacto con estreptoavidina, durante 300 s, el chip sensor
funcionalizado con amino-PEG-destiobiotina. En la Figura 4, estos 300 s se representan por la seccion entre los
numeros de referencia 41 y 42. Aqui, el contacto con estreptoavidina genera una sefial fuerte de QCM (eje Y en Hz).

Tras el contacto con estreptoavidina, se equilibra con tampdén de elucion la superficie bioactiva del chip sensor, con
lo cual la estreptoavidina no unida se elimina junto con la corriente liquida de tampdn de elucién. Se finaliza el
equilibramiento cuando la sefial QCM ya no varia sustancialmente, por lo que se puede asumir que en la superficie
del chip sensor solamente permanecen moléculas de estreptoavidina unidas a la amino-PEG-destiobotina. En el
caso presente, el equilibramiento con el tampdn de elucion finalizé después de aproximadamente 51 minutos
(numero de referencia 43), cuando se pudo medir una sefial QCM constante. En la posicién indicada por el nimero
de referencia 43, el chip sensor y la superficie del chip sensor son adecuadas para unir otras terceras moléculas o
ligandos, en particular, biotinilados. Para tales experimentos cinéticos (asociacién y disociacion de ligandos y sus
analitos), también se puede incubar previamente la estreptoavidina, es decir, antes de la fijacion al chip sensor, con
compuestos quimicos biotinilados o componentes biotinilados (terceros ligandos o moléculas) en proporcion 2:1
(componente con respecto a estreptoavidina).

En el paso (Il) siguiente se efectia la regeneracion de la superficie bioactiva, entendiéndose por regeneracion la
escision de la segunda molécula, es decir, la escision de la estreptoavidina. Para escindir (disociar) la
estreptoavidina, se pone en contacto la superficie bioactiva del chip sensor tres veces, durante 300 s cada vez, con
1 mg/ml de biotina en PBS, manteniéndose en cada caso un caudal volumétrico de 25 pl/minuto, de forma que se
puedan eliminar las moléculas escindidas. El proceso de escision se puede entenderse recurriendo a las secciones
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designadas con los numeros de referencia 43-44, 44-45, 45-46, en donde la sefial QCM es siempre menor. Después
de la escision se efectla otra carga con estreptoavidina, poniendo la superficie bioactiva del chip sensor otra vez en
contacto con estreptoavidina durante 300 s. La nueva carga se puede reconocer por el aumento repentino de la
sefial QCM en la seccion 46-47. Después del contacto con estreptoavidina, se equilibra la superficie del chip sensor
con un tampon de elucion para eliminar la estreptoavidina no unida o unida inespecificamente, con el flujo
volumétrico del tampon de elucion. Como representa el numero de referencia 48, incluso con cargas repetidas de
estreptoavidina se consigue una fijacion de estreptoavidina equivalente a la fijacion de estreptoavidina previamente
efectuada en la posicion 43.

En lo que sigue se explica el procedimiento de la invencion en otro ejemplo de realizacion, utilizando un chip de ADN
QCM (sistema Attana A200°).

En un primer paso se lava o se enjuaga el chip QCM, sobre el que estan inmovilizadas como primera molécula
cadenas sencillas A' de ADN, con un tampén de elucion de pH 7,4 compuesto de HEPS (sustancia amortiguadora)
10 mM, NaCl 150 mM y 0,05% de TWEEN 20. A continuacion se ponen en contacto cadenas sencillas A de ADN
(complementarias), presentes en concentracion 1 yM en tampdn de hibridacion, que estan conjugadas (unidas
covalentemente) con moléculas organicas (ligandos tales como ciclosporina A), con la superficie del sustrato, es
decir, con las cadenas simples A' de ADN. El tampo6n de hibridacion utilizado para ello tiene un pH de 7,4 y puede
contener, por ejemplo, HEPS 10 mM y NaCl 150 mM.

En la Figura 5a se puede apreciar, recurriendo a un diagrama de sefial QCM, una hibridacién de dos cadenas
sencillas (A'; A) de ADN como se ha descrito anteriormente, en donde se hibridan cadenas sencillas A de ADN, que
estan presentes en una fase mévil (tampdn de hibridacion) y tienen una conjugacion con ciclosporina A (CsA), a
cadenas sencillas A' de ADN inmovilizadas. Para escindir la segunda molécula inmovilizada por la hibridacion, es
decir, el ADN A conjugado con CsA, se puede emplear HCI 2,5 mM con el cual se inunda o se incuba, durante 120 s,
la superficie del chip sensor. Como se puede deducir asimismo del diagrama de la Figura 5a, los ciclos de
hibridacién, es decir, acoplamientos repetidos de ADN con las cadenas sencillas A' de ADN inmovilizadas, muestran
sefiales de QCM 51, 52 y 53 correspondientes.

En las Figuras 5b a 5d se representan, recurriendo a diagramas de sefial QCM, experimentos cinéticos para
determinar los procesos de unién (asociacion y disociacion) entre las moléculas de CsA inmovilizadas descritas en la
Figura 5a y ciclofilina A (CypA, Figura 5b), y también las variantes de ciclofilina A mutante (CypA mutante, Figura 5c)
y ciclofilina 40 (Cyp40, Figura 5d).

En primer lugar, el chip de QCM descrito en la Figura 5a, sobre el cual estan inmovilizadas las moléculas de CsA
acopladas a ADN A, se lava con tampén de union a proteina (HEPS 10 mM, NaCl 150 mM, 0,05% de Tween 20,
ASB (albumina sérica de bovino) 1 uM, pH 7,4), afadiéndose en este caso al tampdn de unién a proteina,
respectivamente, ciclofilina A (CypA, Figura 5b), ciclofiina A mutante (CypA mutante, Figura 5c) y ciclofilina 40
(Cyp40, Figura 5d) en distintas concentraciones. Las correspondientes concentraciones de moléculas de ciclofilina
se manifiestan en sefiales QCM mas intensas, como se puede deducir de los diagramas de las Figuras 5b a 5d. Las
inyecciones (contactos) de las distintas concentraciones de moléculas de ciclofilina A (CypA, Figura 5b), ciclofilina A
mutante (CypA mutante, Figura 5c) y ciclofilina 40 (Cyp40, Figura 5d) se realizaron en cada caso con un flujo
volumétrico de 25 pl/minuto, a 22°C, durante un tiempo de inyeccion de 84 s.

La Figura 5b muestra la fijacion y disociacion de CypA al chip sensor QCM en el noveno ciclo de hibridacion o,
respectivamente, deshibridacion. En este caso se utilizd CypA en las siguientes concentraciones: 6,25 nM, 12,5 nM,
25 nM, 50 nM, 100 nM y 200 nM. Después de medir la sefial de QCM, se realizd en cada caso una limpieza del chip
sensor, mediante inundacion con tampon de laurilsulfato sédico (SDS) al 1% durante 120 s.

La Figura 5¢ muestra la fijacion y disociacion de CypA mutante al chip sensor QCM, aportandose la CypA mutante
en concentraciones de 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM y 1.000 nM.

La Figura 5d muestra la fijacién y disociacion de Cyp40 al chip sensor QCM, aportandose la Cyp40 en
concentraciones de 31,25 nM, 62,5 nM, 125 nM, 250 nM, 500 nM y 1.000 nM.

Durante la ejecucion de los experimentos de fijacion (5b a 5d), en ninguno de los chips sensores QCM segun la
invencion utilizados en las Figuras 5b a 5d se pudo constatar una deshibridacion de la doble hélice (A'; A) de ADN
como consecuencia del proceso de lavado con la disolucién tampén de SDS al 1%. La escision o, respectivamente,
deshibridacion de la cadena A de ADN acoplada a CsA sdlo se puede lograr mediante la reduccion del pH.

La Figura 6 muestra una representacion esquematica de otro principio de procedimiento segun la invencién para
detectar eventos de unién de moléculas a una superficie bioactiva de un chip biosensor, en donde se indica con las
flechas el progreso del procedimiento. En el estado inicial A, la superficie bioactiva 1 del chip biosensor esta cubierta
por completo con un tampén de unién, y presenta una inmovilizacion de al menos una primera molécula 3 que
consiste en ADN monocatenario y que esta unida quimicamente de manera covalente al chip 1. Esta inmovilizacién
quimica covalente se puede conseguir, por ejemplo, haciendo reaccionar un chip que tiene grupos carboxilo libres,
con ADN monocatenario que tiene grupos amino libres (NHz2-ssDNA) en presencia de EDC/sNHS. Analogamente, se
puede hacer reaccionar con un NHy-ssDNA 4, 5, y EDC/sNHS, cualquier ligando 6a, 6b que tenga un grupo
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carboxilo libre. De este modo se pueden generar segundas moléculas 4 y/o terceras moléculas 5 segun la invencion,
que se han unido quimicamente de forma covalente a un ligando 6a, 6b.

En un paso (l), primeramente se une (se hibrida) a la al menos una primera molécula 3 una segunda molécula 4,
consistente ahora en ADN monocatenario, con formaciéon de al menos una unién no covalente especifica (uniones
de puente de hidrégeno entre las bases nucleotidicas). La segunda molécula 4 presenta una unién (por ejemplo,
quimicamente covalente) a un ligando 6a. Ademas, en el paso () también se puede unir una tercera molécula 5 a la
segunda molécula 4. La tercera molécula presenta un enlace (por ejemplo, quimicamente covalente) a un ligando 6b
(denominado segundo ligando), siendo diferentes en este ejemplo los dos ligandos 6a, 6b.

En el paso (li) del procedimiento, se ponen en contacto las moléculas con ligandos mediante inundacién con una
fase movil, pudiéndose asociar las moléculas 9 presentes en la fase movil (por ejemplo, una proteina especifica en
calidad de analito) a los ligandos 6a, 6b. Durante el paso (li) del procedimiento, la asociacién y disociacion entre los
ligandos inmovilizados 6a, 6b y las estructuras 9 se pueden determinar analiticamente, por ejemplo mediante
espectroscopia de resonancia de plasmén superficial.

En el paso (ll), se pone en contacto (no mostrado) la superficie bioactiva 1 con una disolucion tampdén que tiene un
valor de pH inferior a tres, mediante inundacion con un flujo volumétrico prefijable. Gracias al bajo valor de pH, se
escinde la hibridacion de los ADN monocatenarios (disociacion) y la primera molécula 3 inmovilizada quimicamente
de forma covalente sobre la superficie 1 del biochip permanece en su lugar, es decir, se regenera el biochip y queda
listo para un nuevo ensamblaje con segundas y opcionalmente terceras moléculas. Por consiguiente, todo el
procedimiento es reversible, de modo que el biochip se puede utilizar sucesivamente muchas veces para las
mediciones.

Después del paso (lIl), se puede lavar la superficie bioactiva 1 con un tampdén de elucion (preferiblemente tampdn de
fosfato (PBS) de pH 7) para ajustar el valor de pH desde pH 3 a un valor de pH neutro.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para detectar eventos de union de moléculas a superficies bioactivas, en el cual
en un paso (l),

a al menos una primera molécula (3), que esta inmovilizada mediante un enlace covalente sobre una superficie
bioactiva (1), estando la primera molécula (3) seleccionada del grupo consistente en ADN, ARN, ANB y APN
monocatenarios,

se une al menos una segunda molécula (4), con formaciéon de al menos una unién no covalente especifica,
estando la al menos una segunda molécula (4) seleccionada del grupo consistente en ADN, ARN, ANB y APN
monocatenarios, y estando unida o uniéndose la segunda molécula (4) quimicamente de forma covalente a un
ligando (6a),

se logra una fijacion de al menos una tercera molécula (5) a la al menos una segunda molécula (4) a través de
al menos una union no covalente especifica, estando la al menos una tercera molécula (5) seleccionada del
grupo consistente en ADN, ARN, ANB y APN monocatenarios, y estando unida o uniéndose la al menos una
tercera molécula (5) covalentemente a un segundo ligando (6b),

se pone en contacto una primera disolucion tampén que contiene una molécula (9) de analito con la superficie
(1) y se detectan por medio de un método de medida analitico eventos de unién entre la molécula (9) de analito
y el ligando (6a) y segundo ligando (6b),

en un paso (ll),

se pone en contacto una segunda disolucidon tampon con la superficie (1) de manera que se escinde la union
no covalente especifica entre la primera molécula (3) y la segunda molécula (4) y se eliminan de la superficie
moléculas unidas de forma no covalente a la superficie, y

a continuacion de ello, se repiten al menos una vez los pasos (1) y (II).

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el ligando (6a) se selecciona del grupo consistente
en péptidos, proteinas, lipidos, ADN, ARN, APN, ANB, oligosacaridos y también compuestos de bajo peso molecular
con una masa molecular <20.000 Da, preferiblemente <10.000 Da, de manera especialmente preferible < 3.000
Da, en particular <900 Da.

3. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el segundo ligando (6b) se
selecciona del grupo consistente en péptidos, proteinas, lipidos, ADN, ARN, APN, ANB, oligosacaridos y también
compuestos de bajo peso molecular con una masa molecular < 20.000 Da, preferiblemente < 10.000 Da, de manera
especialmente preferible < 3.000 Da, en particular < 900 Da.

4. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que el ligando (6a) y el segundo
ligando (6b) son iguales o diferentes.

5. Procedimiento segin una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que los eventos de union se
detectan por medio de espectroscopia de resonancia de plasmén de superficie (SPR), medida de interferencia
luminosa (LIM) y/o microbalanza de cristal de cuarzo (QCM).

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que la al menos una molécula de
analito (9) se selecciona del grupo consistente en péptidos, proteinas, lipidos, ADN, ARN, APN, ANB, oligosacaridos
y también compuestos de bajo peso molecular con una masa molecular < 20.000 Da, preferiblemente < 10.000 Da,
de manera especialmente preferible < 3.000 Da, en particular < 900 Da.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que se pone en contacto en el
paso (Il) la superficie bioactiva (1) con la disolucién tampodn, teniendo la disolucién tampdn un valor pH inferior a 3.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones precedentes, caracterizado por que se pone en contacto la
superficie bioactiva (1), después de escindir la unién no covalente especifica, con un tampén de neutralizacion que
tiene un valor de pH en el intervalo de pH 6 a pH 8.

9. Disposicion para detectar eventos de unién de moléculas, en la cual

esta inmovilizada al menos una primera molécula (3) sobre una superficie bioactiva (1) mediante una unién
covalente, estando la primera molécula (3) seleccionada del grupo consistente en ADN, ARN, ANB y APN
monocatenarios, y

esta unida al menos una segunda molécula (4) mediante una unién no covalente especifica a la al menos una
primera molécula (3), estando la al menos una segunda molécula (4) seleccionada del grupo consistente en
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ADN, ARN, ANB y APN monocatenarios, y estando la segunda molécula (4) unida quimicamente de forma
covalente a un ligando (6a), en donde

esta fijada al menos una tercera molécula (5) a la al menos una segunda molécula (4) mediante al menos una
union no covalente especifica, estando la al menos una tercera molécula (5) seleccionada del grupo
consistente en ADN, ARN, ANB y APN monocatenarios, y estando la al menos una tercera molécula (5) unida
covalentemente a un segundo ligando (6b), en donde

la unién no covalente especifica de la primera y segunda moléculas (3, 4) se puede escindir por contacto de la
superficie (1) con una disolucion tampon.

10. Disposicion segun la reivindicacion 9, caracterizada por que el ligando (6a) se selecciona del grupo consistente
en péptidos, proteinas, lipidos, ADN, ARN, APN, ANB, oligosacaridos y también compuestos de bajo peso molecular
con una masa molecular <20.000 Da, preferiblemente <10.000 Da, de manera especialmente preferible < 3.000
Da, en particular <900 Da.

11. Disposicion segun una de las reivindicaciones 9 o 10, caracterizada por que el segundo ligando (6b) se
selecciona del grupo consistente en péptidos, proteinas, lipidos, ADN, ARN, APN, ANB, oligosacaridos y también
compuestos de bajo peso molecular con una masa molecular < 20.000 Da, preferiblemente < 10.000 Da, de manera
especialmente preferible < 3.000 Da, en particular < 900 Da.

12. Disposicion segun una de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada por que el ligando (6a) y el segundo ligando
(6b) son iguales o diferentes.

13. Disposicion segun una de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada por que la superficie bioactiva (1) es
adecuada para una medicion analitica de eventos de union, preferiblemente para una mediciéon analitica mediante
espectroscopia de resonancia de plasmon superficial (SPR), medicién de interferencia luminosa (LIM) y/o
microbalanza de cristal de cuarzo (QCM).

14. Disposicion segin una de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizada por que al menos una molécula (9) de
analito esta unida a la superficie bioactiva (1), preferiblemente a través de un enlace no covalente, estando la
molécula de analito seleccionada preferiblemente del grupo consistente en péptidos, proteinas, lipidos, ADN, ARN,
APN, ANB, oligosacaridos y también compuestos de bajo peso molecular con una masa molecular <20.000 Da,
preferiblemente < 10.000 Da, de manera especialmente preferible < 3.000 Da, en particular < 900 Da.

15. Disposicion segun una de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizada por que la unién no covalente especifica se
puede escindir por contacto con una disolucién tampdn que tiene un valor pH que es inferior a pH 3.

16. Disposicion segun una de las reivindicaciones 9 a 15, caracterizada por que la superficie (1) es esencialmente
seca.

13



ES 2630 131 T3

Y o fv Z T
T~ | A4 v \ s (L)NQV-ZHN T
0=0 ~_A0=D 0=0 5 l0=0 . !
HN O NH ol O NH sHnsoaz /
B V—
8 Jdoeo Nav-opues |« - | £ &7 \_ .
e e e © HOOD | zoom\
_ ] HOOD
p R
/ \f : ()
o 97 L )
- / OnUOnO_ 0=0 \co_umhmcmmm;
uolun ap oAesug N"Np N UoPEpLqIYsSd
- . ‘ (1Nav-zHN (T
ey B —0 ——  HOOODO
= 5 - 9 SHNS/Oa3 (1

g

IE

14



Frecuencia / Hz

Frecuencia / Hz

ES 2630 131 T3

50 1 _
Fig.Za 3
40 ;,\/ !
53
30-
20 -
10 -
0- | , | |
0 200 400 600
Tiempo (minutos)
20 A Fig.2b  Ciclofilina A
100 200 300 400

Tiempo (minutos)

15



Frecuencia / Hz

Frecuencia / Hz

ES 2630 131 T3

" Fig.2¢  Giclofilina A mutante
15
10
5 J
0..
0 50 100 450 200 250 300 350 400
Tiempo (s)
50 -
Fig. 2d  Ciclofilina 40
40+
304
20 -
104 |
0- ! v 1 B T J 1
0 100 200 300 400
Tiempo (s)

16



ES 2630 131 T3

Il osed T T
<« s He BF
° b 5 b : h 5
9 f
IR R

1| osed losed /", |
9%y
Y

| /
]
ot 1 ot <« m m
NH oum: NH 9 OHmI oby O= !
- o L
NH 3 Y \
s B Bt <
h S N SHNS/pQ3 MO | oo
h fr HOOD
Su... “n \
’ Sﬂm\ v
A
Il ommy o) i o il osed
NH ouux NH
¢ £ ¢
N

"N, D
6 7. ¢ enbiy

17



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

