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DESCRIPCION
Deteccion de multiples analitos
Campo
La presente descripcion se refiere a métodos para detectar mdltiples analitos.
Antecedentes

En muchos casos, el analisis de una muestra requiere que se detecten multiples analitos. Tradicionalmente, esto se
ha llevado a cabo detectando los multiples analitos mediante el analisis paralelo de la muestra. Sin embargo, existe
una necesidad cada vez mayor de poder detectar multiples analitos en una Unica muestra.

En ciertas circunstancias, es util poder detectar multiples analitos en la misma reacciéon. Esto se denomina en
general "deteccion multiple". Esto puede ocurrir por muchas razones, por ejemplo, en circunstancias en las que
existe una cantidad limitante de muestra que se puede analizar, cuando no es ni practico ni econémico detectar
analitos en reacciones diferentes, y/o cuando es ventajoso que la deteccion tenga lugar en el mismo medio de
reaccion.

A pesar de los avances en la deteccion de analitos en general, la deteccion de multiples analitos sigue suponiendo
un desafio en muchas situaciones, por ejemplo la deteccion de multiples analitos en muestras bioldgicas y la
deteccion de multiples analitos en muestras complejas. La deteccion de analitos en tales muestras utiliza a menudo
el reconocimiento del analito mediante la union a otra molécula. Sin embargo, las técnicas que implican la union del
analito a otra molécula representan un desafio cuando es necesario detectar multiples analitos en la misma reaccion,
lo que incluye, por ejemplo, uno o0 mas de lo siguiente: la capacidad de distinguir entre diferentes analitos, el
solapamiento y/o la interferencia entre las sefiales de deteccion, la sensibilidad insuficiente para permitir la deteccion
de una cantidad baja de analito, y la interferencia de otros agentes en una muestra.

Ademas, la deteccion de multiples analitos mediante el uso de ciertas tecnologias a menudo es cara y/o requiere la
adquisicion de un equipo nuevo, y por tanto invertir en tales tecnologias plantea una limitacion financiera.

Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar métodos para la deteccion de multiples analitos para abordar uno o
mas problemas de la técnica y/o proporcionar una o mas ventajas.

El documento WO 2011/057347 A1 describe un método para detectar un analito en una muestra. El documento EP 2
550 147 A1y Edwards et al., Lab on a Chip, vol. 11, n® 24, pagina 4267 (2011), describen cada uno un método, kit y
dispositivo para detectar la presencia de como minimo dos analitos proteicos diferentes en una muestra, en los que
el dispositivo (es decir, sustrato) usado para este fin tiene unido a él como minimo dos agentes de captura para
detectar la presencia de como minimo dos analitos diferentes. Wiese et al., Clinical Chemistry, 2001, pagina 1451,
describe un ELISA multianalito para detectar la presencia de 3 analitos diferentes en una muestra (PSA, PSA-ACT e
IL-6). Kartalov et al., Biotechniques, vol. 40, n° 1, paginas 85-90 (2006) describe un inmunoensayo microfluidico de
alto rendimiento en el que se detectan 5 analitos diferentes segun el principio del ELISA. Trune et al., Hearing
Research, vol. 275, n° 1-2, paginas 1-7 (2010), describe la deteccion de citocinas en extractos de oido de raton
mediante el uso de 4 ELISAs multiples diferentes para detectar simultaneamente de 16 a 60 citocinas diferentes.
Liew et al., Biotechniques, vol. 42, n® 3, paginas 327-333 (2007) describe la deteccion de 9 antigenos mediante el
uso de un ELISA mudiltiple. Cat # Qah-Mmp.: "Quantibody Human MMP Array 1 - quantitative measurement of 10
human matrix metalloproteinase related proteins" (XP55227057 (2010)) es un manual del usuario de RayBiotech que
ejemplifica el principio de Quantibody descrito en Mao et al., Cytokine, vol. 52, n° 1-2, pagina 96 (2010) para detectar
simultaneamente varios analitos mediante el uso del principio de ELISA. El documento WO 2005/017485 A2
describe un ELISA multiple para detectar dos o mas analitos en una muestra. Eason et al., Meso Scale Discovery,
describe una placa de micropocillos en la que cada pocillo esta revestido con 4 anticuerpos para capturar 4 proteinas
diferentes (Akt; GSK-apha, Bad y p53). El documento WO 02/071067 A1 describe un método para determinar
simultaneamente 2 o mas proteinas modificadas mediante el uso de anticuerpos unidos a un sustrato. En los
documentos anteriores, el sustrato se lava antes de la deteccion.

Sumario

La presente descripcion se refiere a la deteccion de multiples analitos. Ciertas realizaciones de la presente
descripcion se dirigen a métodos para detectar multiples analitos.

En un aspecto, la presente invencion se dirige a un método para detectar como minimo dos analitos diferentes que
no son acidos nucleicos en una muestra, y el método comprende:

proporcionar a un recipiente de reaccioén:

(i) como minimo un sustrato solido que comprende uno o mas agentes de inmovilizacién, en el que el
sustrato comprende una superficie de plastico o una superficie hidrofoba;
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(i) la muestra;

(iii) como minimo dos agentes de captura diferentes que se unen a como minimo dos analitos diferentes, y los
como minimo dos agentes de captura diferentes pueden estar inmovilizados en el como minimo un
sustrato solido, en el que los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un anticuerpo;

(iv) como minimo dos agentes detectables diferentes que se unen a los como minimo dos analitos diferentes,
en los que los como minimo dos agentes detectables diferentes comprenden un anticuerpo; y

detectar los como minimo dos analitos diferentes en la muestra detectando la presencia de los como minimo
dos analitos diferentes unidos al como minimo un sustrato sélido, en el que la detecciéon de los como minimo
dos analitos diferentes no comprende ningun lavado del como minimo un sustrato sélido después de poner en
contacto el como minimo un sustrato solido con la muestra, uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes y uno o mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes;

en el que el o los agentes de inmovilizaciéon se unen de manera pasiva al como minimo un sustrato sélido;

en el que uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un ligando para el o
los agentes de inmovilizacion, en el que el ligando se une a uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes;

en el que el ligando y uno del o de los agentes de inmovilizacion son un par de unién que comprende un
marcador peptidico y un anticuerpo anti-péptido; y

en el que los como minimo dos analitos diferentes se detectan simultdneamente,

en el que uno o mas de los como minimo dos analitos diferentes se seleccionan del grupo que consiste en una
proteina, un componente de una ruta de sefalizacion celular, una citocina, un inhibidor tumoral, o un
anticuerpo.

En una realizacion, el método comprende proporcionar uno o mas de los como minimo dos agentes de captura
diferentes a una concentracion de 10 ng/ml a 1000 ng/ml.

En una realizacién adicional, el marcador peptidico comprende la secuencia peptidica DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) y
el anticuerpo anti-péptido comprende un anticuerpo anti-DYKDDDDK.

En una realizacién del método inventivo a) uno o mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes
comprenden un fluoréforo, uno o mas iones lantanidos, preferiblemente uno o mas de Eu®*, Sm®, Tb%, y Dy**; y b)
preferiblemente, uno de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende Eu®*, y otro de los como
minimo dos agentes detectables diferentes comprende Sm?3*.

En una realizacion adicional, el método comprende formar un complejo entre uno o mas de los como minimo dos
agentes de captura diferentes, uno o mas de los como minimo dos analitos diferentes, y uno o mas de los como
minimo dos agentes detectables diferentes antes o simultdneamente con la puesta en contacto del complejo con el
como minimo un sustrato sélido.

En una realizacion adicional del método inventivo, a) el como minimo un sustrato sélido tiene una capacidad de
union total de 5 pug/ml o menos para las proteinas, b) el recipiente de reaccion comprende el como minimo un
sustrato solido, c) el recipiente de reaccion comprende una punta de pipeta, en el que la punta de pipeta comprende
el como minimo un sustrato soélido; y/o d) el como minimo un sustrato sélido comprende una diversidad de
microesferas, en el que preferiblemente la diversidad de microesferas estan retenidas en la punta de pipeta.

En una realizacion adicional de la invencion, la muestra es una muestra de sangre, una muestra de suero, una
muestra de orina, una muestra de células, un lisado celular o una combinaciéon de cualquiera de las anteriormente
mencionadas.

En una realizacion adicional de la invencién, el método comprende la produccidon de como minimo dos sefales
detectables diferentes, en las que:

a) como minimo una de las como minimo dos sefales detectables tiene una longitud de onda de emisién maxima
en el intervalo de 500-560 nm, y otra sefal detectable tiene una longitud de onda de emision maxima en el
intervalo de 570-610 nm,

b) como minimo una de las como minimo dos sefiales detectables tiene una longitud de onda de emision maxima
en el intervalo de 380-490 nm, y otra sefal detectable tiene una longitud de onda de emision maxima en el
intervalo de 500-560 nm,

c) como minimo una de las como minimo dos sefales detectables tiene una longitud de onda de emisién maxima
en el intervalo de 380-490 nm, y otra sefal detectable tiene una longitud de onda de emision maxima en el
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intervalo de 570-750 nm, o

d) como minimo una de las como minimo dos sefales detectables tiene una longitud de onda de emisién maxima
en el intervalo de 500-560 nm, y otra sefal detectable tiene una longitud de onda de emision maxima en el
intervalo de 570-750 nm.

En una realizacion adicional de la invencion, la deteccion de los como minimo dos analitos diferentes se consigue en
un tiempo de 2 horas o menos, y/o el método comprende proporcionar uno o mas filtros y/o una o mas fuentes de luz
y/o uno o mas detectores de luz a un dispositivo lector de placas para permitir la deteccién de los como minimo dos
analitos diferentes.

En una realizacion adicional de la invencion, uno de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende
Eu®* y otro de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende Sm?*.

Breve descripcion de las figuras
Ciertas realizaciones y ejemplos de referencia se ilustran mediante las siguientes figuras.

La Figura 1 muestra, con fines de comparacion, tres protocolos de ELISA para la deteccion de ERK 1/2 fosforilado
(PERK) que se examinaron mediante el uso de diversas concentraciones de un lisado celular que contenia pERK. (1)
Un formato de ELISA simultaneo, en el que los componentes de ensayo, concretamente el anticuerpo de captura
(anti-pERK-biotina), el analito (lisado celular), y el anticuerpo de deteccién (anti-ERK-HRP), se incubaron
simultaneamente en una microplaca revestida de estreptavidina. (2) Un formato de ELISA de multiples incubaciones
estandar, en el que el anticuerpo de captura se incub6 primero en una microplaca revestida de estreptavidina,
seguido del analito, y finalmente el anticuerpo de deteccién. (3) Un formato de ELISA de mudltiples incubaciones
estandar, en el que el analito se incub6é en una microplaca revestida de anticuerpo de captura, seguido de un
anticuerpo de deteccion. Los ensayos se incubaron durante 30 min (Figura 1A) para cada etapa de incubacion o 60
min (Figura 1B) para cada etapa de incubacion, y los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado estandar entre cada
etapa de incubacion para cada ensayo. Después de la incubacioén y el lavado final, se afadié el sustrato de HRP
QuantaRed™ a los pocillos, y cada placa se incubd durante 10 min en la oscuridad. Se midi6 la sefial fluorescente
de los pocillos a 550 nme/600 Nmer. Las Figuras 1A y 1B muestran la media y las desviaciones estandar para los
puntos de datos duplicados a cada concentracion de lisado de pERK analizada. En esta Figura, la comparacion
demuestra claramente un rendimiento de ensayo comparable a lo largo de un periodo de tiempo mas corto cuando
los componentes de ensayo se incuban simultaneamente, en comparacion con los protocolos de ELISA estandar, en
los que los componentes de ensayo se incuban de manera secuencial.

La Figura 2 muestra, con fines de comparacion, tres protocolos de ELISA para la deteccion de ERK 1/2 fosforilado
(PERK), mediante el uso de diversas concentraciones de un lisado celular que contenia pERK. (1) Un formato de
ELISA simultaneo, en el que los componentes de ensayo, concretamente el anticuerpo de captura (anti-pERK-
biotina), el analito (lisado celular), y el anticuerpo de deteccién (anti-ERK-HRP), se incubaron simultaneamente en
una microplaca revestida de estreptavidina durante 30 min (Figura 2A) o 60 min (Figura 2B). (2) Un formato de
ELISA de multiples incubaciones estandar, en el que el anticuerpo de captura se incubd primero en una microplaca
revestida de estreptavidina durante 10 min, seguido del analito durante 10 min, y finalmente el anticuerpo de
deteccion durante 10 min, lo que proporcioné un tiempo de incubacién de ensayo acumulativo total de 30 min (Figura
2A). (3) Un formato de ELISA de multiples incubaciones estandar, en el que el analito se incubd en una microplaca
revestida de anticuerpo de captura durante 30 min, seguido del anticuerpo de deteccién durante 30 min, lo que
proporciond un tiempo de ensayo acumulativo total de 60 min (Figura 1B). Los pocillos se sometieron a un ciclo de
lavado estandar entre cada etapa de incubacion para cada ensayo. Después de la incubacion y el lavado final, se
afnadi6 el sustrato de HRP QuantaRed™ a los pocillos, y cada placa se incubd durante 10 min en la oscuridad. Se
midio la sefal fluorescente de los pocillos a 550 Nme/600 Nmen. Las Figuras 2A y 2B muestran la media y las
desviaciones estandar para los puntos de datos duplicados a cada concentracién de lisado de pERK analizada. En
esta Figura, la comparacion demuestra claramente un mejor rendimiento de ensayo en el mismo periodo de tiempo
de ensayo total cuando los componentes de ensayo se incuban simultdneamente, en comparacion con los
protocolos de ELISA estandar, en los que los componentes de ensayo se incuban de manera secuencial.

La Figura 3 muestra, con fines de comparacion, la concentracién del anticuerpo de captura (anti-fosfo-ERK)
necesaria para un rendimiento de ensayo 6ptimo para tres protocolos de ELISA para la deteccion de ERK 1/2
fosforilado, mediante el uso de concentraciones variables del anticuerpo de captura en combinacién con una
concentracion fija tanto de lisado celular como de anticuerpo de deteccion. (1) Un formato de ELISA simultaneo, en
el que los componentes de ensayo, concretamente el anticuerpo de captura (anti-pERK-biotina), el analito (lisado
celular), y el anticuerpo de deteccion (anti-ERK-HRP), se incubaron simultaneamente en una microplaca revestida
de estreptavidina durante 120 min. (2) Un formato de ELISA simultaneo, en el que los componentes de ensayo,
concretamente el anticuerpo de captura (anti-pERK-péptido), el analito (lisado celular), y el anticuerpo de deteccion
(anti-ERK-HRP), se incubaron simultaneamente en una microplaca revestida de anticuerpo anti-péptido durante 120
min. (3) Un formato de ELISA de multiples incubaciones estandar, en el que el analito se incub6 en una microplaca
revestida de anticuerpo de captura (no biotinilado) durante 120 min, seguido del anticuerpo de deteccion durante 120
min. Los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado estandar entre cada etapa de incubacion para cada ensayo.
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Tras el ciclo de lavado, se afiadio el sustrato de HRP a los pocillos, y las placas se incubaron durante 10 min en la
oscuridad. Se midid la sefial fluorescente de los pocillos a 540 nmex/590 nmem. La Figura 3 muestra la media y las
desviaciones estandar para los puntos de datos duplicados para cada objetivo analizado. En esta Figura, la
comparacion demuestra claramente que se alcanza un rendimiento de ensayo 6ptimo con concentraciones inferiores
de anticuerpo de captura cuando los componentes de ensayo se incuban de manera simultanea para los protocolos
de captura con biotina y de captura con péptido, en comparacion con los protocolos de ELISA estandar en los que
los analitos se incuban de manera secuencial, y se lavan entre las incubaciones. Estos datos demuestran que el
ensayo tiene la posibilidad de reducir los costes de fabricacion de placas de ELISA.

La Figura 4 muestra, con fines de comparacion, la necesidad de incubaciones secuenciales para un rendimiento de
ensayo o6ptimo para dos protocolos de ELISA para la deteccion de ERK 1/2 fosforilado. (1) Un formato de ELISA
simultaneo, en el que los componentes de ensayo, concretamente el anticuerpo de captura (anti-fosfo-ERK-péptido),
el analito (lisado celular), y el anticuerpo de deteccion (anti-ERK-HRP), se incubaron simultaneamente en una
microplaca revestida de anticuerpo anti-péptido durante 120 min. (2) Un formato de ELISA secuencial, en el que los
componentes de ensayo en fase de disolucion, concretamente el anticuerpo de captura (anti-pERK-péptido), el
analito (lisado celular), y el anticuerpo de deteccion (anti-ERK-HRP), se incubaron simultaneamente en un recipiente
de reaccion diferente durante 60 min. Los componentes de ensayo se transfirieron posteriormente a una microplaca
revestida de anticuerpo anti-péptido durante 60 min. Al final de la incubacion en la microplaca de ensayo revestida
de anticuerpo anti-péptido, ambos protocolos requirieron un ciclo de lavado estandar. Tras el ciclo de lavado, se
afadi6 el sustrato de HRP a los pocillos, y las placas se incubaron durante 10 min en la oscuridad. Se midio la sefial
fluorescente de los pocillos a 540 Nme/590 Nnmem. La Figura 4 muestra la media y las desviaciones estandar para los
puntos de datos duplicados para cada objetivo analizado. En esta Figura, la comparacién demuestra claramente que
no se consigue un beneficio en el rendimiento del ensayo con la inclusiéon de una etapa de preincubacion antes de la
introduccion en un sustrato solido que porta el agente de inmovilizacion.

La Figura 5 muestra un ELISA de una incubacion y un lavado que se llevd a cabo mediante el uso de una
configuracion de 3 anticuerpos. Los componentes del ensayo, concretamente el anticuerpo de captura (anti-pERK-
biotina), el analito (lisado celular), el anticuerpo de deteccion (anti-ERK de conejo), y un anticuerpo anti-conejo-HRP
genérico, se incubaron simultdneamente en una microplaca revestida de estreptavidina durante 120 min (sefal), y se
comparo con un ensayo similar realizado con un control de tampén solamente por el analito (ruido). Los pocillos se
sometieron a un ciclo de lavado estandar tras la etapa de incubacion, y se afiadi6 el sustrato de HRP SigmaFAST™
a los pocillos, y cada placa se incub6 durante 10 min en la oscuridad. Se midi6 la sefial colorimétrica en los pocillos a
450 nm. La Figura 5 muestra la media y las desviaciones estandar para los puntos de datos duplicados a cada
concentracion de lisado de pERK analizada. En esta Figura, el ensayo demuestra claramente la utilidad de que los
componentes de ensayo se incuben simultaneamente.

La Figura 6 muestra la deteccion de diferentes quinasas mediante un ELISA de una incubacion y un lavado. Se
afnadieron lisados celulares que contenian S6 p240/44, AKT pT308 o AKT pS473 fosforilados (sefal), o controles
con tampon solamente (ruido) a diferentes pocillos de una microplaca de ensayo (placa Nunc Maxisorp™ de 384
pocillos revestidos de estreptavidina). La reaccion se inicié mediante la adicion de pares de anticuerpos especificos
del objetivo (uno biotinilado y el otro conjugado a HRP) a los lisados. Los ensayos se incubaron durante 2 h, y
después se sometieron a un ciclo de lavado. Después del ciclo de lavado, se afiadié el sustrato de HRP
QuantaRed™ a los pocillos, y la placa se incub6 durante 10 min en la oscuridad. Se midio la sefial fluorescente de
los pocillos a 550 nme,/600 nmen. La Figura 6 muestra la media y las desviaciones estandar para los puntos de datos
duplicados para cada objetivo analizado. En esta Figura, el ensayo demuestra claramente la eficacia para varios
objetivos diferentes, en el que los componentes de ensayo se incuban simultaneamente.

La Figura 7 es un diagrama esquematico que muestra un cartucho microfluidico adecuado para el uso de acuerdo
con ciertas realizaciones de la presente descripcion.

La Figura 8 demuestra los resultados de la deteccion electroquimica de pERK en un sistema microfluidico. La Figura
8A muestra los resultados en bruto de la deteccion electroquimica (en mV) durante la fase de flujo de sustrato y la
fase de incubacion de sustrato. La Figura 8B muestra una curva patron de pERK generada mediante el uso de los
datos obtenidos de los 60 segundos tras la inyeccion de sustrato (durante la fase de flujo). La Figura 8C muestra una
curva patron de pERK generada mediante el uso de los datos obtenidos de 180 segundos tras la inyeccion de
sustrato (al final de la fase de incubacién de sustrato).

La Figura 9 muestra los resultados de la deteccion electroquimica de pAKT473 en un sistema microfluidico. La
Figura 9A muestra los resultados en bruto de la deteccion electroquimica (en mV) durante la fase de flujo de sustrato
y la fase de incubacion de sustrato. La Figura 9B muestra una curva patron de pAKT473 generada mediante el uso
de los datos obtenidos de los 60 segundos tras la inyeccidon de sustrato (durante la fase de flujo). La Figura 9C
muestra una curva patrén de pAKT473 generada mediante el uso de los datos obtenidos de 180 segundos tras la
inyeccion de sustrato (al final de la fase de incubacion de sustrato).

La Figura 10 demuestra un rendimiento de ensayo equivalente con diversas permutaciones en el orden de
administracion de los componentes de ensayo al pocillo de ensayo, mediante el uso de (A) un conjugado anticuerpo
de captura-péptido (anti-pERK-péptido), (B) o un conjugado anticuerpo de captura-biotina (anti-pERK-biotina), como
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reactivo de captura de ensayo. Los componentes del ensayo se afiadieron en diversas permutaciones (véase el
Ejemplo 7, Tablas 1y 2). Se afiadieron los componentes individuales del ensayo con una separacion de 1 min a las
placas y se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente, y después se sometieron a un ciclo de lavado. Tras el
ciclo de lavado, se afadié el sustrato de HRP a los pocillos, y las placas se incubaron durante 10 min en la
oscuridad. Se midi6 la senal fluorescente de los pocillos a 540 Nnme,/590 Nnmem. La Figura 10 muestra la media y las
desviaciones estandar para los puntos de datos duplicados para cada objetivo analizado. En esta Figura, los
ensayos demuestran claramente que cuando se afiadieron en el periodo de tiempo corto descrito, el orden de la
adiciéon de los componentes de ensayo individuales no afecta al rendimiento del ensayo, en comparacién con los
componentes de ensayo que se afiaden simultaneamente.

La Figura 11 muestra la deteccion de EGF, IL-2 y TNFa humanos recombinantes, en PBS/0,5% de BSA o suero
humano. Se prepararon conjugados anticuerpo de captura-péptido, y conjugados anticuerpo de deteccion-HRP
especificos para cada uno de EGF (A), IL-2 (B) y TNFa (C). Se prepararon EGF, IL-2 o TNFa recombinantes a
concentraciones que oscilaron de 100 ng/mL a 10 fg/mL, en PBS/0,5% de BSA, o suero humano, y se afiadieron 50
pL/pocillo de cada analito a una placa de ensayo de ELISA revestida con un anticuerpo anti-péptido. Los ensayos se
iniciaron mediante la adiciéon de mezclas que contenian ambos anticuerpos especificos hacia cada uno de EGF, IL-2
o TNFa, junto con una composicion anti-HAMA general disponible comercialmente de Bioreclamation LLS
(Westbury, NY, EE.UU. - reactivo inhibidor de inmunoglobulinas (lIR)), a los pocillos de una placa de ELISA
adecuada. Los ensayos se incubaron durante 1 h, y después se sometieron a un ciclo de lavado. Tras el ciclo de
lavado, se afiadio el sustrato de HRP a los pocillos, y las placas se incubaron durante 10 min en la oscuridad. Se
midio la sefal fluorescente de los pocillos a 540 nme,/590 nmem. La Figura 11 muestra la media y las desviaciones
estandar para los puntos de datos duplicados para cada objetivo analizado. En esta Figura, el ensayo demuestra
claramente la eficacia para varios objetivos diferentes en suero, en el que los componentes de ensayo se incuban
simultaneamente. La sefal elevada para EGF en suero humano se debe a la presencia de proteina(s) EGF
enddgena(s) en este medio.

La Figura 12 muestra la deteccion de EGF, IL-2 y TNFa humanos recombinantes en un tiempo de ensayo total de 15
min. Se prepararon conjugados anticuerpo de captura-péptido, y conjugados anticuerpo de deteccion-HRP
especificos para cada uno de EGF (A), IL-2 (B) y TNFa (C). Se prepararon EGF, IL-2 o TNFa recombinantes a
concentraciones que oscilaron de 100 ng/mL a 10 fg/mL, en PBS/0,5% de BSA, y se afiadieron 50 pL/pocillo de cada
analito a una placa de ensayo de ELISA revestida con un anticuerpo anti-péptido. Los ensayos se iniciaron mediante
la adicién de mezclas que contenian ambos anticuerpos especificos hacia cada uno de EGF, IL-2 o TNFa a los
pocillos de una placa de ELISA adecuada. Los ensayos se incubaron durante 10 min, y después se sometieron a un
ciclo de lavado. Tras el ciclo de lavado, se afiadid el sustrato de HRP a los pocillos, y las placas se incubaron
durante 5 min en la oscuridad. Se midi6 la sefial fluorescente de los pocillos a 540 nmex/590 NMen. La Figura 12
muestra la media y las desviaciones estandar para los puntos de datos duplicados para cada objetivo analizado. En
esta Figura, el ensayo demuestra claramente la deteccion eficaz en un tiempo de ensayo total de 15 min de varios
objetivos diferentes, mediante el uso de ciertas realizaciones en las que los componentes de ensayo se incuban
simultaneamente.

La Figura 13 muestra la variacion intra-placa observada para 2 ELISAs diferentes de una incubacion para fosfo-AKT
(pSerd73) o fosfo-STATS.

La Figura 14 muestra la deteccion de TNFa en sobrenadantes de cultivo tisular.

La Figura 15 muestra la deteccion de fosfo-AKT (pSer473) o fosfo-ERK en un tiempo total de ensayo de 25 min.
Para cada objetivo, se diluyd (A) fosfo-AKT o (B) fosfo-ERK activos recombinantes tal como se indica, a diversas
concentraciones, mediante el uso de tampon de lisis 1X que contenia un 0,1% de BSA, y se afadieron a 4 pocillos
duplicados de una microplaca de 96 pocillos revestidos de estreptavidina. Para iniciar la reaccién de ensayo, para
cada objetivo, se afiadid una mezcla del anticuerpo de captura conjugado a biotina y del anticuerpo de deteccion
conjugado a HRP a los lisados, y se incubaron durante 1 hora. Los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado
estandar para cada ensayo. Después del ciclo de lavado, se afiadid el sustrato de HRP QuantaRed™ a los pocillos,
y cada placa se incubd durante 10 min en la oscuridad. Se midio la sefial fluorescente de los pocillos a 550 nme/600
nmem. Las Figuras 15A y 15B muestran los puntos de datos a cada concentracion de analito analizada, para fosfo-
AKT y fosfo-ERK, respectivamente. Ambos ensayos mostraron sensibilidad a menos de 1 ng/mL.

La Figura 16 muestra la deteccion de diversas concentraciones de IL-2 mediante el uso de un sistema de captura
marcador peptidico/anticuerpo anti-marcador peptidico.

La Figura 17 muestra la deteccion de diversas concentraciones de IL-2 mediante el uso de un sistema de captura
marcador peptidico/anticuerpo anti-marcador peptidico.

La Figura 18 muestra la deteccién de diversas concentraciones de EGF, IL-2 y TNFa mediante el uso de un sistema
de captura marcador peptidico/anticuerpo anti-marcador peptidico.

La Figura 19 muestra la sefial obtenida para diversas concentraciones de analito mediante el uso de un sistema de
captura marcador peptidico/anticuerpo anti-marcador peptidico.
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La Figura 20 muestra una comparacion de un sistema de captura biotina-estreptavidina con un sistema de captura
marcador peptidico - anticuerpo anti-péptido en un entorno bioldgico diverso.

La Figura 21A muestra que un sistema de captura estreptavidina/biotina que utiliza un agente de captura de
anticuerpo y un agente detectable de anticuerpo no se ve afectado por concentraciones crecientes de anticuerpos
irrelevantes. La Figura 21B muestra los datos de la Figura 21A que se han normalizado para expresar la proporcion
sefial:ruido, en la que el ruido es la sefal del inmunocomplejo obtenida para cada condicion comparada con la sefial
obtenida en ausencia de analito.

La Figura 22A muestra que el sistema de captura anticuerpo anti-marcador peptidico - péptido que utiliza un agente
de captura de anticuerpo y un agente detectable de anticuerpo no se ve afectado por las concentraciones crecientes
de anticuerpos irrelevantes. La Figura 22B muestra los datos de la Figura 22A que se han normalizado para
expresar la proporcion sefal:ruido, en la que el ruido es la sefial del inmunocomplejo obtenida para cada condicién
comparada con la sefial obtenida en ausencia de analito.

La Figura 23 muestra la deteccion de anticuerpos marcados con lantanidos. Se marcaron dos anticuerpos con
lantanidos con kits de marcaje de PerkinElmer: Un anticuerpo anti-EGF se marcé con europio mediante el uso de un
kit de marcaje con Eu, nimero de cat. de PerkinElmer 1244-302. Un anticuerpo IL-2 se marcé con samario mediante
el uso de un kit de marcaje con Sm, numero de cat. de PerkinElmer 1244-303. Los anticuerpos se incubaron con las
respectivas disoluciones de lantanidos durante 16 horas a temperatura ambiente, y los conjugados se desalaron
después mediante el uso de una columna PD10. Se construyeron las curvas patron para cada conjugado mediante
el uso de diluciones log1o de los conjugados, y las concentraciones maximas para Eu y Sm fueron 10 nM y 100 nM,
respectivamente. Las lecturas de fluorescencia resuelta en el tiempo para estas disoluciones se estudiaron en placas
de microtitulacion en un lector de placas Victor Il (PerkinElmer). Las longitudes de onda de excitacion y emision para
estos lantanidos fueron: Europio: Excitacion 340 nm/Emisiéon 615 nm; Samario: Excitacion 340 nm/Emisiéon 642 nm.

La Figura 24 muestra la deteccion doble de EGF e IL-2 mediante el uso de anticuerpos marcados con lantanidos en
un lector de placas con el uso de deteccion de fluorescencia resuelta en el tiempo.

La Figura 25 muestra la emisién de metilumbeliferona a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de fluoresceina, con una concentracion interpolada de resorufina de 5,5 uM.

La Figura 26 muestra la emision de fluoresceina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de metilumbeliferona, con una concentracion interpolada de resorufina de 5,5 uM.

La Figura 27 muestra la emision de resorufina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de metilumbeliferona, con una concentracion interpolada de fluoresceina de 5,5 M.

La Figura 28 muestra la emisién de metilumbeliferona a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de resorufina, con una concentracion interpolada de fluoresceina de 5,5 uM.

La Figura 29 muestra la emision de fluoresceina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de resorufina, con una concentracién interpolada de metilumbeliferona de 5,5 uM.

La Figura 30 muestra la emision de resorufina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de fluoresceina, con una concentracion interpolada de metilumbeliferona de 5,5 M.

Descripcion detallada

La presente descripcion se refiere a la deteccion de multiples analitos. Ciertas realizaciones de la presente
descripcion se dirigen a métodos para detectar multiples analitos en una muestra.

Ciertas realizaciones descritas proporcionan métodos para detectar mdultiples analitos que tienen una o mas
combinaciones de ventajas. Por ejemplo, algunas de las ventajas de las realizaciones descritas en la presente
memoria incluyen una o mas de las siguientes: la capacidad de distinguir multiples analitos en una muestra; la
capacidad de distinguir multiples analitos en el mismo medio de reaccién; una reduccion del solapamiento en las
sefales de deteccion usadas para detectar los multiples analitos; una reduccion de la interferencia entre las sefiales
de deteccidon usadas para detectar los multiples analitos; proporcionar una sensibilidad suficiente para permitir la
deteccion de cantidades bajas de multiples analitos; la interferencia reducida de otros agentes en una muestra; la
sencillez y/o ahorro en la deteccion de multiples analitos; la capacidad de usar los equipos existentes para detectar
los multiples analitos; y la capacidad de usar los equipos existentes para detectar los multiples analitos en el mismo
recipiente de reaccion, tales como lectores de placas existentes.

También se describen otras ventajas de ciertas realizaciones de la presente descripcion en la presente memoria. Por
ejemplo, ciertas realizaciones pueden tener una o mas combinaciones de las siguientes ventajas: proporcionar un
sistema de ensayo que usa cantidades bajas de reactivos para capturar y detectar los multiples analitos;
proporcionar un sistema de ensayo que tiene una capacidad elevada de union de reactivos; reducir el tiempo usado
para detectar los multiples analitos; reducir el nimero de etapas de incubacién para detectar los multiples analitos;
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proporcionar una deteccion fiable de mudltiples analitos; eliminar la necesidad de preincubacién de ciertos
componentes durante la deteccién de los multiples analitos; reducir el nimero de etapas de dispensacién durante la
deteccion de los multiples analitos; reducir el nimero de etapas de aspiracién durante la deteccion de los multiples
analitos; reducir los costes de tiempo y/o manipulacién necesarios para llevar a cabo el ensayo; usar una Unica
plataforma de ensayo para detectar los multiples analitos.

En ciertas realizaciones, la presente descripcién proporciona un método para detectar como minimo dos analitos
diferentes que no son acidos nucleicos en una muestra, y el método comprende:

proporcionar a un recipiente de reaccion:

(i) como minimo un sustrato soélido que comprende uno o mas agentes de inmovilizacién, en el que el
sustrato comprende una superficie de plastico o una superficie hidrofoba;

(i) la muestra;

(iii) como minimo dos agentes de captura diferentes que se unen a como minimo dos analitos diferentes, y los
como minimo dos agentes de captura diferentes pueden estar inmovilizados en el como minimo un
sustrato solido, en el que los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un anticuerpo;

(iv) como minimo dos agentes detectables diferentes que se unen a los como minimo dos analitos diferentes,
en los que los como minimo dos agentes detectables diferentes comprenden un anticuerpo; y

detectar los como minimo dos analitos diferentes en la muestra detectando la presencia de los como minimo
dos analitos diferentes unidos al como minimo un sustrato sélido, en el que la detecciéon de los como minimo
dos analitos diferentes no comprende ningun lavado del como minimo un sustrato sélido después de poner en
contacto el como minimo un sustrato solido con la muestra, uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes y uno o mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes;

en el que el o los agentes de inmovilizaciéon se unen de manera pasiva al como minimo un sustrato sélido;

en el que uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un ligando para el o
los agentes de inmovilizacion, en el que el ligando se une a uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes;

en el que el ligando y uno del o de los agentes de inmovilizacion son un par de unién que comprende un
marcador peptidico y un anticuerpo anti-péptido; y

en el que los como minimo dos analitos diferentes se detectan simultdneamente,

en el que uno o mas de los como minimo dos analitos diferentes se seleccionan del grupo que consiste en una
proteina, un componente de una ruta de sefalizacion celular, una citocina, un inhibidor tumoral, o un
anticuerpo.

La presente descripcion surge, al menos en parte, de la determinacion de que se pueden usar multiples agentes de
captura para detectar multiples analitos, mediante el uso de un sistema de ensayo por el cual se pueden inmovilizar
los agentes de captura en un sustrato sdlido.

En ciertas realizaciones, los métodos para la deteccién de analitos diferentes comprenden un Unico recipiente de
reaccion.

La presente descripcion también proporciona el uso de un recipiente de reaccidon para detectar los analitos
diferentes.

La deteccion de multiples analitos en el mismo medio de reaccion, tal como un recipiente de reaccién, se denomina
a veces "deteccion multiple", y la deteccion de dos analitos diferentes se denomina a veces "deteccion doble", y la
deteccioén de tres analitos diferentes se denomina a veces "deteccion triple", etc.

Ciertas realizaciones proporcionan métodos para detectar como minimo 2, como minimo 3, como minimo 4, como
minimo 5, como minimo 6 analitos diferentes en la muestra. En ciertas realizaciones, el método comprende detectar
como minimo 2 o como minimo 3 analitos diferentes en la muestra. Otros aspectos proporcionan métodos para
detectar2a4,2a5,2a6,3ab5, 3a6, 04 a6 analitos diferentes en la muestra.

La deteccion multiple de analitos, por ejemplo, plantea varios desafios respecto de la deteccion estandar en serie o
en paralelo de analitos. Los ejemplos de tales desafios incluyen uno o mas de lo siguiente: incapacidad de distinguir
entre analitos diferentes, solapamiento y/o interferencia entre las sefiales de deteccion, sensibilidad insuficiente para
permitir la deteccion de una cantidad baja de analitos, interferencia de otros agentes en una muestra, resultados
coherentes en multiples ensayos, la incapacidad de usar los equipos existentes, o combinaciones de los mismos.
Los ejemplos de los equipos incluyen los lectores (por ejemplo, lectores de placas) que utilizan fluorescencia,
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luminiscencia, absorbancia, polarizacion de fluorescencia, transferencia de energia de resonancia de fluorescencia
resuelta en el tiempo, tecnologias que utilizan la formacién de imagenes, tales como camaras CCD para la formacion
de imagenes.

Como se describe en la presente memoria, ciertas realizaciones proporcionan métodos para detectar analitos
diferentes que no son acidos nucleicos. En ciertas realizaciones, los analitos diferentes comprenden dos o mas
analitos diferentes que no son acidos nucleicos. En ciertas realizaciones, los analitos diferentes que no son acidos
nucleicos comprenden una diversidad de analitos diferentes que no son acidos nucleicos. En ciertas realizaciones,
los analitos diferentes que no son acidos nucleicos comprenden como minimo dos analitos diferentes que no son
acidos nucleicos.

Ciertas realizaciones se basan en la captura de un analito mediante un agente de captura por medio de un
mecanismo que no se basa sustancialmente en interacciones acido nucleico - acido nucleico, tales como la unién
basada en el emparejamiento de bases complementarias. Ciertas realizaciones se pueden basar en la captura de
uno o mas analitos mediante uno o mas agentes de captura por medio de un mecanismo que no se basa
sustancialmente en interacciones acido nucleico - acido nucleico, tales como la unién basada en el emparejamiento
de bases complementarias. Dicho esto, se entendera que, en ciertas realizaciones, el o los analitos pueden
comprender un componente de acido nucleico. En ciertas realizaciones, el mecanismo puede ser una combinacion
de diferentes tipos de mecanismos. En ciertas realizaciones, la uniéon de un analito a un agente de captura se basa
sustancialmente en interacciones hidrofobas, hidrofilas, no idnicas, idnicas, por enlaces de hidrégeno, polianionicas-
policationicas, de van der Waals, o combinaciones de las mismas, que no incluyen sustancialmente las interacciones
acido nucleico - acido nucleico.

En ciertas realizaciones, los como minimo dos agentes de captura diferentes se unen a los como minimo dos
analitos diferentes. En ciertas realizaciones, los como minimo dos agentes de captura diferentes se unen
principalmente a los como minimo dos analitos diferentes. La expresion "se unen principalmente" se refiere a la
union de un agente (por ejemplo, un agente de captura o un agente detectable) a una molécula objetivo como su
molécula de unioén principal, aunque no se excluye la unién del agente a otra u otras moléculas.

Los ejemplos de analitos que se pueden detectar en los métodos incluyen microbios, virus, proteinas,
macromoléculas, moléculas pequefas, farmacos o combinaciones adecuadas de los mismos. También se
contemplan otros tipos de analitos. En ciertas realizaciones, uno o mas de los analitos diferentes comprenden una
proteina. En ciertas realizaciones, uno o mas de los analitos diferentes comprenden una fosfoproteina. Los ejemplos
de fosfoproteinas son ERK, S6 RP p240/244, AKT pT308 o AKT pS473 fosforiladas. En ciertas realizaciones, uno o
mas de los analitos diferentes se pueden seleccionar, por ejemplo, de un componente de una ruta de sefializacion
celular, una citocina, un inhibidor tumoral, un anticuerpo o un fragmento de los mismos, o combinaciones de los
mismos. En ciertas realizaciones, uno o mas de los analitos diferentes comprenden una forma o estado particular de
una molécula, tal como una forma o estado particular de una proteina. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la
proteina esta fosforilada, metilada, glicosilada o una combinacion de las mismas. En estas realizaciones, un agente
de captura puede tener especificidad solamente hacia una forma de la proteina (por ejemplo, un agente de captura
se puede unir solamente a una forma fosforilada de la proteina y no a una forma sin fosforilar de la proteina). En
ciertas realizaciones, uno o mas de los analitos diferentes se pueden seleccionar, por ejemplo, de fosfo-ERK 1/2;
ERK 1/2 total; fosfo-Akt 1/2/3; Akt 1/2/3 total; fosfo-NF-KB p65; NF-KB p65 total; fosfo-1-kBa; kB total; fosfo-STATS3;
STATS3 total; fosfo-STAT5 A/B; fosfo-JNK 1/2/3; JNK 1/2/3 total; fosfo-p38 MAPKa; p38 MAPKa total; fosfo-p53; p53
total; fosfo-p70S6K; p70S6K total; y GAPDH.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los analitos diferentes esta presente en una muestra a una concentracion de
100 ng/ml o menos, 10 ng/ml o menos, 1 ng/ml o menos, 100 pg/ml o menos, 10 pg/ml o menos, 1 pg/ml o0 menos,
100 fg/ml o menos, 10 fg/ml o menos, o 1 fg/ml o menos. En ciertas realizaciones, uno o mas de los analitos
diferentes esta presente en la muestra a una concentracion de 100 ng/ml o mas, 10 ng/ml o mas, 1 ng/ml o mas, 100
pg/ml o mas, 10 pg/ml o mas, 1 pg/ml o mas, 100 fg/ml o mas, 10 fg/ml o mas, 1 fg/ml o mas. En ciertas
realizaciones, uno o mas de los analitos diferentes esta presente en la muestra a una concentracion de 1 fg/ml a 100
ng/ml, 1 fg/ml a 10 ng/ml, 1 fg/ml a 1 ng/ml, 10 fg/ml a 100 ng/ml, 10 fg/ml a 10 ng/ml, 10 fg/ml a 1 ng/ml, 100 fg/ml a
100 ng/ml, 100 fg/ml a 10 ng/ml, 100 fg/ml a 1 ng/ml, 1 pg/ml a 100 ng/ml, 1 pg/ml a 10 ng/ml, o 1 pg/ml a 1 ng/ml.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes en una muestra comprende una
determinacién cualitativa de si los dos o mas analitos diferentes estan presentes o ausentes en la muestra. En
ciertas realizaciones, la deteccién de dos o mas analitos diferentes comprende una determinacion cuantitativa de los
niveles de dos o mas analitos diferentes en la muestra. Por ejemplo, ciertas realizaciones de los métodos permiten la
cuantificacion de la concentraciéon de dos o mas analitos diferentes en la muestra. Se conocen los métodos para el
calculo de la concentracion de los analitos.

Ciertas realizaciones proporcionan la deteccion de analitos diferentes en una muestra. Por ejemplo, la muestra
puede ser una mezcla, una composicioén, una disolucién, una muestra enriquecida, una muestra que puede contener
dos o mas analitos diferentes o combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, la muestra comprende una
muestra de laboratorio, una muestra de investigacion, una muestra médica, una muestra bioldgica, una muestra de
células, una muestra de agua, una muestra alimentaria, y una muestra agricola, un derivado de estas muestras, un
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extracto de estas muestras, o combinaciones de las mismas. Ciertas realizaciones proporcionan la deteccién de
analitos diferentes a partir de una Unica muestra.

En ciertas realizaciones, la muestra comprende una muestra médica o una muestra de células, tal como una
muestra de sangre, una muestra de suero, una muestra de tejido, una muestra de orina, una muestra de leche, un
lisado celular, un derivado o extracto de estas, o combinaciones adecuadas de las mismas. En ciertas realizaciones,
la muestra se pretrata antes de detectar dos o mas de los analitos diferentes. Por ejemplo, la muestra se puede
preaclarar, concentrar, diluir, inducir, pretratar, procesar para eliminar uno o mas componentes o impurezas de la
muestra, o combinaciones adecuadas de los mismos. En ciertas realizaciones, la muestra no comprende células
fijadas.

Con respecto a las muestras bioldgicas, una deficiencia de muchos métodos previos para la deteccion de multiples
proteinas es que no son adecuados para el uso con muestras con niveles moderados a elevados de proteinas (por
ejemplo, como ocurre a menudo en las muestras que comprenden suero o lisados celulares). En al menos ciertas
realizaciones, los métodos descritos son capaces de manejar tales muestras. Por ejemplo, en ciertas realizaciones,
el método se puede llevar a cabo en presencia de concentraciones de proteinas moderadas o elevadas. Las
concentraciones de proteinas moderadas o elevadas se pueden introducir, por ejemplo, durante las etapas de
bloqueo, y/o pueden estar incluidas en la propia muestra. Por ejemplo, la muestra puede comprender una muestra
de suero que puede tener una concentracion de proteinas de hasta aproximadamente 60-80 mg/ml, una muestra de
lisado celular que puede tener una concentracion de proteinas de aproximadamente 1-3 mg/ml, o una muestra de un
ensayo basado en células que puede incluir una contaminacién de proteinas de suero bovino fetal (FBS), o
similares, que se puede usar en los medios de cultivo celular. También se contemplan otras combinaciones de
muestras. La contaminacion de proteinas de los medios también puede representar un porcentaje de la
contaminacion de proteinas, por ejemplo, 1-5% de la contaminacion de proteinas final en un lisado celular, que se
puede traducir a aproximadamente 0,6-4 mg/ml de proteina ademas de las proteinas celulares.

En ciertas realizaciones, la muestra comprende una concentracién de proteina de 0,01 mg/ml o mas, una
concentracion de proteina de 0,1 mg/ml o0 mas, una concentracién de proteina de 1 mg/ml o mas, una concentracion
de proteina de 2 mg/ml o mas, una concentracion de proteina de 10 mg/ml o mas, una concentracion de proteina de
20 mg/ml o mas, una concentracion de proteina de 30 mg/ml o mas, una concentracion de proteina de 40 mg/ml,
una concentracion de proteina de 50 mg/ml o mas, o una concentraciéon de proteina de 60 mg/ml o mas. En ciertas
realizaciones, la muestra puede comprender una concentracion de proteina de 0,01 mg/ml o menos, una
concentracion de proteina de 0,1 mg/ml o menos, una concentracion de proteina de 1 mg/ml o menos, una
concentracion de proteina de 2 mg/ml o menos, una concentracion de proteina de 10 mg/ml o menos, una
concentracion de proteina de 20 mg/ml o menos, una concentracion de proteina de 30 mg/ml o menos, una
concentracion de proteina de 40 mg/ml o menos, una concentracion de proteina de 50 mg/ml menos, o una
concentracion de proteina de 60 mg/ml o menos. En ciertas realizaciones, la muestra comprende una concentracion
de proteina de 0,01 mg/ml a 60 mg/ml, 0,01 mg/ml a 50 mg/ml, 0,01 mg/ml a 40 mg/ml, 0,01 mg/ml a 30 mg/ml, 0,01
mg/ml a 20 mg/ml, 0,01 mg/ml a 10 mg/ml, 0,01 mg/ml a 2 mg/ml, 0,01 mg/ml a 1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,1 mg/ml, 0,1
mg/ml a 60 mg/ml, 0,1 mg/ml a 50 mg/ml, 0,1 mg/ml a 40 mg/ml, 0,1 mg/ml a 30 mg/ml, 0,1 mg/ml a 20 mg/ml, 0,1
mg/ml a 10 mg/ml, 0,1 mg/ml a 2 mg/ml, 0,1 mg/ml a 1 mg/ml, 1 mg/ml a 60 mg/ml, 1 mg/ml a 50 mg/ml, 1 mg/ml a
40 mg/ml, 1 mg/ml a 30 mg/ml, 1 mg/ml a 20 mg/ml, 1 mg/ml a 10 mg/ml, 1 mg/ml a 2 mg/ml, 2 mg/ml a 60 mg/ml, 2
mg/ml a 50 mg/ml, 2 mg/ml a 40 mg/ml, 2 mg/ml a 30 mg/ml, 2 mg/ml a 20 mg/ml, 2 mg/ml a 10 mg/ml, 10 mg/ml a
60 mg/ml, 10 mg/ml a 50 mg/ml, 10 mg/ml a 40 mg/ml, 10 mg/ml a 30 mg/ml, o 10 mg/ml a 20 mg/ml.

Los métodos de la presente descripcion son compatibles en ciertas realizaciones para la deteccién de analitos
diferentes en una diversidad de entornos bioldgicos, tales como lisados celulares, y/o suero.

Ciertas realizaciones proporcionan la deteccién de analitos diferentes en uno o mas medios de reaccion. Por
ejemplo, la deteccidon de dos o mas analitos se puede dar en el mismo medio de reaccion, o en un primer medio de
reaccion seguido de uno o mas medios de reaccion adicionales. Por ejemplo, la deteccion de uno de los como
minimo dos analitos unidos al como minimo un sustrato se puede dar en un primer recipiente de reaccion, seguido
de la transferencia del como minimo un sustrato solido a un segundo recipiente de reaccion, y la deteccién de uno o
mas analitos adicionales. En ciertas realizaciones, la deteccion de los como minimo dos analitos se da en un Unico
recipiente de reaccion.

El recipiente de reaccién, en ciertas realizaciones, es un recipiente fisico en el que se detectan los analitos
diferentes. Este puede ser un unico recipiente de reaccion, sin embargo, también se pueden usar otras formas de
recipientes de reaccion. Los ejemplos de recipientes de reaccion incluyen un tubo de ensayo, un tubo de
microcentrifuga, un pocillo, un dispositivo de almacenamiento y dispensacion de liquidos (tal como una punta de
pipeta) o un matraz. En ciertas realizaciones, el recipiente de reacciéon comprende un pocillo de una placa
multipocillo, tal como una placa de microtitulaciéon, o un pocillo o superficie de un dispositivo microfluidico. Las placas
multipocillo son un ejemplo de una plataforma de ensayo que comprende una diversidad de recipientes de reaccion.
En ciertas realizaciones, el recipiente de reaccion comprende una punta de pipeta. En ciertas realizaciones, la
deteccioén de los analitos diferentes se lleva a cabo en la punta de pipeta.

En cierta realizacion, el recipiente de reaccion es parte de una plataforma de ensayo que comprende una diversidad
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de recipientes de reaccion. Los ejemplos de plataformas de ensayo incluyen una placa multipocillo o una placa de
microtitulacion.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido comprende un sustrato sélido. En ciertas realizaciones,
el como minimo un sustrato sélido comprende sustratos sélidos diferentes. En ciertas realizaciones, el como minimo
un sustrato soélido comprende como minimo dos sustratos sélidos. En ciertas realizaciones, el como minimo un
sustrato soélido comprende como minimo tres sustratos solidos. En ciertas realizaciones, hay como minimo un
sustrato soélido para cada especie de agente de captura proporcionado.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido esta asociado con la totalidad, una porcién sustancial o
parte de un recipiente de reaccién. En ciertas realizaciones, el sustrato sélido es la totalidad, sustancialmente la
totalidad o parte del recipiente de reaccion. Por ejemplo, el como minimo un sustrato sdlido puede ser parte
integrante de sustancialmente la totalidad, una porcién sustancial o parte del recipiente de reaccion, el como minimo
un sustrato sélido puede formar la totalidad, una porcién sustancial o parte de la superficie del recipiente de reaccion
(tal como la superficie de un pocillo de una placa de microtitulacion), o puede estar unido al recipiente de reaccion.
También se contemplan otras combinaciones.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido es diferente del recipiente de reaccion. De nuevo, puede
ser un unico recipiente de reaccion, si se desea. En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido es
movilizable y se puede afadir al recipiente de reaccion. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el como minimo un
sustrato sélido es una o mas microesferas, una o mas particulas suspendibles, una matriz de afinidad, una resina, un
gel, una suspension espesa, una tira, o una tira reactiva. También se contemplan las combinaciones de tipos
diferentes de sustratos, que incluyen los sustratos anteriormente mencionados. En ciertas realizaciones, el como
minimo un sustrato sélido se retiene en el recipiente de reaccién, tal como se retiene en un dispositivo de
almacenamiento y dispensacion de liquidos, tal como una punta usada para pipetear. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el como minimo un sustrato sélido puede ser una o mas microesferas retenidas en una punta de
pipeta. En este ejemplo, la muestra y los como minimo dos agentes de captura se pueden introducir, por ejemplo, en
la punta y uno o mas de los agentes de captura se inmovilizan en el sustrato sélido retenido en la punta. En ciertas
realizaciones, la punta de pipeta comprende el como minimo un sustrato sélido. En ciertas realizaciones, el como
minimo un sustrato sélido comprende una o mas microesferas, y la o las microesferas estan retenidas en la punta de
pipeta. En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura se pueden preinmovilizar en
el como minimo un sustrato sélido, por ejemplo una punta de pipeta puede comprender agentes de captura
preinmovilizados

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido comprende una diversidad de microesferas. En ciertas
realizaciones, las microesferas son microesferas magnéticas, microesferas que incluyen un colorante, microesferas
mantenidas en una punta de pipeta o una combinacién de una o mas de las anteriormente mencionadas. Se
conocen los métodos para el uso de microesferas, que incluyen microesferas magnéticas y microesferas que
incluyen colorantes.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido puede ser transparente, semi-transparente, transltcido,
o coloreado, dependiendo de si el método de deteccion implica una lectura colorimétrica, fluorimétrica y/u otros tipos
de lectura.

En ciertas realizaciones, la deteccién de dos o mas analitos diferentes en la muestra comprende la deteccion de la
presencia de los como minimo dos analitos diferentes unidos al como minimo un sustrato sélido por medio de los
como minimo dos agentes de captura diferentes inmovilizados en el como minimo un sustrato sélido en el recipiente
de reaccion.

En ciertas realizaciones, los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden como minimo tres, como
minimo cuatro, como minimo cinco, como minimo seis, como minimo siete, como minimo ocho, como minimo nueve,
como minimo diez, como minimo once, o como minimo doce agentes de captura diferentes.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura no se pre-unen o pre-inmovilizan en
el como minimo un sustrato sélido. En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura
se pre-unen o pre-inmovilizan en el como minimo un sustrato sélido.

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, uno o mas agentes de captura pueden estar unidos o inmovilizados en el
como minimo un sustrato sdélido antes de la exposiciéon a la muestra y/o los como minimo dos analitos y/u otro u
otros reactivos. Por ejemplo, uno o mas agentes de captura pueden estar pre-unidos o pre-inmovilizados en una o
mas microesferas retenidas en una punta de pipeta, y la muestra y otros reactivos se introducen en la punta.

En ciertas realizaciones, uno o mas agentes de captura no se pre-unen o pre-inmovilizan en el como minimo un
sustrato sélido.

Como se describe en la presente memoria, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes se
pueden unir o inmovilizar de manera pasiva al como minimo un sustrato sélido. Se conocen los métodos para unir o
inmovilizar de manera pasiva un agente a un sustrato solido. Los ejemplos de tal unién incluyen la uniéon por medio
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de interacciones no covalentes tales como una interaccion hidroéfila, una interaccion hidrofoba, una interaccion entre
cargas (ionica), una interaccion de van de Waals, o combinaciones de tales interacciones. Los ejemplos de unién
pasiva incluyen la absorcion en un sustrato sélido.

Como también se describe en la presente memoria, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura
diferentes se pueden unir de manera activa al como minimo un sustrato solido. Por ejemplo, uno o mas de los como
minimo dos agentes de captura diferentes se pueden unir al como minimo un sustrato sélido por medio de unién
covalente.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes comprende dos o mas agentes de captura
diferentes y dos o mas analitos diferentes que forman un complejo. En ciertas realizaciones, como minimo dos
agentes de captura diferentes y como minimo dos analitos diferentes forman un complejo.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes comprende la uniéon de dos o mas complejos
al como minimo un sustrato solido para formar dos 0 mas complejos inmovilizados.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes comprende poner en contacto la muestra, dos
0 mas agentes de captura diferentes y el como minimo un sustrato sélido en el recipiente de reaccién, para formar
una mezcla puesta en contacto.

En ciertas realizaciones, los componentes se ponen en contacto en el recipiente de reaccion, para permitir la
formacién de complejos entre los dos o mas agentes de captura diferentes y dos o mas de los analitos diferentes, y
los complejos son capaces de ser inmovilizados en el como minimo un sustrato sélido simultdneamente o después
de la formacién. Como se describe en la presente memoria, en ciertas realizaciones esto puede proporcionar
ventajas al rendimiento de la presente descripcion.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes se pueden unir al como
minimo un sustrato sélido por medio de una interaccion especifica con una molécula de unién del como minimo un
sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes no se adsorben o pre-
revisten de manera pasiva en el como minimo un sustrato sélido. En ciertas realizaciones, ninguno de los como
minimo dos agentes de captura diferentes se adsorbe o pre-reviste en el como minimo un sustrato sélido.

Se conocen los métodos para unir de manera covalente un agente a un sustrato soélido. Por ejemplo, el sustrato
soélido puede comprender uno o mas ligadores que facilitan la unién covalente de los agentes de captura al sustrato
solido. Por ejemplo, un ligador puede comprender glutatién, anhidrido maleico, un quelato metalico, o maleimida.
También se pueden usar otros ligadores o combinaciones de ligadores. Los agentes de captura se pueden unir
después al sustrato sélido por medio de un ligador. En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido no
comprende uno o mas ligadores para la unién covalente de uno o mas de los como minimo dos agentes de captura
diferentes al como minimo un sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes se unen de manera
pasiva al sustrato solido y uno o mas de los agentes de captura restantes se unen de manera activa al sustrato
sélido.

Segun la presente invencion, el como minimo un sustrato sélido comprende uno o mas agentes de inmovilizacion
mediante los cuales se pueden inmovilizar uno o mas agentes de captura. Por ejemplo, se pueden usar uno o mas
agentes de inmovilizacion en el como minimo un sustrato sélido para unir uno o mas de los como minimo dos
agentes de captura diferentes, y de ese modo se inmovilizan uno o mas de los como minimo dos agentes de captura
diferentes en el sustrato sélido. Se conocen los métodos para la unién de un agente de inmovilizacion a un sustrato
soélido. Como se describe en la presente memoria, se pueden unir uno o mas agentes de inmovilizacién al como
minimo un sustrato sélido mediante una unién covalente al sustrato sélido. Los métodos para unir de manera
covalente un agente de inmovilizacion a un sustrato solido se conocen en la técnica.

Como también se describe en la presente memoria, el como minimo un sustrato solido puede comprender un ligador
que facilita la uniéon covalente del o de los agentes de inmovilizacion al como minimo un sustrato sélido. Por ejemplo,
el ligador puede comprender glutation, anhidrido maleico, un quelato metalico, maleimida o combinaciones de los
mismos. El agente de inmovilizaciéon se puede unir después al como minimo un sustrato sélido por medio del ligador.

Segun la presente invencion, el agente de inmovilizacidon se une al como minimo un sustrato sélido por medio de una
union pasiva. Se conocen los métodos para unir de manera pasiva un agente de inmovilizacion a un sustrato solido.
Los ejemplos de tal unién no covalente o pasiva incluyen interacciones tales como una interaccion hidréfila, una
interaccion hidréfoba, una interaccion entre cargas (idnica), una interaccion de van de Waals, o combinaciones de
tales interacciones. Por ejemplo, se pueden unir de manera pasiva anticuerpos o estreptavidina (y/o derivados de los
mismos) a un sustrato soélido hidréfobo.

En ciertas realizaciones, el recipiente de reacciéon comprende un agente de inmovilizacion unido. Por ejemplo, un
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recipiente de reaccion puede tener un agente de inmovilizacién unido al recipiente de reaccién. En ciertas
realizaciones, un recipiente de reaccion comprende un agente de inmovilizacion unido. En ciertas realizaciones, una
plataforma de ensayo comprende una diversidad de recipientes de reaccion, y como minimo un recipiente de
reaccion comprende un agente de inmovilizacién unido.

En ciertas realizaciones, la unidon de un agente de captura a un agente de inmovilizacién se da por medio de un
ligando especifico (asociado con, o parte de, el agente de captura) que se une a un receptor especifico (asociado
con, o parte de, el agente de inmovilizacion).

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido que comprende uno o mas agentes de inmovilizacion
unidos se puede tratar con un/varios agente(s) bloqueante(s) que se une(n) de manera inespecifica a y
sustancialmente saturan los sitios de union para impedir o reducir la union indeseable de ligando(s) u otros
componentes a los sitios en exceso de un sustrato solido. Los ejemplos de agentes bloqueantes incluyen gelatina,
BSA, albumina de huevo, caseina, leche descremada o combinaciones de las mismas.

En ciertas realizaciones, se incluye un agente bloqueante durante las reacciones de unién. Por ejemplo, el como
minimo un sustrato sdélido se trata con un/varios agente(s) bloqueante(s) antes de la adicion de uno o mas de los
como minimo dos agentes de captura diferentes. El como minimo un sustrato sélido también se puede tratar con
un/varios agente(s) bloqueante(s) de manera simultanea con la adicién de uno o mas de los como minimo dos
agentes de captura diferentes.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido comprende una sustancia que favorece la unién de un
agente de inmovilizacion, y/o se trata para favorecer la unién de un agente de inmovilizacién. El como minimo un
sustrato solido puede comprender una superficie de plastico que incluye, por ejemplo, una superficie de poliestireno,
una superficie de poli(cloruro de vinilo), una superficie de ciclo-olefina o combinaciones de las mismas. En ciertas
realizaciones, el como minimo un sustrato sélido comprende una superficie hidréfoba.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido se trata para incrementar la afinidad de unién de un
agente de inmovilizacion al sustrato sélido. Por ejemplo, el como minimo un sustrato sdlido se puede irradiar y/o
funcionalizar para permitir la unién covalente entre el sustrato y un agente de inmovilizacion.

En ciertas realizaciones, la capacidad de unién del como minimo un sustrato sélido para los como minimo dos
agentes de captura diferentes es 200 ng/ml o mas, 500 ng/ml, 1 uyg/ml o mas, 2 ug/ml o mas, 3 pyg/ml o mas, 4 ug/mi
o mas, o 5 yg/ml o mas. En ciertas realizaciones, la capacidad de unién es de 5 ug/ml o menos, 4 ug/ml o menos, 3
pg/ml o menos, 2 ug/ml o menos, 1 ug/ml o menos, 500 ng/ml o menos o 200 ng/ml o menos. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones en las que uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes es un agente de captura
de anticuerpo, la capacidad de unién del como minimo un sustrato solido es en general de 2 pg/ml para una placa de
microtitulacién estandar. En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido tiene una capacidad de unién
de las cantidades anteriormente mencionadas para proteinas. En ciertas realizaciones, la capacidad de unién del
como minimo un sustrato sélido para los como minimo dos agentes de captura diferentes es 200 ng/ml a 500 ng/ml,
200 ng/ml a 1 pg/ml, 200 ng/ml a 2 pg/ml, 200 ng/ml a 3 pyg/ml, 200 ng/ml a 4 pyg/ml, 200 ng/ml a 5 pug/ml, 500 ng/ml
a 1 pg/ml, 500 ng/ml a 2 ug/ml, 500 ng/ml a 3 pg/ml, 500 ng/ml a 4 pyg/ml, 500 ng/ml a 5 pg/ml, 1 yg/ml a 2 pyg/mi, 1
pg/ml a 3 pg/ml, 1 yg/ml a 4 uyg/ml, 1 pg/ml a 5 pg/ml, 2 pg/ml a 3 pg/ml, 2 yg/ml a 5 pg/ml, 3 yg/ml a 4 yg/ml, 3
pg/ml a 5 pg/ml, o 4 yg/ml a 5 pg/mi.

El uso de uno o mas agentes de inmovilizacién unidos puede proporcionar una o mas ventajas a ciertas
realizaciones de los métodos para detectar analitos diferentes. Por ejemplo, el uso de uno o mas agentes de
inmovilizacién unidos en el como minimo un sustrato soélido puede proporcionar ventajas a la flexibilidad en la
seleccion del sustrato que se puede usar. Por ejemplo, el agente de inmovilizacion puede permitir que se una un
agente de captura particular a un sustrato sélido (por medio del agente de inmovilizacién) al que de otra manera no
se uniria. En ciertas realizaciones, el uso de un par de unién agente de inmovilizacion - ligando proporciona la
ventaja de permitir que el método sea modular, ya que se puede producir una diversidad de agentes de captura que
se unen a un sustrato solido particular mediante la incorporaciéon de un ligando para el agente de inmovilizacion en
un agente de captura.

En ciertas realizaciones, el uso de un par agente de inmovilizacién - ligando para llevar a cabo la unién de un agente
de captura al sustrato sdlido puede facilitar un ensayo mas sensible. Los agentes de captura que se unen
directamente a un sustrato solido se pueden unir de una manera que bloquea el sitio de unién al analito especifico.
La adicion de un ligando a un agente de captura que es especifico del agente de inmovilizacion pre-unido al sustrato
soélido puede permitir que el agente de captura se una al sustrato sélido por medio de la inmovilizacion de tal manera
que no disminuye su afinidad por el analito, lo que permite que haya disponible una mayor proporcion del agente de
captura para el ensayo.

En ciertas realizaciones, el uso de uno o mas agentes de inmovilizacién unidos también puede disminuir la influencia
potencial de las proteinas reactivas con el sustrato de la muestra. Por ejemplo, es menos probable que las proteinas
hidréfobas de la muestra afecten a la deteccion incluso si se lleva a cabo en un sustrato sélido hidréfobo, ya que el
agente de inmovilizacidn ya esta unido al sustrato sélido y un ligando que se halla en el agente de captura puede ser
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especifico del agente de inmovilizacion.

En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido comprende un Unico tipo de agente de inmovilizacion.
Por ejemplo, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes se pueden unir al mismo tipo de
agente de inmovilizacion. En ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido comprende dos o mas tipos
diferentes de agentes de inmovilizacion. Por ejemplo, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura
diferentes pueden comprender un tipo de ligando que se une a un tipo de agente de inmovilizacion, y uno o mas de
los agentes de captura restantes pueden comprender otro tipo de ligando que se une a otro tipo de agente de
inmovilizacion.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden uno o mas
ligandos para un agente de inmovilizacion. En ciertas realizaciones, un agente de captura puede comprender uno o
mas ligandos, y se pueden inmovilizar en el sustrato solido mediante la interaccion del agente de inmovilizacién y
uno o mas ligandos.

En ciertas realizaciones, cada uno de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprende uno o mas
ligandos para el agente de inmovilizacion. En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes comprende, en una diversidad de sitios, un ligando para el agente de inmovilizacion. En ciertas
realizaciones, cada uno de los como minimo dos agentes de captura comprende una diversidad de ligandos para el
agente de inmovilizacion.

En ciertas realizaciones, un agente de inmovilizacion y el ligando forman un par de unién. Se puede usar una
diversidad de pares de unién diferentes agente de inmovilizacion - ligando. En ciertas realizaciones, el agente de
inmovilizacién y el ligando pueden ser intercambiables (es decir, un primer compuesto se puede unir al sustrato
solido, o el agente de captura y un segundo compuesto, que es parte del mismo par de union, se pueden unir al
otro).

En ciertas realizaciones, un agente de inmovilizacion y un ligando son un par de unién que no es un par de union
polianiénico-policationico. En ciertas realizaciones, el uso de un par de uniéon agente de inmovilizacién-ligando que
no se unen sustancialmente por medio de una interaccién idnica entre una molécula sustancialmente polianionica y
una molécula sustancialmente policatiénica puede proporcionar una o mas ventajas para la deteccion de un analito
en una muestra. Los ejemplos de tales moléculas poliidnicas incluyen las sustancias i6nicas poliméricas. En ciertas
realizaciones, las ventajas de usar un par de uniéon agente de inmovilizacion - ligando que no es un par de union
polianiénico-policatiénico incluyen, por ejemplo, que la union entre el par de moléculas puede ser menos
dependiente del pH de la disolucion en contacto con el par de union, y/o que la capacidad de reducir las
interacciones inespecificas puede ser dificil con tales pares de unién poliidénicos. Ademas, se sabe que muchas
proteinas presentes en el medio biolégico se unen de manera especifica a polianiones o policationes, lo que hace
que estos componentes sean potencialmente dificiles de detectar con tal sistema de inmovilizacion.

Ademas, en ciertas realizaciones, el uso de un par de unién agente de inmovilizacion-ligando que no es un par de
union polianidnico-policatidnico puede proporcionar otras ventajas, que incluyen una o mas de: (i) favorecer la
formacién de un complejo que incluye el agente de captura y el analito y/u otros agentes; (ii) mejorar el acceso de tal
complejo al sustrato solido; y/o (iii) favorecer la capacidad de otros agentes, tales como un agente detectable, de
acceder al analito con fines de deteccion.

Segun la presente invencion, el ligando y el agente de inmovilizacion son un par de unidon que comprende un
marcador peptidico y un anticuerpo anti-péptido.

En las realizaciones en las que se usa un marcador peptidico como ligando y se usa un anticuerpo anti-péptido
como agente de inmovilizacion (un sistema de captura péptido/anticuerpo), tal sistema puede proporcionar una o
mas ventajas adicionales.

Por ejemplo, se ha determinado que un sistema de captura péptido/anticuerpo puede tener ventajas respecto de un
sistema de captura estreptavidina/biotina en ciertas realizaciones, ya que los sistemas de captura péptido/anticuerpo
pueden proporcionar una o mas de una sefal incrementada, una variabilidad reducida y una interferencia reducida,
dependiendo del tipo de muestra.

Ademas, en las realizaciones que utilizan un niumero reducido de etapas de lavado del sustrato sélido, un sistema de
captura péptido/anticuerpo puede proporcionar una ventaja, especialmente en las realizaciones en las que el
sustrato solido se lava solamente después de haber inmovilizado un complejo. Ademas, en las realizaciones que
utilizan un tiempo reducido de ensayo, un sistema de captura péptido/anticuerpo también puede proporcionar la
ventaja de ayudar a reducir el tiempo de ensayo.

En la presente memoria se describen otras ventajas de un sistema de captura péptido/anticuerpo. Por ejemplo, se
pueden disefiar y preparar péptidos especificos que no se dan de manera natural, como minimo para el organismo
en el que se debe detectar un analito. Se puede usar la bioinformatica para seleccionar secuencias que sean unicas.

También se pueden seleccionar péptidos diferentes para aplicaciones o ensayos diferentes. Como tales, son
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facilmente ampliables si es necesario mas de un sistema de afinidad. Por ejemplo, en las realizaciones relacionadas
con la deteccion de un analito en los diferentes pocillos de una placa de ensayo, cada pocillo se puede revestir con
un subgrupo especifico de anticuerpos anti-péptido que permitiria la inmovilizacion especifica de anticuerpos de
captura particulares de una mezcla de tales anticuerpos con marcadores peptidicos diferentes.

Ademas, en ciertas realizaciones, el uso de un sistema de captura péptido/anticuerpo puede proporcionar una o mas
ventajas respecto de otros tipos de sistemas de captura. Por ejemplo, el uso de un sistema péptido/anticuerpo en
ciertas realizaciones también puede proporcionar una ventaja respecto de los sistemas de captura que utilizan
ligandos poli-cargados (por ejemplo, marcadores de His) e iones metalicos (por ejemplo, iones Ni?*), ya que el
sistema péptido/anticuerpo puede tener una afinidad mayor y/o ser menos propenso a verse afectado por la
presencia de otras moléculas cargadas. De forma similar, el uso de un sistema péptido/anticuerpo en ciertas
realizaciones puede proporcionar una ventaja respecto de los sistemas glutation/GST, ya que el sistema de captura
péptido/anticuerpo también tiene una afinidad mayor.

Un sistema de captura péptido/anticuerpo también puede proporcionar en ciertas realizaciones una o mas ventajas
respecto del uso de anticuerpos anti-especie como agente de inmovilizacion, ya que entonces el sistema no se limita
al uso de especies de anticuerpos inmovilizados en la superficie. Por ejemplo, un anticuerpo anti-conejo inmovilizado
solamente se puede usar para unirse a anticuerpos de captura de conejo. Ademas, los anticuerpos anti-especie
pueden adolecer de una especificidad reducida hacia la especie del anticuerpo para cuya union estan disefiados, lo
que puede minimizar su utilidad en ensayos que usan muestras que contienen anticuerpos endogenos, tales como
suero y plasma, ya que estos bloquearan la unién de los anticuerpos de ensayo.

Ademas, un sistema de captura péptido/anticuerpo también puede proporcionar en ciertas realizaciones una o mas
ventajas respecto de los sistemas de captura que utilizan sistemas de captura con proteina A y/o proteina G
inmovilizadas. Por ejemplo, las proteinas A y G se uniran a muchos anticuerpos en una disolucion. La proteina Ay la
proteina G también pueden mostrar una utilidad reducida en muestras que contienen anticuerpos endégenos, tales
como suero o plasma, ya que estos pueden bloquear la unién de los anticuerpos. Ademas, tal sistema de captura
puede tener desventajas en las realizaciones en las que tanto el agente de captura como el agente detectable son
anticuerpos, ya que la proteina A o la proteina G no discriminaran los anticuerpos de captura y de deteccion, y se
uniran a ambos, y por tanto eliminaran la discriminacion del ensayo para el analito.

Como se describe en la presente memoria, los marcadores peptidicos son marcadores polipeptidicos que se pueden
conjugar a otra molécula, tal como una proteina (p.ej. un anticuerpo) o afadirlos a una proteina mediante el uso de
la tecnologia de ADN recombinante. Un ejemplo de un marcador peptidico es el octapéptido DYKDDDDK (SEQ ID
N° 1), denominado de ofra manera marcador FLAG, que se puede usar en diferentes ensayos que utilizan el
reconocimiento mediante un anticuerpo. Se describen otros ejemplos de marcadores peptidicos en la presente
memoria. En ciertas realizaciones, el marcador peptidico no comprende una diversidad de aminoacidos consecutivos
con la misma carga.

Una persona experta en la técnica puede obtener o producir una diversidad de anticuerpos anti-marcador peptidico.
Por ejemplo, en la presente memoria se describen anticuerpos anti-DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) disponibles
comercialmente. Los anticuerpos anti-DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) disponibles comercialmente incluyen los cédigos
de producto de Sigma-Aldrich F7425, F3040, F1804, F3165, F4042, F2555 y SAB4200071. Algunos anticuerpos
disponibles comercialmente reconocen el marcador DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) solamente en ciertas posiciones de
una proteina, por ejemplo en posicion exclusivamente N-terminal. Sin embargo, otros anticuerpos disponibles son
insensibles a la posicion.

En ciertas realizaciones, el marcador peptidico comprende un péptido derivado de un miembro de una ruta de
sefializacion y/o un péptido de una citocina. Los marcadores peptidicos son como se describen en la presente
memoria, y la adicion de un marcador peptidico al agente de captura para formar un conjugado se puede conseguir
mediante un método conocido adecuado. Se contemplan otros marcadores peptidicos. Los marcadores peptidicos
pueden ser naturales o no naturales. En ciertas realizaciones, el marcador peptidico tiene mas del 75%, 80%, 85%,
90% o0 95% de identidad de secuencia respecto de una secuencia polipeptidica natural. En ciertas realizaciones, el
marcador peptidico tiene mas del 75%, 80%, 85%, 90% o 95% de homologia de secuencia respecto de una
secuencia polipeptidica natural. Se conocen los métodos para determinar la identidad de secuencia y la homologia
de secuencia.

En ciertas realizaciones, el marcador peptidico comprende KRITVEEALAHPYLEQYYDPTDE (SEQ ID N° 2), que es
una secuencia derivada del extremo carboxi terminal de las proteinas ERK humanas (péptido C-terminal de ERK).
Los anticuerpos hacia este marcador peptidico se pueden producir mediante métodos conocidos.

La adicion de un marcador peptidico a una proteina permite que la proteina se una y/o se inmovilice mediante un
agente que se une al marcador peptidico, por ejemplo un anticuerpo generado contra la secuencia del marcador
peptidico. En ciertas realizaciones, también se puede usar un marcador peptidico junto con otros marcadores de
afinidad, por ejemplo un marcador de polihistidina (marcador His), marcador HA o marcador myc.

En ciertas realizaciones, el uso de un marcador peptidico conjugado a un agente de captura y un anticuerpo anti-
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péptido (como agente de inmovilizaciéon) puede proporcionar una o mas ventajas respecto de otros tipos de pares de
union agente de inmovilizacion - ligando. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los conjugados de marcador
peptidico y anticuerpos anti-péptido pueden ser menos susceptibles a la variacion en diferentes tipos de muestra y/o
proporcionar una sensibilidad mejorada de deteccion.

También se describen en la presente memoria ligandos y agentes de inmovilizacion seleccionados de los pares de
union ligando-agente de inmovilizacién que comprenden: biotina (o derivados de la misma) y avidina o estreptavidina
(o derivados de las mismas); quelato metalico (p.ej. cobre, niquel, cobalto) e Histidina (p.ej. proteinas marcadas con
histidina); anhidrido maleico y amina (p.ej. proteinas que contienen amina); y maleimida y sulfhidrilos (p.ej. sulfhidril-
péptidos).

Se conocen derivados de avidina o estreptavidina, y pueden incluir formas de avidina o estreptavidina que se han
modificado para incrementar su afinidad de unién a ligandos o sustratos sélidos modificados y/o sin modificar. Por
ejemplo, la estreptavidina se puede modificar para afiadir uno o mas grupos amina, residuos de histidina o grupos
sulfhidrilo a la molécula. En otro ejemplo, el derivado de estreptavidina puede comprender mutantes de neutravidina,
captavidina o estreptavidina (p.ej., H127C o S139C).

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden uno o mas
ligandos seleccionados de un marcador peptidico como se describe en la presente memoria.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden uno o mas
ligandos seleccionados de un par de union que comprende un marcador peptidico y un anticuerpo anti-marcador
peptidico.

En ciertas realizaciones, un ligando puede ser parte de un agente de captura. Por ejemplo, un agente de captura
puede comprender residuos de histidina, grupos amina o grupos sulfhidrilo que son capaces de unirse a un agente
de inmovilizacién. En ciertas realizaciones, un ligando se une a un agente de captura. Por ejemplo, el ligando puede
ser reactivo con amina, reactivo con carbohidrato, reactivo con carboxilo, o reactivo con sulfhidrilo, y asi se puede
unir al agente de captura por medio de aminas primarias (p.gj. lisina o el extremo N-terminal), modificaciones de
carbohidratos, grupos carboxilo (p.ej. en residuos de acido aspartico, residuos de acido glutamico y el extremo C-
terminal), o grupos sulfhidrilo. Un ligando también puede comprender grupos que se pueden yodar y/o grupos
fotoactivables. Un ligando también puede comprender grupos de tetrafluorofenil azida (TFPA) que, una vez activados
mediante luz UV, son capaces de unirse de manera covalente a sitios que contienen enlaces C-H o N-H (p.ej. el
ligando puede comprender TFPA-PEG3-Biotina). Se conocen los métodos para marcar proteinas y otras moléculas
con los ligandos anteriores.

En ciertas realizaciones, uno o mas ligandos comprenden biotina o un derivado de la misma, por ejemplo
iminobiotina, D-destiobiotina, DSB-X-biotina, dimeros de biotina o trimero de arilestanil-biotina. La biotina y los
derivados de la misma se pueden unir al agente de captura mediante biotinilacion. Se conocen los reactivos de
biotinilaciéon y los métodos para la biotinilacion de una molécula objetivo. La biotinilacion puede comprender, por
ejemplo, la biotinilacion de aminas primarias, biotinilacion de sulfhidrilos, biotinilacion de carboxilos, o biotinilacién de
glicoproteinas.

En ciertas realizaciones, uno o mas ligandos comprenden un marcador peptidico, tal como un marcador DYKDDDDK
(SEQ ID N° 1). Como se describe en la presente memoria, los marcadores peptidicos son marcadores proteicos
polipeptidicos que se pueden conjugar a otra molécula, tal como una proteina. En ciertas realizaciones, un marcador
peptidico se puede conjugar a un anticuerpo o afiadirlo a una proteina mediante el uso de la tecnologia de ADN
recombinante. Un ejemplo de un marcador peptidico conjugado es un marcador DYKDDDDK (SEQ ID N° 1), que se
puede usar en diferentes ensayos que utilizan un reconocimiento mediante un anticuerpo.

Otros ejemplos de marcadores peptidicos comprenden una secuencia polipeptidica que comprende una o mas de
las siguientes secuencias: HHHHHH (SEQ ID N° 3); EQKLISEEDL (SEQ ID N° 4); YPYDVPDYA (SEQ ID N° 5);
YTDIEMNRLGK (SEQ ID N° 6); y QPELAPEDPED (SEQ ID N° 7).

La adicion de un marcador peptidico conjugado a una molécula, tal como una proteina, permite que la molécula se
una y/o se inmovilice con un anticuerpo hacia la secuencia del marcador peptidico. En ciertas realizaciones, también
se puede usar un marcador peptidico junto con otros marcadores de afinidad.

Como se describi6 en la presente memoria, en ciertas realizaciones el uso de un sistema de par de unién agente de
inmovilizacion - ligando para la deteccién de analitos diferentes proporciona varias ventajas. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el uso de tal sistema proporciona una o mas de las siguientes ventajas: la capacidad de usar
cantidades reducidas de agente de captura, la capacidad de incrementar la capacidad de unién del sustrato soélido
para el agente de captura; y proporcionar un sistema que puede usar multiples tipos de anticuerpos sin saturar el
sustrato sélido.

Como se discute en la presente memoria, en ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes comprenden una diversidad de ligandos para el agente de inmovilizacion. En ciertas realizaciones,
el uso de uno o mas agentes de captura que comprenden una diversidad de ligandos para el agente de
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inmovilizacion puede ayudar en la formacion y/o deteccién de los complejos entre un agente de captura, un analito y
otras moléculas. Ademas, el uso de un agente de captura que comprende una diversidad de ligandos puede reducir
la cantidad de un agente de captura que se une a un agente de inmovilizacion en una orientacion que oculta el
dominio de unién del analito. En ciertas realizaciones, como resultado del uso mas eficaz de uno o mas de los como
minimo dos agentes de captura diferentes, también se puede reducir la cantidad de un agente de captura que es
necesaria para detectar un analito respecto de los métodos previos. Ademas, el uso mas eficaz de un agente de
captura también puede conducir a una reducciéon del area de sustrato sélido necesaria para producir una sefal
detectable a un nivel concreto respecto de los ensayos previos.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un
anticuerpo, un aptamero, o cualquier componente de un par de receptor - ligando. También se contemplan otras
combinaciones. En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes
comprenden un aptamero. Los aptameros se pueden obtener comercialmente o se pueden generar mediante
métodos conocidos. En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes
comprenden un receptor o su ligando. Por ejemplo, el receptor puede ser un receptor proteico y el ligando una
molécula que se une al receptor, o viceversa.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un
anticuerpo o un fragmento de unién del mismo, y el anticuerpo es capaz de unirse a un analito.

La referencia en la presente memoria a un "anticuerpo" significa una molécula de inmunoglobulina con la capacidad
de unirse a una region antigénica de otra molécula, e incluye los anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales,
anticuerpos multivalentes, anticuerpos quiméricos, anticuerpos multiespecificos, diacuerpos y fragmentos de una
molécula de inmunoglobulina o combinaciones de los mismos que tienen la capacidad de unirse a la region
antigénica de otra molécula con la afinidad deseada, que incluyen un Fab, Fab', F(ab'),, Fv, un anticuerpo de cadena
simple (scFv) o un polipéptido que contiene como minimo una porcidon de una inmunoglobulina que es suficiente
para conferir la unién a un antigeno especifico, tal como una molécula que incluye una o mas CDRs. Los anticuerpos
hacia analitos especificos se pueden obtener comercialmente o se pueden generar mediante métodos conocidos.

En ciertas realizaciones en las que uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden
un anticuerpo, los métodos de la presente descripcion representan un inmunoensayo para detectar mdltiples analitos
en una muestra. En ciertas realizaciones, la detecciéon de dos o mas analitos diferentes comprende un método de
inmunoensayo, tal como un inmunoensayo no competitivo o un inmunoensayo competitivo. En ciertas realizaciones,
el inmunoensayo comprende una combinacién tanto de un inmunoensayo no competitivo como de un inmunoensayo
competitivo. En ciertas realizaciones, cada uno de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden
un anticuerpo.

En ciertas realizaciones, la deteccion de los como minimo dos analitos diferentes comprende la deteccién de los
como minimo dos analitos diferentes en un recipiente de reaccion, seguido de la deteccion de uno o mas analitos
diferentes restantes en otro recipiente de reaccion.

En ciertas realizaciones, la deteccién de dos o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion de dos o mas
de los analitos diferentes cuando los analitos se unen al como minimo un sustrato sélido. En ciertas realizaciones, la
deteccion de uno o mas de los analitos diferentes comprende la deteccidon de dos o mas analitos diferentes que
estan separados espacialmente cuando se unen al sustrato sélido. En ciertas realizaciones, la separacién espacial
se consigue mediante la separacion espacial de el/los agente(s) de captura inmovilizado(s). En ciertas realizaciones,
la deteccion de dos o mas de los analitos diferentes no comprende un agente de captura inmovilizado en sitios
separados.

En ciertas realizaciones, la deteccién de dos o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion de dos o mas
de los analitos diferentes de manera simultanea o concurrente. En ciertas realizaciones, la deteccién de dos o mas
de los analitos diferentes comprende la deteccion de dos o mas de los analitos diferentes de manera secuencial. En
ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas de los como minimo dos analitos se da en un primer medio de
reaccion, seguido de la deteccién de analitos adicionales en otro u otros medios de reaccion.

En ciertas realizaciones, la deteccion del o de los analitos diferentes comprende la lectura de las diversas sefales
detectables mediante un aparato o plataforma, que incluye, por ejemplo, lectores de placas, aparatos de FACS,
aparatos de generacion de imagenes de alto contenido, y monocromadores. En ciertas realizaciones, el aparato o
plataforma es un lector de placas. Los ejemplos de los tipos de lecturas incluyen fluorescencia, fluorescencia
resuelta en el tiempo, luminiscencia, colorimetria, absorbancia, y polarizacion de fluorescencia. También se
contemplan otras lecturas. En ciertas realizaciones, se usan diferentes longitudes de onda de fluorescencia para
diferenciar las sefales detectables.

En ciertas realizaciones, la deteccién de uno o mas de los analitos diferentes comprende una o mas de deteccion
inmunoldgica, deteccion luminiscente, deteccion con un fluoréforo, deteccion con un ién lantanido y/o un complejo
del mismo, la deteccién con una enzima que convierte un sustrato en un producto detectable, y la detecciéon con una
microesfera que comprende un colorante detectable.
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En ciertas realizaciones, el uso de un método que no implica la formacién de imagenes, tal como la formacion de
imagenes mediante CCD, puede proporcionar una ventaja a la deteccion de multiples analitos.

En ciertas realizaciones, la deteccién de uno o mas de los analitos diferentes comprende la deteccién mediante el
uso de un producto con una longitud de onda de emisiéon en uno o mas de los siguientes intervalos de luz: 430-470
nm; 380 a 490 nm; 440 a 490 nm; 450 a 475 nm; 500 a 540 nm; 570 a 610 nm; 590 a 630 nm; 495 a 590 nm; 500 a
570 nm; 520 a 570 nm; 580 a 750 nm; 610 a 750 nm; 620 a 740 nm; 630 a 660 nm, y 595 a 750 nm; 495 a 590 nm;
520 a 570 nm; 595 a 750 nm; y 610 a 750 nm.

En ciertas realizaciones, la luz tiene una longitud de onda de emision en el intervalo de la luz azul. En ciertas
realizaciones, la deteccidon de uno o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion mediante el uso de un
producto con una longitud de onda de emisién en uno o mas de los siguientes intervalos: 495 a 590 nm; 500-540 nm;
500 a 570 nm; 520 a 570 nm. En ciertas realizaciones, la luz tiene una longitud de onda de emisién en el intervalo de
la luz verde. En ciertas realizaciones, la deteccion de uno o mas de los analitos diferentes comprende la deteccién
mediante el uso de un producto con una longitud de onda de emisién en uno o mas de los siguientes intervalos: 570-
610 nm; 590-630 nm; 580 a 750 nm; 610 a 750 nm; 620 a 740 nm. En ciertas realizaciones, la luz tiene una longitud
de onda de emisién en el intervalo de la luz roja. En ciertas realizaciones, la deteccidon de uno o mas de los analitos
diferentes comprende la deteccion mediante el uso de un producto con una longitud de onda de excitacion que
difiere de la longitud de onda de emision en 100 nm o menos, 90 nm o menos, 80 nm o menos, 70 nm o menos, 60
nm o menos, o 50 nm o menos.

En ciertas realizaciones, la deteccién de uno o mas de los analitos diferentes comprende la deteccién mediante el
uso de un producto con una longitud de onda de emisién en uno o mas de los siguientes intervalos: 430-470 nm;
500-540 nm; 570-610 nm; y 590-630 nm.

En ciertas realizaciones, la deteccion comprende un sustrato que produce un producto fluorescente azul. Por
ejemplo, el sustrato fosfato de 4-metilumbeliferilo (longitud de onda de excitacion 360 nm) produce el producto
fluorescente azul 7-hidroxi-4-metilcumarina [4-metilumbeliferona] (longitud de onda de excitacion 450 nm) con la
enzima fosfatasa alcalina. En ciertas realizaciones, la deteccion comprende un sustrato que produce un producto
fluorescente verde. Por ejemplo, el sustrato di-beta-D-galactopirandsido de fluoresceina (longitud de onda de
excitacion 460 nm) produce el producto fluorescente verde fluoresceina (longitud de onda de excitaciéon 520 nm) con
la enzima Beta-galactosidasa. En ciertas realizaciones, la deteccion comprende un sustrato que produce un producto
fluorescente rojo. Por ejemplo, el sustrato 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (longitud de onda de excitacion 550 nm)
produce el producto fluorescente rojo resorufina (longitud de onda de excitacion 610 nm) con la enzima peroxidasa
de rabano.

En ciertas realizaciones, la deteccion de como minimo dos analitos diferentes comprende la detecciéon con un
sustrato/producto azul con una longitud de onda de emisién de 430 a 470 nm y un sustrato/producto rojo con una
longitud de onda de emision de 570 a 610 nm.

En ciertas realizaciones, la deteccidon de uno o mas de los analitos diferentes comprende el uso de uno o mas
fluoréforos. En ciertas realizaciones, el o los fluoréforos comprenden uno o mas iones lantanidos, tales como uno o
mas de Eu®*, Sm®, Tb%, y Dy®".

En ciertas realizaciones, la deteccidon de uno o mas de los analitos diferentes comprende el uso de una o mas
enzimas que convierten un sustrato en un producto detectable. Por ejemplo, la o las enzimas pueden ser una
peroxidasa (p.ej., peroxidasa de rabano), una fosfatasa alcalina, y beta-galactosidasa.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas de los analitos diferentes comprende el uso de uno o mas
agentes que permiten la deteccion de uno o mas analitos especificos unidos a dos o mas agentes de captura
especificos. En ciertas realizaciones, la deteccion comprende poner en contacto dos o mas agentes con dos o mas
agentes de captura diferentes para producir una o mas sefiales detectables distinguibles. Por ejemplo, dos analitos
diferentes inmovilizados en el como minimo un sustrato sélido se pueden poner en contacto con un primer agente
que produce una primera sefial detectable asociada a uno de los analitos, y se puede poner en contacto con un
segundo agente que produce a partir del otro analito una segunda sefial detectable distinguible de la primera sefial
detectable.

En ciertas realizaciones, los como minimo dos analitos diferentes se pueden detectar poniendo en contacto de
manera secuencial dos o mas agentes con los como minimo dos analitos diferentes para producir una o mas sefiales
detectables. A modo de ilustracion, por ejemplo, dos analitos diferentes que se detectan mediante el uso de un
fluoréforo de luz roja se pueden detectar poniendo en contacto de manera secuencial los como minimo dos analitos
con un primer agente que produce una sefial detectable roja a partir de uno de los analitos. Tras la deteccion de esta
sefial detectable y la eliminacion mediante lavado del primer agente, después se puede usar la puesta en contacto
de los como minimo dos analitos con un segundo agente que produce una sefial detectable roja a partir del otro
analito para detectar el segundo analito.

En ciertas realizaciones, el método comprende la producciéon de como minimo dos sefiales detectables diferentes.
En ciertas realizaciones, las como minimo dos sefales detectables comprenden una o mas de una sefial detectable

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2693 129 T3

seleccionada de las sefiales detectables con una longitud de onda de emision maxima en los siguientes intervalos:
590-629 nm; 570-662 nm; 380-490 nm; 500-560 nm; y 570 a 750 nm.

En ciertas realizaciones, las como minimo dos sefales detectables diferentes comprenden como minimo una sefal
detectable con una longitud de onda de emisidon maxima en el intervalo de 500-560 nm y otra sefal detectable con
una longitud de onda de emisién maxima en el intervalo de 570-750 nm.

En ciertas realizaciones, las como minimo dos sefales detectables diferentes comprenden como minimo una sefal
detectable con una longitud de onda de emisidon maxima en el intervalo de 380-490 nm y otra sefal detectable con
una longitud de onda de emisién maxima en el intervalo de 500-560 nm.

En ciertas realizaciones, las como minimo dos sefales detectables diferentes comprenden como minimo una sefal
detectable con una longitud de onda de emision maxima en el intervalo de 380-490 nm y otra sefal detectable con
una longitud de onda de emisiébn maxima en el intervalo de 570 a 750 nm.

En ciertas realizaciones, las como minimo dos sefales detectables diferentes comprenden como minimo una sefal
detectable con una longitud de onda de emisidon maxima en el intervalo de 500-560 nm y otra sefal detectable con
una longitud de onda de emisién maxima en el intervalo de 570 a 750 nm.

En ciertas realizaciones, la detecciéon de uno o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion de la
presencia de uno o mas analitos diferentes unidos al sustrato sélido por medio de un agente de captura inmovilizado
en el sustrato sdlido.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion de la
presencia de dos 0 mas de los analitos unidos al sustrato s6lido mediante un agente de captura inmovilizado en el
sustrato solido por medio de la uniéon de uno o mas ligandos en un agente de captura a un agente de inmovilizacion
en el como minimo un sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, la deteccion de la presencia de los dos o0 mas analitos diferentes unidos al como minimo un
sustrato solido comprende la deteccidon de los dos o mas analitos diferentes mediante un método que utiliza la
inmovilizacién de dos o mas analitos en el como minimo un sustrato sélido. Por ejemplo, los métodos de deteccion
de un analito pueden comprender que el analito se coloque cerca del sustrato solido y/o el agente de inmovilizacion.
Los ejemplos de tales métodos que implican la deteccién de la proximidad incluyen los mecanismos de transferencia
de energia, mecanismos conocidos de apagamiento, y transferencia de moléculas reactivas entre especies que se
colocan en estrecha proximidad.

En ciertas realizaciones, los métodos comprenden una cantidad reducida de uno o mas de los como minimo dos
agentes de captura diferentes, respecto de los ensayos previos, como resultado de la uniéon mas eficaz de una
captura al sustrato solido. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el agente de captura puede estar presente a una
concentracion de 1000 ng/ml o menos, 900 ng/ml o menos, 800 ng/ml o menos, 700 ng/ml o menos, 600 ng/ml o
menos, 500 ng/ml o menos, 400 ng/ml o menos, 300 ng/ml o menos, 200 ng/ml o menos, 100 ng/ml o menos, 50
ng/ml o menos, 25 ng/ml o menos, o 10 ng/ml o menos. En ciertas realizaciones, el agente de captura de anticuerpo
puede estar presente a una concentracion de 10 ng/ml o mas, 25 ng/ml o mas, 50 ng/ml o mas, 100 ng/ml o mas,
200 ng/ml o mas, 300 ng/ml o mas, 400 ng/ml o mas, 500 ng/ml o mas, o 600 ng/ml mayor, 700 ng/ml o mas, 800
ng/ml o mas, 900 ng/ml o mas, 1000 ng/ml o mas. En ciertas realizaciones, el agente detectable de anticuerpo esta
presente a una concentracion de 10 ng/ml a 1000 ng/ml, 10 ng/ml a 900 ng/ml, 10 ng/ml a 800 ng/ml, 10 ng/ml a 700
ng/ml 10 ng/ml a 600 ng/ml, 10 ng/ml a 500 ng/ml, 10 ng/a 400 ng/ml, 10 ng/ml a 200 ng/ml, 10 ng/ml a 100 ng/ml, 25
ng/ml a 1000 ng/ml, 25 ng/ml a 900 ng/ml 25 ng/ml a 800 ng/ml, 25 ng/ml a 700 ng/ml, 25 ng/ml a 600 ng/ml, 25
ng/ml a 500 ng/ml, 25 ng/a 400 ng/ml, 25 ng/ml a 200 ng/ml, 25 ng/ml a 100 ng/ml, 50 ng/ml a 1000 ng/ml, 50 ng/ml a
900 ng/ml, 50 ng/ml a 800 ng/ml, 50 ng/ml a 700 ng/ml, 50 ng/ml a 600 ng/ml, 50 ng/ml a 500 ng/ml, 50 ng/a 400
ng/ml, 50 ng/ml a 200 ng/ml, o 50 ng/ml a 100 ng/ml. Por ejemplo, en un sistema anti-péptido conjugado, se puede
usar un agente de captura de anticuerpo en general a una concentracion de 50 ng/ml, y en un sistema estreptavidina
- biotina se puede usar un agente de captura de anticuerpo en general a una concentracion de 200 ng/ml. En ciertas
realizaciones, los métodos comprenden proporcionar uno o mas de los agentes de captura diferentes a una de las
concentraciones anteriormente mencionadas. En ciertas realizaciones, los métodos comprenden proporcionar uno o
mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes a una concentracion de 10 ng/ml a 500 ng/ml.

En ciertas realizaciones, se usa un agente detectable para detectar un analito unido a un sustrato sélido por medio
de un agente de captura. En tales realizaciones, la deteccion de la presencia del o de los analitos diferentes unidos
al sustrato soélido comprende la detecciéon de dos o mas de los analitos diferentes con dos o mas agentes
detectables diferentes.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes comprende proporcionar dos o0 mas agentes
detectables diferentes que son capaces de detectar dos o mas analitos diferentes. En ciertas realizaciones, la
deteccion de como minimo dos analitos diferentes comprende proporcionar como minimo dos agentes detectables
diferentes.

En ciertas realizaciones, como minimo dos agentes detectables diferentes se unen a como minimo dos analitos
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diferentes. En ciertas realizaciones, cada uno de los como minimo dos agentes detectables diferentes se unen a un
analito diferente.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion de la
presencia de dos 0 mas agentes detectables unidos al como minimo un sustrato solido. La unién al como minimo un
sustrato soélido es por medio de dos o0 mas analitos.

En ciertas realizaciones, la deteccion de como minimo dos analitos diferentes comprende la deteccién de la
presencia de como minimo dos agentes detectables unidos al sustrato sélido por medio de dos o mas analitos.

En ciertas realizaciones, un agente detectable comprende una molécula que se une al analito. En ciertas
realizaciones, un agente detectable diferente se une a un analito diferente. En ciertas realizaciones, agentes
detectables diferentes se unen a multiples analitos.

En ciertas realizaciones, un agente detectable comprende uno o mas de un anticuerpo, un aptamero, o cualquier
componente de un par receptor - ligando, fragmentos de unidon adecuados de lo anteriormente mencionado, o
combinaciones de los mismos.

En ciertas realizaciones, dos o0 mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprenden un
anticuerpo o un fragmento del mismo. En ciertas realizaciones, cada uno de los como minimo dos agentes
detectables diferentes comprenden un anticuerpo o un fragmento del mismo. Los anticuerpos son como se describen
en la presente memoria. Los anticuerpos se pueden obtener comercialmente o se pueden generar mediante
métodos conocidos.

En ciertas realizaciones, la deteccién de los como minimo dos analitos diferentes comprende la deteccion de la
presencia de como minimo dos agentes detectables unidos al como minimo un sustrato solido por medio de los
como minimo dos analitos diferentes, que se unen a su vez a los como minimo dos agentes de captura diferentes
inmovilizados en el como minimo un sustrato sélido. En ciertas realizaciones, la deteccién de los como minimo dos
analitos diferentes comprende la detecciéon de la presencia de como minimo dos agentes detectables unidos al
sustrato sélido por medio de los como minimo dos analitos diferentes en el recipiente de reacciéon. En ciertas
realizaciones, la deteccion de los como minimo dos analitos diferentes comprende la deteccién de la presencia de
como minimo dos agentes detectables unidos al sustrato sélido por medio de los como minimo dos analitos
diferentes en un Unico recipiente de reaccion.

En ciertas realizaciones, los como minimo dos agentes de captura diferentes y los como minimo dos agentes
detectables diferentes forman como minimo dos pares de agentes que se unen a los como minimo dos analitos
diferentes.

En ciertas realizaciones, la deteccién de dos o mas de los analitos diferentes comprende la deteccion de dos o mas
de los agentes detectables de manera simultanea o concurrente. En ciertas realizaciones, la deteccién de uno o mas
de los analitos diferentes comprende la deteccion de uno o mas de los agentes detectables diferentes de manera
secuencial. En ciertas realizaciones, la deteccién de uno o mas de los como minimo dos analitos se da en un primer
medio de reaccion, seguido de la deteccién de analitos adicionales en otro u otros medios de reaccion.

En ciertas realizaciones, los métodos comprenden una cantidad reducida de dos o mas agentes detectables
diferentes, respecto de los ensayos previos, como resultado de la captura mas eficaz de un analito en un sustrato
solido. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, los agentes detectables estan presentes a una concentracion de 1000
ng/ml o menos, 900 ng/ml o menos, 800 ng/ml o menos, 700 ng/ml o menos, 600 ng/ml o menos, 500 ng/ml o
menos, 400 ng/ml o menos, 300 ng/ml o menos, 200 ng/ml o menos, 100 ng/ml o menos, 50 ng/ml o menos, 25
ng/ml o menos, o 10 ng/ml o menos. En ciertas realizaciones, los agentes detectables estan presentes a una
concentracion de 10 ng/ml o mas, 25 ng/ml o mas, 50 ng/ml o mas, 100 ng/ml o mas, 200 ng/ml o mas, 300 ng/ml o
mas, 400 ng/ml o mas, 500 ng/ml o mas, o 600 ng/ml mayor, 700 ng/ml o mas, 800 ng/ml o mas, 900 ng/ml o mas,
1000 ng/ml o mas. En ciertas realizaciones, los agentes detectables estan presentes a una concentracion de 10
ng/ml a 1000 ng/ml, 10 ng/ml a 900 ng/ml, 10 ng/ml a 800 ng/ml, 10 ng/ml a 700 ng/ml 10 ng/ml a 600 ng/ml, 10
ng/ml a 500 ng/ml, 10 ng/a 400 ng/ml, 10 ng/ml a 200 ng/ml, 10 ng/ml a 100 ng/ml, 25 ng/ml a 1000 ng/ml, 25 ng/ml a
900 ng/ml 25 ng/ml a 800 ng/ml, 25 ng/ml a 700 ng/ml, 25 ng/ml a 600 ng/ml, 25 ng/ml a 500 ng/ml, 25 ng/a 400
ng/ml, 25 ng/ml a 200 ng/ml, 25 ng/ml a 100 ng/ml, 50 ng/ml a 1000 ng/ml, 50 ng/ml a 900 ng/ml, 50 ng/ml a 800
ng/ml, 50 ng/ml a 700 ng/ml, 50 ng/ml a 600 ng/ml, 50 ng/ml a 500 ng/ml, 50 ng/a 400 ng/ml, 50 ng/ml a 200 ng/ml, o
50 ng/ml a 100 ng/ml. Por ejemplo, en un sistema de péptido conjugado o un sistema biotina-estreptavidina, se
puede usar en general un agente detectable de anticuerpo a una concentracion de 50 ng/ml. En ciertas
realizaciones, los métodos comprenden proporcionar como minimo dos agentes detectables diferentes a una o mas
de las concentraciones anteriormente mencionadas. En ciertas realizaciones, los métodos comprenden proporcionar
los como minimo dos agentes detectables diferentes a una concentracién de 10 ng/ml a 100 ng/ml.

En ciertas realizaciones, un agente detectable produce una sefal detectable. En ciertas realizaciones, como minimo
dos agentes detectables producen como minimo dos sefiales detectables diferentes. En ciertas realizaciones, las
como minimo dos sefiales detectables diferentes comprenden como minimo una sefial detectable con una longitud
de onda de emisién maxima en el intervalo de 570-629 nm y ofra sefial detectable con una longitud de onda de
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emisiéon maxima en el intervalo de 630-662 nm. En ciertas realizaciones, las como minimo dos senales detectables
diferentes comprenden como minimo una sefal detectable con una longitud de onda de emision maxima en el
intervalo de 380-490 nm y otra sefial detectable con una longitud de onda de emisiéon maxima en el intervalo de 500-
560 nm. En ciertas realizaciones, las como minimo dos sefiales detectables diferentes comprenden como minimo
una sefial detectable con una longitud de onda de emisidbn maxima en el intervalo de 380-490 nm y otra sefial
detectable con una longitud de onda de emision maxima en el intervalo de 570 a 750 nm. En ciertas realizaciones,
las como minimo dos sefiales detectables diferentes comprenden como minimo una sefial detectable con una
longitud de onda de emision maxima en el intervalo de 500-560 nm y otra sefial detectable con una longitud de onda
de emisién maxima en el intervalo de 570 a 750 nm.

En ciertas realizaciones, un agente detectable produce una sefal detectable. En ciertas realizaciones, como minimo
dos agentes detectables producen como minimo dos sefiales detectables diferentes. En ciertas realizaciones, las
como minimo dos sefiales detectables diferentes comprenden como minimo una sefial detectable con una longitud
de onda de emisiéon maxima en uno o mas de los siguientes intervalos de luz: 430-470 nm; 380 a 490 nm; 440 a 490
nm; 450 a 475 nm; 500 a 540 nm; 570 a 610 nm; 590 a 630 nm; 495 a 590 nm; 500 a 570 nm; 520 a 570 nm; 580 a
750 nm; 610 a 750 nm; 620 a 740 nm; 630 a 660 nm, y 595 a 750 nm; 495 a 590 nm; 520 a 570 nm; 595 a 750 nm; y
610 a 750 nm.

En ciertas realizaciones, un marcador detectable esta asociado con un agente detectable, por ejemplo unido al
agente detectable, o es una parte del agente detectable, por ejemplo el agente detectable puede incluir el marcador
detectable en forma de una molécula de fusién, un aminoacido marcado o un nucleétido marcado. Los ejemplos de
marcadores detectables adecuados incluyen antigenos, enzimas, fluoroforos, apagadores, isétopos radiactivos y
compuestos 0 marcadores luminiscentes. El marcador detectable se puede detectar directamente o indirectamente
por medio de una molécula adicional que puede producir una sefial detectable. En ciertas realizaciones, un marcador
detectable produce una sefial detectable. En ciertas realizaciones, los marcadores detectables diferentes producen
sefales detectables diferentes. En ciertas realizaciones, uno o mas marcadores detectables producen una o mas
sefales detectables diferentes. En ciertas realizaciones, como minimo dos marcadores detectables producen como
minimo dos sefales detectables diferentes.

En ciertas realizaciones, uno o mas agentes detectables comprenden un antigeno. Los ejemplos de antigenos que
se pueden usar como marcador detectable incluyen los componentes antigénicos adecuados del agente detectable
que pueden ser seleccionados como objetivo por un agente detectable secundario. Por ejemplo, también se puede
usar un anticuerpo secundario para detectar un antigeno en un agente detectable. El anticuerpo secundario puede
estar, por ejemplo, marcado de manera fluorescente o enzimatica. En las realizaciones en las que el agente
detectable es un anticuerpo primario (es decir, un anticuerpo de unién al analito), el anticuerpo secundario puede
tener afinidad de unién hacia un antigeno del anticuerpo primario. Por ejemplo, el antigeno puede derivar del
hospedador en el que se generd el agente detectable.

En ciertas realizaciones, el o los marcadores detectables comprenden un fluoréforo. Los ejemplos de fluoréforos que
se pueden usar como marcadores detectables incluyen, por ejemplo, resorufina, fluoresceina (isotiocianato de
fluoresceina, FITC), rodamina (isotiocianato de tetrametil rodamina, TRITC), proteina fluorescente verde (GFP),
ficobiliproteinas (aloficocianina, ficocianina, ficoeritrina y ficoeritrocianina, iones lantanidos tales como uno o mas de
Eu®*, Sm3, Tb*, y Dy*>* o complejos de los mismos, derivados adecuados de lo anterior o combinaciones de los
mismos. En ciertas realizaciones, el o los marcadores detectables pueden ser parte del o de los agentes detectables
diferentes (p.ej. en forma de una proteina de fusién o una proteina que comprende aminoacidos fluorescentes). Los
fluoréforos se pueden someter a una estimulacion aplicada (por ejemplo, luz de una longitud de onda de excitacion
adecuada) para favorecer la fluorescencia.

En ciertas realizaciones, el o los marcadores detectables comprenden un compuesto o marcador luminiscente. Los
compuestos o marcadores luminiscentes que se pueden usar como marcadores detectables incluyen, por ejemplo,
compuestos quimioluminiscentes y/o bioluminiscentes. Estos compuestos se pueden usar para marcar un agente
detectable. La presencia de un marcador quimioluminiscente se puede determinar detectando la presencia de la
luminiscencia que surge durante el desarrollo de una reaccién quimica. Los ejemplos de compuestos marcadores
quimioluminiscentes utiles son luminol, isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazol, sal de acridinio y éster de
oxalato o combinaciones de los mismos. La bioluminiscencia es un tipo de quimioluminiscencia hallada en sistemas
bioldégicos, en los cuales una proteina catalitica incrementa la eficacia de la reaccion quimioluminiscente. La
presencia de un anticuerpo bioluminiscente se determina detectando la presencia de luminiscencia. Los ejemplos de
compuestos bioluminiscentes incluyen luciferina, luciferasa y aecuorina.

En ciertas realizaciones, el o los marcadores detectables comprenden uno o mas iones lantanidos. En ciertas
realizaciones, el i6n lantanido puede ser Eu®*, Sm%, Tb*, y Dy®". En ciertas realizaciones, uno de los marcadores
detectables comprende Eu®* y otro de los marcadores detectables comprende Sm?*. En ciertas realizaciones, uno de
los marcadores detectables comprende Eu®*, otro de los marcadores detectables comprende Sm3* y un marcador
detectable adicional comprende Tb3*.

En ciertas realizaciones, el o los marcadores detectables comprenden una o mas enzimas que convierten un
sustrato en un producto detectable. Las enzimas que se pueden usar como marcadores detectables incluyen, por
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ejemplo, enzimas que dan como resultado la conversion de un sustrato en un producto detectable (lo que en general
da como resultado un cambio de color o fluorescencia, o la generacion de una sefial electroquimica). Tales enzimas
pueden incluir, por ejemplo, peroxidasa de rabano (HRP), fosfatasa alcalina (AP), B-galactosidasa,
acetilcolinesterasa, luciferasa, catalasa o combinaciones de las mismas. Dependiendo de la enzima y el sustrato
usados, la deteccion se puede llevar a cabo con un espectrofotémetro, fluorimetro, luminémetro, y/u otro medio de
deteccion electroquimica. En ciertas realizaciones, la enzima puede ser peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, y
beta-galactosidasa. También se pueden usar otras enzimas. En ciertas realizaciones, uno de los marcadores
detectables comprende peroxidasa de rabano y otro de los marcadores detectables comprende fosfatasa alcalina.
En ciertas realizaciones, uno de los marcadores detectables comprende peroxidasa de rabano, otro de los
marcadores detectables comprende fosfatasa alcalina, y un marcador detectable adicional comprende beta-
galactosidasa.

En ciertas realizaciones, uno de los marcadores detectables comprende un par de enzimas seleccionadas de
peroxidasa de rabano y fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano y beta-galactosidasa, y fosfatasa alcalina y beta-
galactosidasa.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los marcadores detectables comprende un isétopo radiactivo. Los isétopos
radiactivos que se pueden usar como marcadores detectables incluyen, por ejemplo, 3H, C, 3P, 35S, o 3'I. El
radiois6topo se puede conjugar a un agente detectable o incorporarlo en un agente detectable mediante la
traduccion del mARN que codifica el agente detectable en presencia de aminoacidos radiomarcados. Se conocen los
radiois6topos y los métodos para conjugar is6topos radiactivos a moléculas tales como proteinas. Los radiois6topos
se pueden detectar mediante el uso de contadores de particulas gamma, beta o de centelleo.

En ciertas realizaciones, los como minimo dos analitos diferentes se pueden detectar mediante los como minimo dos
agentes detectables diferentes que producen una o mas sefiales detectables. En ciertas realizaciones, los como
minimo dos analitos diferentes se pueden detectar poniendo en contacto uno o mas agentes con los como minimo
dos agentes detectables diferentes para producir una o mas sefiales detectables. En ciertas realizaciones, las
sefales detectables pueden ser sustancialmente distinguibles. En ciertas realizaciones, las sefales detectables
pueden ser diferentes.

En ciertas realizaciones, las sefales detectables pueden no ser sustancialmente distinguibles, y la deteccion de los
como minimo dos analitos comprende producir de manera secuencial las sefiales detectables. En ciertas
realizaciones, los como minimo dos analitos diferentes se pueden detectar poniendo en contacto de manera
secuencial uno o mas agentes con los como minimo dos agentes detectables diferentes para producir una o mas
sefiales detectables. A modo de ilustracién, por ejemplo, como minimo tres analitos diferentes que se detectan
mediante el uso de un fluoréforo de luz roja se pueden detectar poniendo en contacto de manera secuencial los
como minimo tres analitos con un primer agente que produce una sefial detectable roja a partir de uno de los
analitos. Tras la deteccion de esta sefial detectable y la eliminacién mediante lavado del primer agente, después se
puede usar la puesta en contacto de los analitos restantes con un segundo agente que produce una sefal detectable
roja a partir de otro analito para detectar el segundo analito. Tras la deteccion de esta segunda sefial detectable y la
eliminacion mediante lavado del segundo agente, después se puede usar la puesta en contacto del analito restante
con un tercer agente que produce una sefial detectable roja a partir de este analito restante para detectar el tercer
analito.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los agentes de captura diferentes se proporcionan en disolucion. En ciertas
realizaciones, los como minimo dos agentes de captura diferentes se proporcionan en disolucién. En ciertas
realizaciones, cada uno de los como minimo dos agentes de captura diferentes se proporcionan en disolucién. En
ciertas realizaciones, el uso de uno o mas agentes de captura y/o uno o mas agentes detectables en disolucion
proporciona una ventaja para la deteccion de multiples analitos, ya que permite el uso de cantidades inferiores de
agente de captura y/o agente detectable. En ciertas realizaciones, esto también permite que se unan mdultiples
agentes de captura al sustrato solido simultaneamente, lo que proporciona ventajas para la deteccién de multiples
analitos, tales como la eficacia de deteccién y/o tiempos de deteccion reducidos.

El uso de un agente de captura en disolucién en ciertas realizaciones proporciona una o mas ventajas. Por ejemplo,
el uso de un agente de captura en disolucion en ciertas realizaciones puede favorecer la unién de un agente de
captura a un analito, y de ese modo favorecer la formacién de un complejo del agente de captura y el analito. En
ciertas realizaciones en las que se usa un agente detectable que se une al analito, el uso de un agente de captura
en disolucion en ciertas realizaciones favorece la unién de un agente de captura a un analito, y de ese modo
favorece la formacion de un complejo de un agente de captura, un analito y un agente detectable.

A este respecto, se entendera que, en ciertas realizaciones, dos 0 mas agentes de captura diferentes se pueden
proporcionar en disoluciéon antes de poner en contacto los dos o mas agentes de captura diferentes con la muestra.
Por lo tanto, en ciertas realizaciones, dos o mas agentes de captura diferentes se proporcionan en una forma en la
que los dos 0 mas agentes de captura diferentes no estan inmovilizados en el como minimo un sustrato sélido, y se
proporcionan en un estado sustancialmente liquido.

En ciertas realizaciones, el uso de dos o mas agentes de captura diferentes en disolucién también reduce la cantidad
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de un agente de captura que se necesita usar en comparacion con los ensayos previos, ya que se necesita mas
agente de captura en los ensayos cuando el agente de captura esta preadsorbido en un sustrato sélido. En ciertas
realizaciones, no existe una preinmovilizacién o preadsorcién de un agente de captura en el como minimo un
sustrato sélido.

Como se describe en la presente memoria, en ciertas realizaciones, el como minimo un sustrato sélido no
comprende uno o mas agentes de captura preadsorbidos o preinmovilizados. Sin embargo, en ciertas realizaciones,
si se desea, el como minimo un sustrato sélido puede comprender uno o mas agentes de captura preadsorbidos o
preinmovilizados.

En ciertas realizaciones, dos o mas de los agentes detectables diferentes se proporcionan en disolucién. Por lo
tanto, en ciertas realizaciones, dos o mas de los agentes detectables diferentes se proporcionan en una forma no
inmovilizada en un sustrato soélido, y se proporcionan en un estado sustancialmente liquido. En ciertas realizaciones,
los como minimo dos agentes detectables diferentes se proporcionan en disolucién. En ciertas realizaciones, cada
uno de los como minimo dos agentes detectables diferentes se proporcionan en disolucion.

En ciertas realizaciones, el uso de dos o mas agentes detectables en disolucion puede proporcionar una o mas
ventajas, que incluyen favorecer la formacion y deteccion de un complejo de un agente de captura, un analito y un
agente detectable. En ciertas realizaciones, los métodos pueden favorecer la formaciéon de un complejo entre un
agente de captura, un analito y un agente detectable antes o de manera simultanea con la puesta en contacto del
complejo con el sustrato sélido, lo que puede impedir o inhibir la unién de un agente de captura al sustrato solido en
una orientacidon que no sea susceptible a la unidn del analito. Asi, puede haber disponible una proporcién mayor de
un agente de captura usado para la unién al analito.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes comprende un agente de captura, un analito y
un agente detectable que forman un complejo. En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos
diferentes comprende la unién de dos o mas complejos (por medio del ligando) al como minimo un sustrato soélido
para formar un complejo inmovilizado. Asi, en ciertas realizaciones, se inmoviliza un complejo en el sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, la deteccion de dos o mas analitos diferentes comprende poner en contacto la muestra, dos
0 mas agentes de captura diferentes, dos o mas agentes detectables diferentes y como minimo un sustrato sélido en
el recipiente de reaccion, para formar una mezcla puesta en contacto.

En ciertas realizaciones, los componentes se ponen en contacto en el recipiente de reaccién, para permitir la
formacion de complejos entre los dos o mas agentes de captura diferentes, dos o mas de los analitos diferentes y
dos 0 mas agentes detectables diferentes, y los complejos son capaces de ser inmovilizados en el como minimo un
sustrato soélido simultaneamente o tras la formacion.

Como se describe en la presente memoria, en ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes
comprende poner en contacto la muestra, los como minimo dos agentes de captura, los como minimo dos agentes
detectables y el como minimo un sustrato sélido en el recipiente de reaccién, para formar una mezcla puesta en
contacto. En ciertas realizaciones, la mezcla puesta en contacto se mezcla. En ciertas realizaciones, mezclar la
mezcla puesta en contacto puede proporcionar un incremento de la eficacia de unién. En ciertas realizaciones, el
método comprende mezclar la mezcla puesta en contacto. En ciertas realizaciones, la mezcla puesta en contacto no
se mezcla. En ciertas realizaciones, el método comprende no mezclar la mezcla puesta en contacto.

En ciertas realizaciones, los componentes se ponen en contacto en el recipiente de reaccion, para permitir la
formacion de un complejo entre un agente de captura, un analito y un agente detectable, y el complejo es capaz de
ser inmovilizado en el sustrato sélido (simultdaneamente o tras la formacion).

Como se describe en la presente memoria, en ciertas realizaciones, la puesta en contacto de la muestra, dos o mas
agentes de captura diferentes, dos o0 mas agentes detectables diferentes y el como minimo un sustrato sélido en el
recipiente de reaccion permite la union de los dos o mas agentes de captura diferentes y los dos o0 mas agentes
detectables diferentes a dos o mas analitos diferentes para formar uno o mas complejos. Tras la formacion, el o los
complejos se pueden inmovilizar en el como minimo un sustrato solido.

En ciertas realizaciones, antes de poner en contacto los componentes en el recipiente de reaccion, se pueden poner
en contacto componentes individuales especificos entre si. En ciertas realizaciones, la puesta en contacto de uno o
mas de los componentes individuales se puede dar en el recipiente de reaccion, o se puede dar en un recipiente de
reaccion diferente.

En ciertas realizaciones, la muestra, cada uno de los agentes de captura diferentes, cada uno de los agentes
detectables y el sustrato sélido no se ponen en contacto en un recipiente diferente antes de ponerlos en contacto en
el recipiente de reacciéon. Asi, la combinaciéon de los componentes se pone en contacto por primera vez en el
recipiente de reaccion.

En ciertas realizaciones, la muestra y el como minimo un sustrato sélido se ponen en contacto antes de ponerlos en
contacto con los dos o mas agentes de captura diferentes y/o los dos o mas agentes detectables diferentes. Como
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se discute en la presente memoria, en ciertas realizaciones, este método particular de puesta en contacto
proporciona una o mas ventajas al rendimiento de algunos de los métodos de la presente descripcion, ya que dos o
mas de los agentes de captura diferentes y/o dos o mas de los agentes detectables diferentes se exponen al analito
en presencia del sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, la muestra y el como minimo un sustrato sélido se ponen en contacto antes de ponerlos en
contacto con dos o mas de los agentes de captura diferentes y/o dos 0 mas de los agentes detectables diferentes.

En ciertas realizaciones, la muestra y el como minimo un sustrato sélido se ponen en contacto simultaneamente con
dos o mas agentes de captura diferentes y/o dos o mas agentes detectables diferentes. En ciertas realizaciones, la
muestra y el como minimo un sustrato sélido se ponen en contacto primero en el recipiente de reaccion.

En ciertas realizaciones en las que el como minimo un sustrato sélido forma parte del recipiente de reaccion, la
muestra se puede afiadir al recipiente de reaccion y posteriormente se ponen en contacto dos o mas de los agentes
de captura diferentes y/o dos o mas de los agentes detectables diferentes con la muestra y el sustrato sélido. En
ciertas realizaciones, dos o mas de los agentes de captura diferentes se preinmovilizan en el como minimo un
sustrato soélido y posteriormente se ponen en contacto con la muestra y/o dos 0 mas agentes detectables diferentes.

En ciertas realizaciones, la muestra y el como minimo un sustrato sé6lido no se incuban sustancialmente antes de
ponerlos en contacto con dos o mas de los agentes de captura diferentes y/o dos o mas de los agentes detectables
diferentes. En ciertas realizaciones, esto puede proporcionar una ventaja reduciendo el tiempo necesario para
detectar uno o mas de los analitos diferentes.

En ciertas realizaciones, dos o mas de los agentes de captura diferentes y uno o mas de los agentes detectables
diferentes se ponen en contacto entre si antes de ponerlos en contacto con uno o ambos de la muestra y el como
minimo un sustrato sdélido. En general, esto se puede conseguir poniendo en contacto primero dos o mas de los
agentes de captura diferentes y dos o mas de los agentes detectables diferentes en un recipiente diferente. En
ciertas realizaciones, se ponen en contacto primero pares especificos de dos o mas de los agentes de captura
diferentes y dos o mas de los agentes detectables diferentes en un recipiente diferente.

En ciertas realizaciones, dos o mas de los agentes de captura diferentes y/o dos o mas del agente detectable
diferente se ponen en contacto de manera secuencial con la muestra previamente puesta en contacto y/o el como
minimo un sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, los métodos pueden utilizar un protocolo de ELISA estandar. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, el método comprende proporcionar los agentes de captura y la muestra en el recipiente de reaccion,
lavar el sustrato sélido y posteriormente proporcionar los agentes detectables en el recipiente de reaccion.

En ciertas realizaciones, se forman complejos que comprenden un analito, una agente de captura y un agente
detectable antes de la union entre el agente de inmovilizacion y el ligando. Los complejos se pueden formar
mediante la adicidon secuencial o simultanea de un agente de captura y un agente detectable a un analito antes de
poner en contacto el complejo con un agente de inmovilizacién en el como minimo un sustrato sélido.

En ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes comprende una incubacion de la muestra puesta en
contacto, el sustrato sélido, dos o mas de los agentes de captura diferentes y/o dos o mas de los agentes
detectables diferentes. En ciertas realizaciones, la incubacién es durante un tiempo de 2 horas o menos, 90 minutos
0 menos, 80 minutos o menos, 70 minutos o0 menos, 60 minutos 0 menos, 50 minutos o menos, 40 minutos o0 menos,
30 minutos o menos, o 15 minutos 0 menos. En ciertas realizaciones, la incubacién es durante un tiempo de 2 horas
0 mas, 90 minutos o mas, 80 minutos o mas, 70 minutos o mas, 60 minutos o mas, 50 minutos o mas, 40 minutos o
mas, 30 minutos o0 mas, o 15 minutos o mas. En ciertas realizaciones, la incubacion es de 10 minutos a 2 horas, 10
minutos a 1 hora, 15 minutos a 2 horas, 15 minutos a 1 hora, 30 minutos a 2 horas, 30 minutos a 1 hora, o 1 hora a 2
horas.

En general, la deteccion de los analitos diferentes puede comprender el lavado del como minimo un sustrato sélido
del recipiente de reaccion para eliminar uno o mas agentes de captura diferentes y/o uno o mas agentes detectables
diferentes no unidos al como minimo un sustrato sélido. El lavado se puede llevar a cabo, por ejemplo, tras poner en
contacto el como minimo un sustrato sélido con cada agente de captura y/o cada agente detectable, tras poner en
contacto el como minimo un sustrato solido con todos los agentes de captura y/o agentes detectables, en cualquier
etapa intermedia, o una combinacién de uno o mas de lo anteriormente mencionado en el protocolo.

Sin embargo, segun la presente invencion, la deteccion de los analitos diferentes no comprende ningun lavado
adicional del como minimo un sustrato sélido tras poner en contacto el sustrato sdélido con una o mas de las
muestras, dos 0 mas de los agentes de captura diferentes y/o dos o mas de los agentes detectables diferentes.

Por ejemplo, en las realizaciones que utilizan un sistema de captura de marcador peptidico/anticuerpo, tales
sistemas pueden ayudar a reducir las etapas que implican el lavado del sustrato sélido.

También se describe en la presente memoria una incubacién de la muestra puesta en contacto, el sustrato sélido,
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uno o mas de los agentes de captura diferentes y/o uno o mas de los agentes detectables diferentes antes del
lavado del sustrato sélido. La incubaciéon puede ser durante un tiempo de 2 horas o menos, 90 minutos o0 menos, 80
minutos o menos, 70 minutos o0 menos, 60 minutos o menos, 50 minutos o menos, 40 minutos o0 menos, 30 minutos
0 menos, 15 minutos o menos, o 10 minutos o menos. En ciertas realizaciones, la incubacién es durante un tiempo
de 2 horas o0 mas, 90 minutos o mas, 80 minutos o mas, 70 minutos o mas, 60 minutos o mas, 50 minutos o mas, 40
minutos o mas, 30 minutos o mas, 15 minutos o0 mas o 10 minutos o mas. En ciertas realizaciones, la incubacion es
de 10 minutos a 2 horas, 10 minutos a 1 hora, 15 minutos a 2 horas, 15 minutos a 1 hora, 30 minutos a 2 horas, 30
minutos a 1 hora, o 1 hora a 2 horas.

En la presente invencién, no hay un lavado adicional del como minimo un sustrato sélido tras poner en contacto el
como minimo un sustrato solido con dos o mas de las muestras, dos 0 mas agentes de captura diferentes y/o dos o
mas agentes detectables diferentes. Como se describe en la presente memoria, en las realizaciones que utilizan un
sistema de captura péptido/anticuerpo, tales sistemas pueden ayudar a reducir las etapas que implican el lavado del
sustrato sélido.

En estas realizaciones, se apreciara que no hay un lavado adicional del como minimo un sustrato sélido después de
poner en contacto el como minimo un sustrato sélido con una o mas de las muestras, dos 0 mas agentes de captura
diferentes y dos 0 mas agentes detectables diferentes.

En ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes se puede llevar a cabo mediante el uso solamente de
una Unica etapa de lavado llevada a cabo durante todo el método. El uso de un protocolo de un lavado puede
proporcionar una o mas ventajas. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el uso de un protocolo de un lavado puede
proporcionar una ventaja al nimero de etapas de manipulacién implicadas y al tiempo necesario para llevar a cabo
la deteccion, y también puede proporcionar una mejora en la eficacia y el rendimiento del método.

Sin embargo, en ciertas realizaciones, se puede variar el protocolo de un lavado, si se desea, para afiadir lavados o
aclarados rapidos adicionales en diversas etapas del protocolo, o para afiadir lavados o aclarados adicionales en
diversas etapas del protocolo. Por ejemplo, el sustrato solido se puede lavar antes de ponerlo en contacto con la
muestra, lavarlo antes de ponerlo en contacto con un agente de captura, lavarlo después de ponerlo en contacto con
un agente de captura, lavarlo antes de ponerlo en contacto con un agente detectable, lavarlo después de ponerlo en
contacto con un agente detectable, lavarlo antes de una etapa de incubacion, lavarlo después de una etapa de
incubacion, lavarlo después de la deteccion, lavarlo antes de la adicién de un sustrato a un agente detectable,
lavarlo después de la adicion de un sustrato a un agente detectable o una combinacion de una o mas de estas
etapas de lavado, en el que no hay un lavado adicional del como minimo un sustrato solido después de poner en
contacto el como minimo un sustrato solido con dos 0 mas de la muestra, uno o mas agentes de captura diferentes y
dos o mas agentes detectables diferentes. En ciertas realizaciones, el recipiente de reaccién comprende un
dispositivo, tal como una punta de pipeta que comprende el como minimo un sustrato sélido, y los lavados que se
llevan a cabo durante el protocolo se dan en la punta, por ejemplo aspirando y expulsando el liquido una o mas
veces en la punta.

En ciertas realizaciones, la deteccion del o de los analitos diferentes se consigue en un tiempo de 2 horas o menos,
90 minutos o menos, 80 minutos o0 menos, 70 minutos o0 menos, 60 minutos o menos, 50 minutos o menos, 40
minutos o menos, 30 minutos o menos, 20 minutos o menos, o 15 minutos o menos desde la puesta en contacto de
la muestra con uno o mas agentes de captura diferentes y/o uno o mas agentes detectables diferentes. En ciertas
realizaciones, la deteccién de uno o mas analitos diferentes se consigue en un tiempo de 2 horas o mas, 90 minutos
0 mas, 80 minutos o mas, 70 minutos o mas, 60 minutos o mas, 50 minutos o mas, 40 minutos o mas, 30 minutos o
mas, 20 minutos o mas, o 15 minutos 0 mas desde la puesta en contacto de la muestra con uno o mas agentes de
captura diferentes y/o uno o mas agentes detectables diferentes. En ciertas realizaciones, la incubacion es de 15
minutos a 2 horas, 15 minutos a 1 hora, 30 minutos a 2 horas, 30 minutos a 1 hora, o 1 hora a 2 horas.

Muchos ensayos para detectar multiples analitos pueden necesitar mas de 6 horas para completarse, y pueden
utilizar multiples etapas de incubacion y lavado diferentes a lo largo del protocolo. En ciertas realizaciones de los
métodos de la presente descripcion, la deteccion de los analitos diferentes se puede llevar a cabo en un tiempo mas
corto y/o con menos lavados. En ciertas realizaciones, esto puede dar como resultado una reduccion de las etapas
de manipulacién, lo que puede permitir una reduccion de las fuentes habituales de variacion que se introducen por
las multiples etapas de manipulacion, lavado de placas, y etapas extra de pipeteo.

En ciertas realizaciones, un nimero reducido de lavados puede permitir que la deteccién se lleve a cabo de una
manera mas simple y rapida. Ademas, en ciertas realizaciones, el numero reducido de lavados permite que los
agentes de captura y/o los agentes detectables puedan tener una afinidad de unidn inferior hacia el analito.

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, el nimero reducido de lavados permite que la deteccidon use anticuerpos
(como agentes de captura y/o agentes detectables) que pueden tener una afinidad de unién al analito baja o inferior.

En ciertas realizaciones, el o los agentes de captura diferentes y/o el o los agentes detectables tienen una Ky para la
union al analito mayor de 10 M. En realizaciones adicionales, una Ky para la unién es mayor de 107 M, 108 M o 10
9 M. En ciertas realizaciones, la Ky esta en el intervalo de 108 M a 102 M.
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En ciertas realizaciones, la detecciéon de los analitos diferentes comprende la deteccién de un analito mediante la
deteccion de la presencia de un agente detectable unido al sustrato sélido en el recipiente de reaccion.

En ciertas realizaciones, la deteccidon de un analito se consigue mediante la deteccion de la presencia de un agente
detectable presente en un complejo inmovilizado en el como minimo un sustrato sélido en el recipiente de reaccion.
La deteccion de un analito mediante la deteccion de la presencia de un agente detectable unido al como minimo un
sustrato soélido se puede conseguir mediante un método adecuado. En la presente memoria se describen ejemplos
de agentes detectables.

Como se describe en la presente memoria, el tiempo invertido en llevar a cabo un método para detectar los analitos
diferentes puede ser una consideracion importante. En ciertas realizaciones, la presente descripcion minimiza el
numero de etapas de incubacién, manipulaciéon y/o lavado. En ciertas realizaciones, esto puede hacer que la
deteccion de los analitos diferentes sea susceptible de automatizacion. Los ensayos previos son dificiles de
automatizar, ya que son necesarias multiples etapas de manipulacion, lo que incluye varias etapas de aspiracion,
dispensacion y lavado.

En ciertas realizaciones, la reduccién del nimero de etapas de incubacion y/o etapas de lavado que son necesarias
puede permitir que se maximice la duracion de la etapa de unidon de un complejo al sustrato soélido, sin incrementar la
duracion total del método. Esto también puede incrementar la sensibilidad de los métodos. Ciertas realizaciones de
la presente descripcidon contemplan, si se desea, diversas combinaciones con respecto al nimero de etapas de
incubacién, manipulacién y/o lavado.

En ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes se consigue en un tiempo de 2 horas o menos desde
la puesta en contacto de la muestra con los agentes de captura diferentes y/o los agentes detectables diferentes. En
ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes se consigue en un tiempo de 90 minutos o menos, 70
minutos o menos, 60 minutos o menos, 50 minutos o menos, 45 minutos o menos, 40 minutos o menos, 30 minutos
o0 menos, 20 minutos o menos, 15 minutos o menos, o 10 minutos o0 menos desde la puesta en contacto de la
muestra con los agentes de captura y/o los agentes detectables. En ciertas realizaciones, la deteccion del analito se
consigue en un periodo de tiempo de 10 minutos a 120 minutos, 10 minutos a 90 minutos, 10 minutos a 60 minutos,
15 minutos a 120 minutos, 15 minutos a 90 minutos, 15 minutos a 60 minutos, 15 minutos a 30 minutos, 30 minutos
a 120 minutos, 30 minutos a 90 minutos, 30 minutos a 60 minutos, 45 minutos a 120 minutos, 45 a 90 minutos, o 45
minutos a 60 minutos desde la puesta en contacto de la muestra con los agentes de captura y/o los agentes
detectables. En ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes se consigue en un tiempo de menos de
60 minutos desde la puesta en contacto de la muestra con los agentes de captura y/o los agentes detectables. En
ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes se consigue en un tiempo de menos de 30 minutos
desde la puesta en contacto de la muestra con los agentes de captura diferentes y/o los agentes detectables
diferentes.

En ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes se consigue en un tiempo de 2 horas o menos, 90
minutos o menos, 80 minutos o menos, 70 minutos o menos, 1 hora o menos, 45 minutos o0 menos, 30 minutos o
menos, 20 minutos o menos, 15 minutos o menos, 10 minutos o menos, en un periodo de tiempo de 10 minutos a
120 minutos, 10 minutos a 90 minutos, 10 minutos a 60 minutos, 10 minutos a 30 minutos, 15 minutos a 120
minutos, 15 minutos a 90 minutos, 15 minutos a 60 minutos, 30 minutos a 120 minutos, 30 minutos a 90 minutos, 30
minutos a 60 minutos, 45 minutos a 120 minutos, 45 a 90 minutos, 45 minutos a 75 minutos, o 45 minutos a 60
minutos, 10 minutos a 120 minutos, 10 minutos a 90 minutos, 10 minutos a 60 minutos, 10 minutos a 30 minutos, 15
minutos a 120 minutos, 15 minutos a 90 minutos, 15 minutos a 60 minutos, 30 minutos a 120 minutos, 30 minutos a
90 minutos, 30 minutos a 60 minutos, 45 minutos a 120 minutos, 45 a 90 minutos, 45 minutos a 75 minutos, o 45
minutos a 60 minutos.

En ciertas realizaciones, las sefiales detectables se pueden producir con menos agente de captura y/o un area
superficial reducida de sustrato sélido. Como tales, ciertas realizaciones pueden ser adecuadas para sistemas
microfluidicos, en los que es deseable la miniaturizacion de estructuras y la minimizacién de los reactivos usados. En
ciertas realizaciones, el método y/o kits se pueden llevar a cabo en un sistema microfluidico.

Los ejemplos de sistemas microfluidicos pueden incluir, por ejemplo, dispositivos microfluidicos de tipo "laboratorio
en un chip"; placas de microtitulacién de alta densidad, tales como placas de microtitulacién de 384, 1536, 3456 o
9600 pocillos; micromatrices y similares.

En ciertas realizaciones, los métodos muestran una variabilidad baja para la detecciéon de un analito entre
reacciones. En ciertas realizaciones, los métodos muestran una variabilidad baja intra-placa. En ciertas
realizaciones, la variabilidad intra-placa es del 30% o menos, 20% o menos, o 10% o menos. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, los métodos muestran una variabilidad baja intra-placa para la deteccidon de un analito, tal como una
variabilidad intra-placa del 30% o menos, 20% o menos, o0 10% o menos.

En ciertas realizaciones, la deteccion de los analitos diferentes comprende proporcionar uno o mas filtros y/o una o
mas fuentes de luz y/o uno o mas detectores de luz a un dispositivo lector, tal como un lector de placas, para permitir
la deteccion de los analitos diferentes.
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En ciertas realizaciones, el método comprende proporcionar uno o mas filtros y/o una o mas fuentes de luz y/o uno o
mas detectores de luz a un dispositivo lector de placas para permitir la deteccién de los como minimo dos analitos
diferentes.

Ciertas realizaciones proporcionan un método para detectar analitos diferentes que tienen una o mas de las ventajas
descritas en la presente memoria, por ejemplo, un método para detectar analitos diferentes que tiene como minimo
una de las siguientes ventajas: la capacidad de distinguir como minimo dos analitos diferentes en el recipiente de
reaccion; una reduccién del solapamiento en las sefiales de deteccidén usadas para detectar los como minimo dos
analitos; una reduccion en la interferencia entre las sefiales de deteccidon usadas para detectar los como minimo dos
analitos; proporcionar una sensibilidad suficiente para permitir la deteccién de cantidades bajas de los como minimo
dos analitos; la interferencia reducida de otros agentes en la muestra; la sencillez y/o ahorro en la deteccion de
multiples analitos; la capacidad de usar los equipos existentes para detectar los como minimo dos analitos en el
recipiente de reaccion; la capacidad de usar lectores de placas existentes; el uso de cantidades bajas de reactivos
para capturar y/o detectar los multiples analitos; una capacidad elevada de unién de los reactivos; reducir el tiempo
para detectar de manera adecuada los como minimo dos analitos; reducir el nimero de etapas de incubaciéon para
detectar los como minimo dos analitos; proporcionar una deteccion fiable de los como minimo dos analitos; eliminar
la necesidad de preincubacién de ciertos componentes durante la deteccion de los multiples analitos; reducir el
numero de etapas de dispensacion durante la deteccién de los como minimo dos analitos; reducir el nimero de
etapas de aspiracion durante la deteccion de los como minimo dos analitos; reducir los costes de tiempo y
manipulacion necesarios para llevar a cabo el ensayo; usar una Unica plataforma de ensayo para detectar los como
minimo dos analitos; y proporcionar kits y/o plataformas de ensayo que son faciles de fabricar y/o menos costosas
para el fabricante.

También se describen en la presente memoria kits para la deteccion de analitos diferentes.

Un kit puede comprender uno o mas de los reactivos discutidos en la presente memoria para llevar a cabo el método
descrito en la presente memoria. Ademas, un kit puede comprender instrucciones para llevar a cabo una o mas
etapas del método como se describe en la presente memoria.

También se describen en la presente memoria kits que pueden comprender uno o mas de lo siguiente: una
disolucién para lavar el recipiente de reaccion para eliminar agentes de captura y/o agentes detectables sin unir al
recipiente de reaccion; un tampoén de lisis celular, un agente amplificador de la sefal, e instrucciones para la
deteccion de los analitos diferentes.

En ciertas realizaciones, los métodos de la presente descripcién también se pueden llevar a cabo mediante la
utilizacién de reactivos y/o instrucciones.

Como se describe en la presente memoria, un kit puede comprender instrucciones para la deteccion de los analitos
diferentes en un tiempo de 2 horas o menos, 90 minutos 0 menos, 80 minutos o menos, 70 minutos o menos, 1 hora
0 menos, 45 minutos o menos, 30 minutos o menos, 20 minutos o menos, 15 minutos o menos, 10 minutos o menos,
en un periodo de tiempo de 10 minutos a 120 minutos, 10 minutos a 90 minutos, 10 minutos a 60 minutos, 10
minutos a 30 minutos, 15 minutos a 120 minutos, 15 minutos a 90 minutos, 15 minutos a 60 minutos, 30 minutos a
120 minutos, 30 minutos a 90 minutos, 30 minutos a 60 minutos, 45 minutos a 120 minutos, 45 a 90 minutos, 45
minutos a 75 minutos, o 45 minutos a 60 minutos, 10 minutos a 120 minutos, 10 minutos a 90 minutos, 10 minutos a
60 minutos, 10 minutos a 30 minutos, 15 minutos a 120 minutos, 15 minutos a 90 minutos, 15 minutos a 60 minutos,
30 minutos a 120 minutos, 30 minutos a 90 minutos, 30 minutos a 60 minutos, 45 minutos a 120 minutos, 45 a 90
minutos, 45 minutos a 75 minutos, 0 45 minutos a 60 minutos desde la puesta en contacto de la muestra con los
agentes de captura y/o los agentes detectables.

Como se describe en la presente memoria, se puede usar una Unica placa de ensayo o plataforma de ensayo que es
adecuada para muchos kits de ensayo diferentes. Esto puede proporcionar a los fabricantes varios beneficios, que
incluyen requisitos reducidos con respecto al coste, la mano de obra y el control de calidad. Ademas, las inversiones
se pueden reducir mediante la capacidad de usar menos cantidad de los agentes especificos del objetivo (tales
como anticuerpos), lo que reduce los requisitos de costes y control de calidad, ya que se pueden usar lotes
individuales de agentes especificos del objetivo para mas kits de ensayo.

EJEMPLO 1
Materiales

Los anticuerpos usados en los ejemplos siguientes incluyen: monoclonal de ratéon anti-pERK (+/- biotinilacion);
monoclonal de conejo anti-ERK total (+/- HRP); conjugado anti-conejo-HRP de asno; policlonal de conejo anti-S6
p240/44 (conjugado a HRP); monoclonal de ratén anti-S6 (biotinilado); monoclonal de conejo anti-AKT pT308
(conjugado a HRP); monoclonal de ratén anti-AKT (biotinilado); monoclonal de ratén anti-AKT pS473 (biotinilado); y
monoclonal de conejo anti-AKT (conjugado a HRP).

Otros reactivos y materiales usados en los ejemplos siguientes incluyen: sustrato de HRP quimiofluorescente
amplificado QuantaRed™ (Thermo Scientific); comprimidos SIGMAFAST™ OPD (Sigma); placas Maxisorp™ de
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inmunoensayo claras de 96 pocillos (Nunc); placas Maxisorp™ de inmunoensayo claras de 384 pocillos (Nunc);
Estreptavidina (Sigma); disolucion de bloqueo (1% de BSA en PBS que contiene un 0,05% de Tween 20); y lisado de
células A431 que contiene pERK.

EJEMPLO 2 (Ejemplo de Referencia)
Meétodos
Protocolo de ELISA de 1 lavado

Se revistieron de manera pasiva placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp™ con estreptavidina y se bloquearon. Se
afadieron lisados celulares de pERK (50 pL) a los pocillos, seguido de la adicion de un tampon de reaccion (50 L)
que contenia concentraciones pre-optimizadas de mAb de ratén anti-pERK biotinilado y mAb de conejo anti-ERK
total-HRP (de manera alternativa se puede usar un tampén de reaccidon que contiene mAb de ratéon anti-pERK
biotinilado, mAb de conejo anti-ERK total y anti-IgG de conejo-HRP).

En ciertos casos, se llevé a cabo una preincubacion del lisado celular de pERK con los anticuerpos en una placa de
muestras antes de la transferencia a la placa revestida de estreptavidina. Las placas se incubaron durante un
minimo de 30 min antes del lavado 3x con PBS-T, la adicion de sustrato de HRP (100 pL) y la medida del producto.
Se siguié un protocolo de 1 lavado similar al usar placas de 384 pocillos Nunc Maxisorp™. Los anticuerpos
especificos de quinasa se suplementaron en el protocolo, y el volumen final de reaccion fue 20 pL.

Protocolo comparativo de ELISA de multiples lavados - placa revestida de estreptavidina

Se revistieron de manera pasiva placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp™ con estreptavidina y se bloquearon. Se
afiadié mAb de ratén anti-pERK biotinilado a los pocillos y se incubaron durante un minimo de 30 min (100 yL). Las
placas se lavaron 3x con PBS-T. Se afadieron lisados celulares de pERK a los pocillos y se incubaron durante un
minimo de 30 min (100 pL). Las placas se lavaron 3x con PBS-T. Se afiadié mAb de conejo anti-ERK total-HRP a los
pocillos y se incubaron durante un minimo de 30 min (100 uL). Las placas se lavaron 3x con PBS-T antes de la
adicioén del sustrato de HRP (100 uL) y la medida del producto.

Protocolo comparativo de ELISA de multiples lavados - placa revestida de 1gG anti-pERK

Se revistieron de manera pasiva placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp™ con mAb de ratén anti-pERK y se
bloguearon. Se afiadieron lisados celulares de pERK a los pocillos y se incubaron durante un minimo de 30 min (100
pL). Las placas se lavaron 3x con PBS-T. Se afiadio mAb de conejo anti-ERK total-HRP a los pocillos y se incubaron
durante un minimo de 30 min (100 uL). Las placas se lavaron 3x con PBS-T antes de la adicion del sustrato de HRP
(100 pL) y la medida del producto.

EJEMPLO 3 (Ejemplo de Referencia)
Resultados - Caracteristicas del Ensayo
Velocidad/Simplicidad

En sus formatos optimizados, el ensayo de 1 lavado rindié6 de manera comparable al ensayo de multiples lavados
con respecto a la sensibilidad (Figura 1). Esto fue evidente en placas revestidas de estreptavidina (Protocolos 1y 2)
y de IgG anti-pERK (Protocolo 3) para los periodos de incubacion de 30 min (Figura 1A) y 60 min (Figura 1B). En
general, se obtuvo una sefial aproximadamente un 10% mayor a cada concentracién de pERK respectiva en el
ELISA de 1 lavado en comparacién con los ELISAs de multiples lavados, pero esto no se tradujo en una mejora
significativa del limite de deteccion del ensayo. De manera importante, esto demostré que el ensayo de 1 lavado se
pudo llevar a cabo con menos etapas de manipulacién, y en menos de la mitad del tiempo que los ELISAs de
multiples lavados sin afectar negativamente a la sensibilidad. Esto se tradujo en un formato de ensayo de ELISA
mucho mas simple mediante la consolidacion de multiples etapas en un sistema de una Unica etapa de lavado.

Sensibilidad

Cuando los ELISAs de 1 lavado y de multiples lavados se llevaron a cabo durante el mismo periodo total de tiempo
de 1 h o menos, el ELISA de 1 lavado tuvo una sensibilidad superior (Figura 2). La comparacién de una etapa de
incubacion de 1 x 30 min con etapas de incubacion de 3 x 10 min en una placa revestida con estreptavidina (2A)
demostré que el sistema de 1 lavado fue aproximadamente 10 veces mas sensible que el sistema de multiples
lavados. Aunque de una manera no tan significativa, esta tendencia también fue perceptible al comparar un sistema
de ensayo de 1 lavado de 1 x 60 min en una placa de estreptavidina, respecto de un sistema de multiples lavados a
2 x 30 min en una placa revestida de IgG anti-pERK (2B). El beneficio principal del protocolo de ELISA de 1 lavado
fue que permiti6 que sucedieran simultaneamente mudltiples eventos de union anticuerpo-antigeno en el Unico
periodo de incubacién de 30 o 60 minutos, y de ese modo mejord la capacidad de deteccion de pERK por unidad de
tiempo.

Eficacia del Anticuerpo de Captura
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La dependencia de la concentracion de IgG anti-pERK (+/- biotinilacion) para la deteccion de pERK se estudio en
cada uno de los protocolos de ELISA (Figura 3). Con o sin una etapa de preincubacion, el protocolo de 1 lavado
necesitdé aproximadamente 4x y 10x menos IgG anti-pERK para detectar la misma cantidad de pERK en
comparacion con los protocolos de ELISA de multiples lavados 3 y 4, respectivamente. La importancia de una etapa
de preincubacion (protocolo 1 frente al protocolo 2) en el ELISA de 1 lavado fue perceptible cuando las
concentraciones de IgG anti-pERK fueron 100 ng/mL o menos. A estas concentraciones inferiores, se pudo detectar
mas pERK por unidad de anticuerpo (sefial aprox. un 15% mayor) cuando se incorporé una etapa de preincubacion
en el protocolo de 1 lavado. En conjunto, estos resultados indicaron que el protocolo de 1 lavado fue mas eficaz en
su uso de IgG anti-pERK en comparacion con el formato de multiples lavados para la deteccion de la misma
cantidad de pERK. Una explicacion posible para este fenémeno fue que el formato de 1 lavado permitié la formacién
de complejos inmunitarios de pERK en fase de disolucion, lo que permitié su unién a estreptavidina o la superficie
revestida de IgG anti-pERK de una manera mas orientada, y de ese modo se mejord la funcionalidad del anticuerpo.
A la inversa, en ausencia de pERK e IgG de deteccion, la IgG anti-pERK biotinilada o sin biotinilar se pudo unir de
manera aleatoria a la superficie, lo que puede haber conducido a que una porcién de los sitios de unién de IgG hacia
pERK se hagan inaccesibles a pERK y/o se dificulten estéricamente los sucesos de unidn posteriores en la reaccion
tipo sandwich (es decir, IgG de deteccion).

El fendmeno de la eficacia mejorada de IgG anti-pERK destacado en la Figura 3 para el formato de ELISA de 1
lavado se investigd adicionalmente separando los multiples sucesos de unién anticuerpo-antigeno del ensayo de
pERK (Figura 4). Esto destacd que la formacién independiente de pERK con IgG anti-ERK total-HRP o IgG anti-
pERK (protocolos 2 y 3, respectivamente), antes de la unidon a su molécula de unién inmovilizada en la placa,
contribuy6 al uso mas eficaz de IgG anti-pERK en el formato de ELISA de 1 lavado. Individualmente, los protocolos 2
y 3 fueron aproximadamente 2 veces mas eficaces con su uso de IgG anti-pERK para la deteccion de pERK en
comparacion con el ELISA de multiples lavados (protocolo 4). Ademas, cuando se dejoé que los sucesos de union
individuales de los protocolos 2 y 3 se dieran simultaneamente como parte del ELISA de 1 lavado (protocolo 1), el
uso de IgG anti-pERK en comparacion con el procedimiento de multiples lavados fue 4-5 veces menor al medir la
misma concentracion de pERK. Finalmente, esto destacé que la unién de ambos anticuerpos a pERK en disolucién
fue importante para mejorar la funcionalidad de la IgG anti-pERK usada en el ELISA de 1 lavado. Esto daria como
resultado un menor uso de reactivo (es decir, anticuerpo), y por lo tanto un coste de ensayo reducido, en
comparacion con el formato de ELISA de muiltiples lavados.

Versatilidad

El protocolo de ELISA de 1 lavado también se puso a prueba mediante el uso de un anticuerpo de deteccion
secundario que estaba conjugado a HRP (Figura 5). Esto se consiguié sustituyendo el anti-ERK total-HRP con el
anticuerpo original sin conjugar (es decir, sin HRP), e introduciendo anti-IgG de conejo-HRP como anticuerpo de
deteccion secundario. Es decir, este experimento usé un protocolo de 3 anticuerpos en el formato de ELISA de 1
lavado y produjo una sefial de A4s0 para pERK de aproximadamente 1,0 UA y un valor sefial:ruido de 10. Aunque sin
optimizar, en principio esta aproximacion de deteccion secundaria se validd en un protocolo de 1 lavado y destacé la
versatilidad del ELISA de 1 lavado con el uso de como minimo 3 anticuerpos.

Robustez

También se consiguiod la deteccion de otras fosfoproteinas, que incluyen S6 p240/44, AKT pT308 y AKT pS473, en el
sistema de ELISA de 1 lavado (Figura 6). En placas de 384 pocillos revestidos de estreptavidina, se consiguieron
proporciones sefal:ruido de mas de 60 al ensayar lisados celulares que contenian las fosfoproteinas especificas de
interés. Como el protocolo de pERK, el ensayo de AKT pS473 también usé una IgG anti-fosfo como anticuerpo de
captura con una IgG anti-total usada como anticuerpo de deteccion (es decir, conjugado a HRP). De manera
alternativa, los ensayos de S6 p240/44 y AKT pS473 usaron una IgG anti-total como anticuerpo de captura, con una
IgG anti-fosfo-HRP especifica que completaba la reaccion tipo sandwich. Estos resultados demostraron la robustez
del ELISA de 1 lavado con su capacidad de detectar objetivos diferentes en orientaciones variables del complejo
inmunitario.

EJEMPLO 4 (Ejemplo de Referencia)
Microfiuidica

Se llevaron a cabo reacciones microfluidicas en un cartucho microfluidico como se muestra en la Figura 7. Con
respecto a la Figura 7, el cartucho microfluidico 700 comprende un sustrato de plastico 710 en el que hay formados
una diversidad de canales de flujo 730. Se introduce una muestra en el canal de flujo 730 a través de la entrada de
muestra 720. La muestra se mueve después a lo largo del canal de flujo 730 mediante una bomba (no mostrada). La
region de deteccion 740 comprende un electrodo para la deteccion electroquimica, en la que hay unido un agente de
inmovilizacién. En las realizaciones descritas en los siguientes ejemplos, el agente de inmovilizacion es
estreptavidina. Ademas, aunque la presente invencion contempla cualquier electrodo adecuado y método para la
deteccion electroquimica, el método descrito en los siguientes ejemplos utiliza los electrodos y métodos de deteccion
descritos en la patente de EE.UU. 6.770.190. Después de pasar a lo largo del area de deteccion 740, la muestra se
transporta al area de recogida de residuos 750.
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A continuaciéon se describe un ejemplo del método de la presente invencion llevado a cabo en el cartucho
microfluidico:

Las muestras se mezclaron con un tampdn de reaccion (solucion salina tamponada con fosfato, BSA al 0,3%, Tween
al 0,1%) que contenia dos anticuerpos hacia el analito de interés. Para cada analito, los dos anticuerpos se
generaron hacia epitopos diferentes del analito de interés, de forma que ambos anticuerpos se pudieran unir
simultaneamente a la proteina de interés. Uno de los anticuerpos llevé a cabo la funcién de un agente de captura y
estaba unido a biotina, mientras el otro anticuerpo llevé a cabo la funciéon de un agente detectable y estaba unido a
peroxidasa de rabano (HRP).

Las muestras a medir contenian cantidades variables de un analito de interés, en los presentes ejemplos fosfo-ERK
o fosfo-AKT. Se coloco un cartucho microfluidico (véase la Figura 7) en un instrumento de bombeo y deteccion, y las
muestras se colocaron en el cartucho microfluidico en diferentes carriles del cartucho. El cartucho unié el anticuerpo
biotinilado a la region de deteccion. Como se expuso anteriormente, la region de deteccién comprendia un electrodo
para la deteccion electroquimica, a la que estaba unida estreptavidina como agente de inmovilizacion. Como tal, un
complejo que comprendiese el anticuerpo de captura biotinilado, el analito unido y el anticuerpo detectable unido a
HRP se inmovilizaria en el electrodo por medio de la interaccion de la biotina del anticuerpo de captura y la
estreptavidina del electrodo.

Tras la captura, el cartucho se lavd automaticamente con tampén sin anticuerpos. Tras esta etapa de lavado, se
introdujo una disoluciéon que contenia sustrato de HRP (SigmaFAST OPD) en el cartucho, lo que permitié que la
HRP unida convirtiese el sustrato de HRP en productos que se pudieran detectar electroquimicamente mediante el
electrodo y el equipo de deteccion presente en el dispositivo de bombeo. Las sefiales eléctricas generadas fueron
proporcionales al nivel de conversién de producto inducido por HRP, que fue proporcional a la cantidad de analito
unida a los anticuerpos de captura.

EJEMPLO 5 (Ejemplo de Referencia)
Deteccién de pERK mediante el uso de un sistema microfluidico

Se diluyé pERK recombinante en tampén de lisis 1X, con cuatro diluciones en serie desde una concentracion
superior de 400 ng/ml (10 nM). Las muestras se preincubaron con un volumen igual de tampén de reaccion (véase
anteriormente).

La mezcla muestra/tampoén de reaccion se analizé después en un cartucho microfluidico como se describié en el
Ejemplo 4. Los resultados se muestran en las Figuras 8A-8C. Cada punto de datos mostrado es la media de 3
celdas de flujo de un Unico cartucho. Los datos se transformaron tomando como cero el punto en el que comienza la
inyeccion de sustrato. Los datos se recogieron desde el punto en el que el flujo de sustrato comienza hasta el final
de la fase de incubacion del sustrato (180 s tras la inyeccion del sustrato).

Como se puede observar comparando las Figuras 8b y 8c, la recogida de datos al final de la fase de incubacioén del
sustrato (180 s tras la inyeccion del sustrato) parecié proporcionar una sensibilidad mayor. Mediante el uso de los
datos tomados de los 180 segundos tras la inyeccion del sustrato, el limite de deteccion del chip fue de alrededor de
2 ng/ml de pERK.

EJEMPLO 6 (Ejemplo de Referencia)
Deteccion de pAKT mediante el uso de un sistema microfluidico

Se diluyé pAKT473 recombinante en tampoén de lisis 1X, con cinco diluciones en serie desde una concentracion
superior de 100 ng/ml. Las muestras se preincubaron durante dos horas con un volumen igual de tampon de
reaccion (véase anteriormente) para equilibrar la interaccion y asi minimizar los efectos de la incubacion durante el
analisis.

La mezcla muestra/tampon de reaccion se analizé después en un cartucho microfluidico como se describié en el
Ejemplo 4. Los resultados se muestran en las Figuras 9A-9C. Cada punto de datos mostrado es la media de 3
celdas de flujo de un Unico cartucho. Los datos se transformaron tomando como cero el punto en el que comienza la
inyeccion de sustrato. Los datos se recogieron desde el punto en el que el flujo de sustrato comienza hasta el final
de la fase de incubacion del sustrato (180 s tras la inyeccion del sustrato).

Mediante el uso de los datos tomados de los 180 segundos tras la inyeccion del sustrato, el limite de deteccion del
chip fue de alrededor de 1 ng/ml de pAKT.

EJEMPLO 7 (Ejemplo de Referencia)
Orden de reactivos de las permutaciones de adicion

Se afadid el anticuerpo de captura (conjugado anti-pERK-péptido o conjugado anti-pERK-biotina), el anticuerpo de
deteccion (conjugado anti-ERK total-HRP), mezcla de anticuerpo de captura/deteccion, y concentraciones variables
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de un lisado celular que contenia pERK a (A) placas revestidas de anticuerpo anti-conjugado peptidico o (B)
microplacas revestidas de estreptavidina, en 8 permutaciones diferentes (véanse las Tablas 1 y 2). Los componentes
individuales del ensayo se afiadieron con una separaciéon de 1 min a las placas, y se incubaron durante 2 h. Las
placas se lavaron, se incubaron con sustrato de HRP, antes de la deteccién del producto fluorescente.

Tabla 1: Volumenes de reactivo para el estudio del orden de adicion

Componente de Ensayo Volumen/Pocillo
Mezcla de Anticuerpo de Captura/Deteccion 50 pl
Lisado 50l
Anticuerpo de Captura 25 ul
Anticuerpo de Deteccion 25 ul

Tabla 2: Orden de reactivos de las permutaciones de adicion

Ensayo n° 12 Adicion 22 Adicion 3?2 Adicion
1 Mezcla de Ab de Captura/Deteccion Lisado n/a
2 Lisado Mezcla de Ab de Captura/Deteccion n/a
3 Lisado Ab de Captura Ab de Deteccion
4 Lisado Ab de Deteccion Ab de Captura
5 Ab de Deteccion Ab de Captura Lisado
6 Ab de Deteccion Lisado Ab de Captura
7 Ab de Captura Lisado Ab de Deteccion
8 Ab de Captura Ab de Deteccion Lisado

El efecto del orden de adicién de los reactivos sobre la deteccién de pERK en el ELISA de una incubacién mediante
el uso de diferentes sistemas de captura se muestra en la Figura 10. En las 8 permutaciones diferentes, y a varias
concentraciones de analitos, se observaron pocas diferencias en las sefales. Este resultado demuestra que se
pueden obtener resultados equivalentes en un ensayo de ELISA de una incubacion, independientemente del orden
de adicién de los componentes individuales.

EJEMPLO 8 (Ejemplo de Referencia)

Curvas patrén con proteinas recombinantes en un entorno biolégico diferente mediante el uso del sistema de captura
de conjugado peptidico

Se proporciona una demostracion del uso del formato de ensayo de ELISA de una incubacion para la deteccion de
tres proteinas humanas recombinantes diluidas en suero humano en la Figura 11. Se midié6 EGF, IL-2 y TNFa en
PBS/0,5% de BSA y suero humano. Los limites de deteccion de < 10 pg/mL se determinaron para cada ensayo en
PBS/0,5% de BSA, y se observo una sensibilidad similar para IL-2 y TNFa para el analito diluido en suero humano.
El limite de deteccion para EGF en suero humano no se pudo detectar debido a la presencia de un nivel elevado de
EGF enddgeno, que se confirmd mediante el uso de un kit de ELISA de EGF comercial habitual (R&D Systems,
datos no mostrados). La Figura 11 muestra la media y las desviaciones estandar para los puntos de datos
duplicados para cada objetivo analizado.

Estos datos ilustran que el formato de ensayo de ELISA de una incubacion fue robusto para medir los analitos en un
entorno bioldgico diferente. El ensayo demuestra claramente la eficacia para varios objetivos diferentes en suero, en
el que los componentes de ensayo se incuban simultaneamente. La sefal elevada para EGF en suero humano se
debe a la presencia de proteina(s) EGF enddgena(s) en este medio.

EJEMPLO 9 (Ejemplo de Referencia)

Curvas patrén de proteinas recombinantes mediante el uso del sistema de captura de conjugado peptidico en un
ELISA de una incubacién de 10 min

Se revistieron de manera pasiva placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp™ con un anticuerpo anti-marcador peptidico
durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron 3x con PBS-T y se bloquearon con 200 pL/pocillo de una disolucion
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de BSA del 1% en PBS-T (0,05%). La disolucion de blogueo se aspir6 antes del ensayo. Se afadié el analito (p.ej.,
50 pL de proteina recombinante) a los pocillos, seguido de la adicion de una mezcla anticuerpo-anticuerpo (50 uL)
que contenia concentraciones preoptimizadas de anticuerpo de captura anti-analito conjugado con marcador
peptidico y anticuerpo de deteccion anti-analito conjugado con HRP. Las placas se incubaron durante 10 min antes
de lavar 3x con PBS-T. Se afiadié un sustrato de HRP fluorescente (100 pL) a los pocillos y se incubaron durante 5
mins antes de medir el producto fluorescente.

Las proteinas humanas recombinantes EGF, IL-2 y TNFa se prepararon en PBS/0,5% de BSA a concentraciones
que oscilaron de 100 ng/mL a 1 pg/mL, y se afadieron 50 uL/pocillo a una placa de ELISA con anticuerpo anti-
marcador peptidico. Se afiadié una mezcla de anticuerpo de captura/deteccion para EGF (A), IL-2 (B) y TNFa (C) a
los pocillos adecuados de la placa de ELISA, y se incubé durante 10 min. Las placas se lavaron antes de la
incubacion con sustrato de HRP durante 5 min y la deteccion del producto fluorescente.

La Figura 12 muestra la deteccidon de tres proteinas humanas recombinantes mediante el uso de un formato de
ensayo de ELISA de una incubacion de 10 min con una placa de ELISA revestida de anticuerpo anti-marcador
peptidico. Se midieron con éxito las curvas patron de EGF, IL-2 y TNFa en PBS/0,5% de BSA con limites de
deteccion de < 32 pg/mL determinados para cada ensayo. Estos datos ilustraron que el formato simplificado de
ensayo de ELISA de captura con conjugado peptidico/una incubacién fue adecuado para medir multiples analitos en
la misma placa en solamente 10 minutos. Como se puede observar, en el ELISA de una incubacion de 10 minutos,
el ensayo todavia fue capaz de detectar de manera eficaz los tres analitos, incluso a una concentracién de analitos
menor de 100 pg/ml.

EJEMPLO 10 (Ejemplo de Referencia)
Variacion intra-placa

La Figura 13 muestra la variacion intra-placa observada para 2 ELISAs diferentes de una incubacion para fosfo-AKT
(pSerd73) o fosfo-STAT3. Para cada objetivo, el lisado celular se diluyd a 3 concentraciones diferentes mediante el
uso de tampon de lisis 1X tal como se indica, y se afiadié a 24 pocillos duplicados de una microplaca de 96 pocillos
revestidos de estreptavidina. Para iniciar la reaccion de ensayo, para cada objetivo, se afadid una mezcla del
anticuerpo de captura conjugado a biotina y del anticuerpo de deteccion conjugado a HRP a los lisados, y se
incubaron durante 1 hora. Los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado estandar para cada ensayo. Después del
ciclo de lavado, se afadio el sustrato de HRP QuantaRed™ a los pocillos, y cada placa se incubd durante 10 min en
la oscuridad. Se midi6 la sefal fluorescente de los pocillos a 550 nme,/600 NnMmem. Las Figuras 13A y 13B muestran
los puntos de datos a cada concentracion de lisado analizada, para fosfo-AKT y fosfo-STAT3, respectivamente. El
coeficiente de variacion (CV%) para cada concentracion de analito se calcul6 dividiendo la desviacién estandar
observada en los 24 pocillos a cada concentracion, por la media de los 24 pocillos a la misma concentracioén, y
transformando esta fraccién en un valor en porcentaje. En general, se desea un valor menor del 10% para muchos
ensayos, por ejemplo, en ciertos ensayos de alta calidad, y los datos presentados aqui demuestran caracteristicas
adecuadas de baja variabilidad intra-placa.

EJEMPLO 11 (Ejemplo de Referencia)
Deteccion de TNFa

La Figura 14 muestra la deteccion de TNFa en sobrenadantes de cultivo tisular. Se sembraron células THP-1 en
microplacas de 96 pocillos de cultivo tisular en medio de cultivo celular RMPI que contenia un 10% (v/v) de suero
bovino fetal y otros diversos aditivos para el cultivo celular habitual. Las células se trataron después con diversas
concentraciones de PMA diluido en el mismo medio, y se incubaron durante la noche en un incubador humidificado a
37 °C. Al dia siguiente se aspiraron 50 uyL de medio de los pocillos de cultivo celular, y se afiadieron a los pocillos de
una placa de ensayo de 96 pocillos revestidos de péptido. La reaccion de ensayo se inici6 mediante la adicion de 50
ML de una mezcla de anticuerpos que contenia el conjugado anticuerpo de captura-péptido, y el conjugado
anticuerpo de deteccion-HRP, y se incubd durante 1 hora. Los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado estandar
para cada ensayo. Después del ciclo de lavado, se afiadié el sustrato de HRP fluorescente a los pocillos, y cada
placa se incubé durante 10 min en la oscuridad. La sefial fluorescente de los pocillos se midié a 540 nmMex/590 Nmem,
y se cuantificd6 mediante el uso de una curva patron generada contra el mismo objetivo. La Figura 14 muestra la
media y las desviaciones estandar para los puntos de datos duplicados para cada objetivo analizado. En esta Figura,
el ensayo demuestra una deteccion eficaz del analito objetivo especifico en sobrenadantes de cultivo tisular
mediante el uso de ciertas realizaciones en las que los componentes del ensayo se incuban simultaneamente.

EJEMPLO 12 (Ejemplo de Referencia)
Deteccion de fosfo-AKT (pSer473) o fosfo-ERK en un tiempo total de ensayo de 25 min

La Figura 15 muestra la deteccion de fosfo-AKT (pSer473) o fosfo-ERK en un tiempo total de ensayo de 25 min.
Para cada objetivo, se diluyd (A) fosfo-AKT o (B) fosfo-ERK activos recombinantes tal como se indica, a diversas
concentraciones, mediante el uso de tampon de lisis 1X que contenia un 0,1% de BSA, y se afadieron a 4 pocillos
duplicados de una microplaca de 96 pocillos revestidos de estreptavidina. Para iniciar la reaccién de ensayo, para
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cada objetivo, se afiadid una mezcla del anticuerpo de captura conjugado a biotina y del anticuerpo de deteccion
conjugado a HRP a los lisados, y se incubaron durante 1 hora. Los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado
estandar para cada ensayo. Después del ciclo de lavado, se afiadid el sustrato de HRP QuantaRed™ a los pocillos,
y cada placa se incubé durante 10 min en la oscuridad. Se midio la sefial fluorescente de los pocillos a 550 nme/600
nmem. Las Figuras 15A y 15B muestran los puntos de datos a cada concentracion de analito analizada, para fosfo-
AKT y fosfo-ERK, respectivamente. Ambos ensayos mostraron sensibilidad a menos de 1 ng/mL.

EJEMPLO 13 (Ejemplo de Referencia)
Deteccion de IL-2 mediante el uso de un par péptido de ERK-anticuerpo de captura anti-péptido

La Figura 16 muestra la deteccion de IL-2 mediante el uso de un par péptido de ERK-anticuerpo de captura anti-
péptido. Se diluyé interleucina 2 (IL-2) recombinante tal como se indica, a diversas concentraciones mediante el uso
de PBS 1X que contenia un 0,1% de BSA, y se afadio a pocillos duplicados de una microplaca de 96 pocillos
revestidos de anticuerpo anti-péptido de ERK. Para iniciar la reaccion de ensayo, para cada objetivo, se afiadié una
mezcla del anticuerpo de captura de péptido de ERK y del anticuerpo de deteccién conjugado a HRP a los lisados, y
se incubaron durante 1 hora. Los pocillos se sometieron a un ciclo de lavado estandar para cada ensayo. Después
del ciclo de lavado, se afiadio el sustrato de HRP fluorescente a los pocillos, y cada placa se incubd durante 10 min
en la oscuridad. Se midi6 la sefial fluorescente de los pocillos a 540 Nme/590 nmem. La Figura 16 muestra los puntos
de datos a cada concentracion de analito analizada, que demuestra sensibilidad a 100 pg/mL o menos.

EJEMPLO 14 (Ejemplo de Referencia)
Discusion General

El ELISA de una incubacion usa un formato de tipo inmuno-sandwich, pero con al menos una diferencia. Para el
ensayo de ELISA de una incubacién, tanto el analito como los reactivos de ensayo se afiaden a la microplaca de
ensayo al mismo tiempo, en disolucion. Después de un periodo corto de incubacion, los reactivos de ensayo y
analitos sin unir se eliminan mediante lavado, y se detectan los inmunocomplejos que contienen ambos anticuerpos.
El ELISA de una incubacion facilita al usuario un mayor grado de flexibilidad para el ensayo. En contraste con otros
formatos de ELISA, en grupos de ejemplos particulares no hay presentes anticuerpos especificos del objetivo en la
microplaca de ensayo propiamente dicha, y asi se pueden llevar a cabo ensayos para objetivos diferentes en pocillos
diferentes de la misma microplaca. Por ejemplo, se puede analizar un lisado celular en la misma microplaca de
ensayo en paralelo con respecto a la fosforilacion de p38-MAPK, fosforilacion de ERK, fosforilacion de AKT y
fosforilacion de JNK, lo que proporciona una informacion rapida, exacta y cuantificable sobre eventos clave de
sefializacion celular. Sin embargo, si se desea, se pueden inmovilizar anticuerpos hacia el objetivo en la placa.

El ELISA de una incubacion proporciona los resultados deseados de alta calidad de un inmunoensayo de tipo
sandwich, y el ensayo permite el uso de kits independientes para llevar a cabo el ensayo.

Por ejemplo, un kit puede contener uno o mas de los siguientes componentes:
Reactivo de Anticuerpo de Captura
Reactivo de Anticuerpo de Deteccion

Tampon de Lisis (por ejemplo, suministrado a una concentracion 5X) que contiene una mezcla de detergentes
para la lisis celular, e inhibidores de fosfatasas.

Disolucion Potenciadora - que contiene factores para potenciar el rendimiento del ensayo, tales como
componentes anti-HAMA, y aditivos especificos del objetivo para incrementar el rendimiento del ensayo.

Tampoén de Dilucion de ADHP - que contiene cofactores necesarios para la conversion mediada por HRP de
ADHP hasta resorufina.

ADHP (por ejemplo, suministrado a una concentracion 100X)
Tampodn de Lavado (por ejemplo, suministrado a una concentracion 10X)
Disolucién de Parada - para detener la actividad de HRP cuando sea necesario
Lisado de Control de Ensayo
Microplaca de ensayo
Diluyente de ensayo - para la diluciéon de muestras concentradas

EJEMPLO 15

Protocolos Generales de Ensayo
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(i) Protocolo para el uso con muestras tales como lisados celulares y sobrenadantes de cultivos tisulares
Protocolo de ensayo

1. Afadir 50 pl/pocillo de muestra a la microplaca de ensayo. Se pueden afiadir 50 pl/pocillo de controles de
ensayo a pocillos diferentes, si se desea.

2. Anadir 50 pl/pocillo de mezcla de anticuerpos a los pocillos. En general, es adecuada una concentracion de
anticuerpos en la mezcla de 50-500 ng/mL. Cubrir la microplaca e incubar a temp. ambiente en un agitador de
microplacas (~300 rpm).

3. Lavar los pocillos con 200 pl/pocillo de tampo6n de lavado (repetir 3 veces). Después del lavado final, eliminar
cualquier disolucién de lavado restante de los pocillos. Un tampdén de lavado adecuado es PBS que contiene Tween
20.

4. Inmediatamente antes del uso, preparar la mezcla de sustratos. Una mezcla adecuada de sustratos es TMB,
ADHP, OPD, u otros sustratos de HRP adecuados, diluidos con cofactores adecuados para actuar como mediadores
en su conversion a subproductos medibles. Aiadir 100 pl/pocillo de mezcla de sustratos. Cubrir la microplaca con
papel de aluminio, e incubar durante 10 minutos a temp. ambiente en un agitador de microplacas (~300 rpm).

5. Anadir 10 pl/pocillo de disolucion de parada, y mezclar brevemente (5-10 seg) en un agitador de microplacas.
Una disolucién de parada adecuada es un acido diluido tal como HCI, o un detergente fuerte tal como SDS.

6. Leer la sefal de fluorescencia con un grupo de filtros compatibles.
(i) Protocolo para muestras de suero, u otras muestras que pueden portar interferencias especificas de la muestra
Protocolo de ensayo

1. Afadir 25 pl/pocillo de mezcla potenciadora. La mezcla potenciadora contiene componentes generales para la
neutralizacion de HAMAs, asi como otros componentes para la neutralizacion de proteinas de union especifica al
objetivo portadas en el suero.

2. Anadir 50 pl/pocillo de muestra a la microplaca de ensayo. Se pueden afadir 50 pl/pocillo de controles de
ensayo a pocillos diferentes, si se desea.

3.  Anadir 25 yl/pocillo de mezcla de anticuerpos a los pocillos. Cubrir la microplaca e incubar durante 1 hora a
temp. ambiente en un agitador de microplacas (~300 rpm).

3. Lavar los pocillos con 200 pl/pocillo de tampo6n de lavado (repetir 3 veces). Después del lavado final, eliminar
cualquier disolucién de lavado restante de los pocillos.

4. Preparar el sustrato antes el uso y afiadir 100 pl/pocillo. Cubrir la microplaca con papel de aluminio, e incubar
durante 10 minutos a temp. ambiente en un agitador de microplacas (~300 rpm).

5. Anadir 10 pl/pocillo de disolucién de parada, y mezclar brevemente (5-10 seg) en un agitador de microplacas.
6. Leer la sefal de fluorescencia con un grupo de filtros compatibles.
EJEMPLO 16 (Ejemplo de Referencia)

Deteccién de diversas concentraciones de IL-2 mediante el uso de un sistema de captura marcador peptidico -
anticuerpo anti-marcador peptidico

La Figura 17 muestra la deteccion de diversas concentraciones de IL-2 mediante el uso de un sistema de captura
marcador peptidico - anticuerpo anti-marcador peptidico.

Se generaron anticuerpos en ratones en forma de anticuerpos monoclonales hacia un péptido de 23 aminoacidos,
KRITVEEALAHPYLEQYYDPTDE (SEQ ID N° 2), una secuencia derivada del extremo carboxiterminal de las
proteinas ERK humanas (péptido C-terminal de ERK). Se revistieron de manera pasiva anticuerpos purificados
(TGR, 12D4) hacia este péptido en una placa de inmunoensayo Nunc Maxisorp, y la placa se bloqued después
contra la union inespecifica adicional de proteinas. El péptido C-terminal de ERK también se usé para conjugarlo a
anticuerpos hacia la proteina IL-2 humana (R&D Systems), de forma que el péptido actuase para anclar este
anticuerpo a la superficie de la placa. Se conjugé un segundo anticuerpo hacia IL-2 (R&D Systems) a peroxidasa de
rabano (HRP) para usarlo como anticuerpo indicador. Se mezcl6 IL-2 humana recombinante con PBS/BSA (0,1%) a
las diversas concentraciones mostradas, y a estas disoluciones se les afiadieron los anticuerpos hacia IL-2. Después
de una incubacion de una hora, los pocillos se lavaron con un tampén de lavado, y se afadié un sustrato de HRP
fluorescente durante 10 min, seguido de la lectura de la placa a longitudes de onda de ex/em de 540/590 nm en un
lector de placas.
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Se puede observar que el sistema de ensayo midid las concentraciones de IL-2 presentes en cada muestra, y que la
variacion entre muestras fue baja, tal como se indica mediante las pequefias barras de error.

EJEMPLO 17 (Ejemplo de Referencia)

Deteccion de diversas concentraciones de EGF, IL-2 y TNFa mediante el uso de un sistema de captura marcador
peptidico - anticuerpo anti-marcador peptidico

La Figura 18 muestra la deteccién de diversas concentraciones de EGF, IL-2 y TNFa mediante el uso de un sistema
de captura marcador peptidico - anticuerpo anti-marcador peptidico.

Se revistieron de manera pasiva anticuerpos especificos hacia el péptido DYKDDDDK (SEQ ID N° 1; Sigma, nimero
de catalogo F1804) en una placa de inmunoensayo Nunc Maxisorp a 5 ug/mL durante la noche en PBS, y la placa
se bloqued después contra la union inespecifica adicional de proteinas. El péptido DYKDDDDK (SEQ ID N° 1)
también se us6 para conjugarlo a anticuerpos IgG hacia la proteina IL-2 humana (R&D Systems), EGF humano o
TNFa humano, de forma que el péptido actuase para anclar este anticuerpo a la superficie de la placa. También se
conjugd un segundo anticuerpo detectable a cada analito (R&D Systems) a peroxidasa de rabano (HRP) para usarlo
como anticuerpo indicador. Las IgGs de captura de péptidos (C-terminales) de EGF, IL-2 y TNFa y sus IgGs
respectivas de deteccion con HRP se prepararon en tampon de reaccion. Se diluyeron analitos puros como patrones
en PBS/BSA (0,5%) a las diversas concentraciones mostradas. Se afadié el analito (50 pL/pocillo) a la placa
revestida y después se anadieron 50 pL/pocillo de la mezcla de anticuerpos correspondiente (captura 200 ng/mL;
deteccion 50 ng/mL). Después de una incubacion de una hora con agitacion, los pocillos se lavaron tres veces con
un tampén de lavado, y se afiadio el sustrato de HRP fluorescente (ADHP) durante 10 min, seguido de lectura de la
placa a longitudes de onda ex/em de 540/590 nm en un lector de placas. Los datos muestran la deteccion sensible
de cada uno de EGF, IL-2 y TNFa en pocillos diferentes de una placa de microtitulacion mediante el uso de un
sistema de captura de anticuerpo anti-marcador peptidico con un Unico lavado.

EJEMPLO 18 (Ejemplo de Referencia)

Deteccion de diversas concentraciones de analito mediante el uso de un sistema de captura marcador peptidico -
anticuerpo anti-marcador peptidico

La Figura 19 muestra la sefial obtenida para diversas concentraciones de analito mediante el uso de un sistema de
captura marcador peptidico - anticuerpo anti-marcador peptidico.

Se generaron anticuerpos en ratones en forma de anticuerpos monoclonales hacia el péptido DYKDDDDK (SEQ ID
N° 1). Los anticuerpos purificados hacia este péptido se revistieron en una placa de inmunoensayo Nunc Maxisorp a
10 yg/ml, y la placa se bloque6 después contra la unién inespecifica adicional de proteinas. El péptido DYKDDDDK
(SEQ ID N° 1) también se usé para conjugarlo a anticuerpos hacia la proteina TNFa humana (R&D Systems), de
forma que el péptido actuase para anclar este anticuerpo a la superficie de la placa. Se conjugd un segundo
anticuerpo hacia TNFa (R&D Systems) a peroxidasa de rabano (HRP) para usarlo como anticuerpo indicador. Se
mezcld TNFa con PBS/BSA (0,5%) a las diversas concentraciones mostradas, y a estas disoluciones se les
afnadieron los anticuerpos hacia IL-2 (captura 200 ng/mL; deteccion 50 ng/mL). Después de una incubacion de una
hora con agitacion, los pocillos se lavaron con un tampén de lavado, y se afiadié un sustrato de HRP fluorescente
durante 10 min, seguido de la lectura de la placa a longitudes de onda de ex/em de 540/590 nm en un lector de
placas. Los datos muestran que el uso de un sistema de captura marcador peptidico-anticuerpo, en el que en este
caso el marcador peptidico fue DYKDDDDK (SEQ ID N° 1), y el sistema tuvo un formato de ELISA de un lavado,
permitié la medida sensible de TNFa con un tiempo de ensayo total de aproximadamente 1 hora.

EJEMPLO 19

Comparacién de un sistema de captura biotina-estreptavidina con un sistema de captura marcador peptidico -
anticuerpo anti-péptido en un entorno biolégico diverso

La Figura 20 muestra una comparacion de un sistema de captura biotina-estreptavidina con un sistema de captura
marcador peptidico - anticuerpo anti-péptido en un entorno biolégico diverso.

Se generaron anticuerpos en ratones en forma de anticuerpos monoclonales hacia el péptido DYKDDDDK (SEQ ID
N° 1). Los anticuerpos purificados hacia este péptido se revistieron en una placa de inmunoensayo Nunc Maxisorp a
10 ug/ml durante la noche en tampdn carbonato, y la placa se lavd y después se bloqued contra la union inespecifica
adicional de proteinas. Por separado, se usd una placa revestida de estreptavidina comercial (Nunc Immobiliser)
para los ensayos con anticuerpos conjugados con biotina. Se us6 el péptido DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) para
conjugarlo a anticuerpos hacia la proteina TNFa humana (R&D Systems), de forma que el péptido actuase para
anclar este anticuerpo a la superficie de la placa en la que se habian revestido anticuerpos hacia este péptido. Por
separado, también se unieron anticuerpos hacia la proteina TNFa humana (R&D Systems) con biotina, de forma que
esto actuase para anclar este anticuerpo a la superficie de la placa que se habia revestido con estreptavidina. Se
conjugod una segunda especie del anticuerpo hacia TNFa (R&D Systems) a peroxidasa de rabano (HRP) para usarlo
como anticuerpo indicador. Se mezclé TNFa con diversos medios (tampdn de bloqueo, leche, suero humano, FBS,
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orina o RPMI) a 100 pg/mL o no se afadio, y a estas disoluciones se les afiadieron los anticuerpos hacia TNFa
unidos a biotina (Captura 750 ng/mL; deteccién 50 ng/mL) o péptido DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) (Captura 300
ng/mL; deteccion 50 ng/mL), y los anticuerpos hacia TNFa unidos a HRP. Después de una incubaciéon de una hora,
los pocillos se lavaron con un tampdn de lavado, y se afiadio el sustrato de HRP fluorescente ADHP durante 10 min,
seguido de la lectura de la placa a longitudes de onda de ex/em de 540/590 nm en un lector de placas. A partir de
los datos se puede observar que los sistemas de captura marcador peptidico - anticuerpo anti-péptido fueron
superiores al sistema biotina - estreptavidina en la deteccidon de los analitos, en particular cuando los analitos
estuvieron presentes en medios particulares. Cabe destacar los efectos inhibitorios en el ensayo de TNFa presente
en leche, suero, FBS y RPMI al usar el sistema de biotina - estreptavidina, lo que refleja la presencia de biotina en
estas muestras que interfiere con este sistema de captura.

EJEMPLO 20 (Ejemplo de Referencia)

Los sistemas de captura estreptavidina-biotina que utilizan un agente de captura de anticuerpo y un agente
detectable de anticuerpo no se ven afectados por concentraciones crecientes de anticuerpos irrelevantes

La Figura 21A muestra que un sistema de captura estreptavidina-biotina que utiliza un agente de captura de
anticuerpo y un agente detectable de anticuerpo no se ve afectado por concentraciones crecientes de anticuerpos
irrelevantes.

Se usaron placas Nunc Immobiliser, revestidas de estreptavidina, en un ensayo para determinar la capacidad de
union del anticuerpo hacia p-ERK y la medida del analito p-ERK. Los anticuerpos hacia el sitio de fosforilacion de la
proteina ERK (TGR, Thr202/Tyr204) se unieron a biotina, de forma que esta actuase para anclar este anticuerpo a la
superficie de la placa que se habia revestido de estreptavidina. Por separado, se unié un segundo anticuerpo hacia
ERK (Santa Cruz) a peroxidasa de rabano (HRP) para actuar como anticuerpo indicador. Las muestras que
contenian lisados celulares en los que la proteina p-ERK estaba presente a diversas concentraciones se mezclaron
después con los anticuerpos hacia ERK en ausencia (simple) o presencia (de cuadruple a duodécuple) de un
numero creciente de pares de anticuerpos irrelevantes a la misma concentracién que los anticuerpos hacia ERK, de
forma que un anticuerpo del par de anticuerpos irrelevantes también estuvo biotinilado de la misma manera y en el
mismo grado que el anticuerpo hacia ERK. Después de 1 hora, los pocillos se lavaron con un tampén de lavado, y se
afnadio6 el sustrato de HRP fluorescente ADHP durante 10 min, seguido de la lectura de la placa a longitudes de onda
de ex’em de 540/590 nm en un lector de placas. Los resultados se presentan como la sefial de fluorescencia
absoluta.

La Figura 21B muestra los datos de la Figura 21A que se han normalizado para expresar la proporcion sefial:ruido,
en la que el ruido es la sefial del inmunocomplejo obtenida para cada condicion comparada con la sefal obtenida en
ausencia de analito.

A partir de estos graficos se puede observar que el sistema de ensayo de un lavado con ambos anticuerpos
presentes con el analito, en este caso mediante el uso del par biotina - estreptavidina, puede usar concentraciones
bajas de anticuerpos de captura, lo que permite que haya presentes hasta 12 pares de anticuerpos marcados no
relacionados sin que haya ninguna interferencia en el ensayo.

EJEMPLO 21

Los sistemas de captura anticuerpo anti-marcador peptidico - péptido que utilizan un agente de captura de
anticuerpo y un agente detectable de anticuerpo no se ven afectados por las concentraciones crecientes de
anticuerpos irrelevantes

La Figura 22A muestra que el sistema de captura anticuerpo anti-marcador peptidico - péptido que utiliza un agente
de captura de anticuerpo y un agente detectable de anticuerpo no se ve afectado por las concentraciones crecientes
de anticuerpos irrelevantes.

Se generaron anticuerpos en ratones en forma de anticuerpos monoclonales hacia el péptido DYKDDDDK (SEQ ID
N° 1). Los anticuerpos purificados hacia este péptido se revistieron en una placa de inmunoensayo Nunc Maxisorp, y
la placa se bloqued después contra la unién inespecifica adicional de proteinas. Se unieron anticuerpos hacia la
proteina EGF humana (R&D Systems) al péptido DYKDDDDK (SEQ ID N° 1), de forma que este actuase para anclar
este anticuerpo a la superficie de la placa que se habia revestido de estreptavidina. Por separado, se unié un
segundo anticuerpo hacia EGF (R&D Systems) a peroxidasa de rabano (HRP) para actuar como anticuerpo
indicador. Después se mezclaron muestras que contenian EGF a diversas concentraciones con los anticuerpos EGF
en ausencia (simple) o presencia (de cuadruple a duodécuple) de un numero creciente de pares de anticuerpos
irrelevantes a la misma concentracién que los anticuerpos hacia EGF, de forma que uno del par de los anticuerpos
irrelevantes también se unié al péptido DYKDDDDK de la misma manera y en el mismo grado que el anticuerpo
hacia EGF. Después de 1 hora, los pocillos se lavaron con un tampoén de lavado, y se afiadid el sustrato de HRP
fluorescente ADHP durante 10 min, seguido de la lectura de la placa a longitudes de onda de ex/em de 540/590 nm
en un lector de placas. Los resultados se presentan como la seial de fluorescencia absoluta.

La Figura 22B muestra los datos de la Figura 22A que se han normalizado para expresar la proporcion sefial:ruido,
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en la que el ruido es la sefal del inmunocomplejo obtenida para cada condicion comparada con la sefial obtenida en
ausencia de analito.

A partir de estos graficos se puede observar que el sistema de ensayo de un lavado con ambos anticuerpos
presentes con el analito, en este caso mediante el uso del par péptido - anticuerpo anti-péptido, puede usar
concentraciones bajas de anticuerpos de captura, lo que permite que haya presentes hasta 12 pares de anticuerpos
marcados no relacionados sin que haya ninguna interferencia en el ensayo.

EJEMPLO 22
Detecciéon multiple de analitos

Para demostrar la capacidad de llevar a cabo la deteccién multiple de dos analitos, se llevaron a cabo experimentos
para detectar la presencia de IL2 y EGF a diversas concentraciones mediante ELISA, y para demostrar que se
obtuvieron datos similares al medir estos analitos por separado en cada pocillo de ensayo o a la vez con dos
marcadores de deteccion diferentes.

Se eligieron EGF e IL2 como dos analitos representativos para la deteccion. Cada uno se ensayd mediante el uso de
anticuerpos dobles para cada objetivo, y un anticuerpo de cada par se marcé con un lantanido diferente (europio o
samario). El otro anticuerpo de cada par se marcé con un conjugado peptidico (péptido FLAG) para facilitar la
captura y la inmovilizacién en la placa revestida de un anticuerpo anti-péptido (anticuerpo anti-péptido FLAG).

Los anticuerpos se marcaron con un lantanido con los siguientes kits de marcaje de PerkinElmer como estipulan los
protocolos:

Kit de marcaje con Eu, numero de cat. 1244-302 - usado para marcar el anticuerpo hacia EGF.
Kit de marcaje con Sm, niumero de cat. 1244-303 - usado para marcar el anticuerpo hacia IL2.

Los anticuerpos se incubaron con las respectivas disoluciones de lantanidos durante 16 horas a temperatura
ambiente, y los conjugados se desalaron después mediante el uso de una columna PD10.

Se construyeron las curvas patrén para cada conjugado mediante el uso de diluciones logo de los conjugados, y las
concentraciones maximas para Eu y Sm fueron 10 nM y 100 nM, respectivamente. Las lecturas de fluorescencia
resuelta en el tiempo para estas disoluciones se estudiaron en placas de microtitulacion en un lector de placas Victor
Il (PerkinElmer). Las longitudes de onda de excitacion y emision para estos lantanidos fueron: Europio: Excitacion
340 nm/Emision 615 nm; Samario: Excitacién 340 nm/Emision 642 nm.

Los datos se muestran en la Figura 23.

Se puede observar que la sefial de samario es 1-2 logip menor a cada concentracion que la de europio, lo cual es
coherente con las propiedades de fluorescencia conocidas de estos dos marcadores moleculares.

Para llevar a cabo el experimento simple y doble para EGF e IL2, cada par de anticuerpos se incubd solo con un
Unico analito a detectar (EGF o IL2), o ambos pares de anticuerpos juntos en el mismo pocillo con ambos analitos.

Como se describid, los anticuerpos de captura para cada analito estaban conjugados con el marcador peptidico
FLAG. La base de cada pocillo de ensayo se revistié6 con un anticuerpo hacia FLAG, lo que permitié que los
anticuerpos de captura se inmovilizasen de manera especifica desde la disolucién en la base de la placa. El
anticuerpo de deteccidon no tenia el marcador, y su unién e inmovilizacion a la base de la placa dependio, por lo
tanto, de la unién al analito de interés.

La capacidad de unién de los anticuerpos marcados a la base de la placa, por lo tanto, dependié de la capacidad de
union del anticuerpo hacia FLAG inmovilizado en la base del pocillo de ensayo. Esta capacidad de union se habia
predeterminado para que fuera mayor que la cantidad de anticuerpos marcados presentados en el pocillo en los
ensayos.

Los anticuerpos estuvieron presentes a concentraciones de 50 ng/mL y 25 ng/mL, para la captura y deteccion de los
anticuerpos, respectivamente.

Ademas de medir EGF e IL2 mediante el uso de anticuerpos marcados con los lantanidos, como comparacién se
midieron los mismos analitos en pocillos diferentes de la placa de ensayo con anticuerpos de deteccidon que estaban
conjugados con HRP. En este caso, la lectura del ensayo fue la conversion enzimatica de ADHP (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina) en resorufina. Esta ultima se detecté mediante el uso de los ajustes de fluorescencia habituales
para esta molécula.

El protocolo del experimento fue el siguiente:

1. Preparar el/los analito(s) para la medida en una disolucion de PBS/BSA
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2. Anadir el analito a la placa de ensayo (pre-revestida con anticuerpo FLAG) a diversas concentraciones en
pocillos diferentes

3. Anadir ambos anticuerpos a el/los analito(s) de interés a la muestra de los pocillos. Para la deteccion simple de
un analito, se afiadieron pares de anticuerpos hacia EGF o IL2. Para la deteccion doble tanto de EGF como de IL2
en el mismo pocillo, se afiadieron ambos pares de anticuerpos.

4. Incubar la placa durante 1 hora
5. Lavar la placa 3 veces con PBS

6. Para las muestras en las que el anticuerpo de deteccion estuvo marcado con HRP, se afiadi6 ADHP y se
incubd durante 10 min.

7. Leeren la placa la fluorescencia resuelta en el tiempo a las longitudes de onda de Eu y Sm, o la fluorescencia
(muestras con ADHP), dependiendo del conjugado de anticuerpo de deteccion presente.

Los datos se muestran en la Figura 24.

Con respecto a la Figura 24, la linea azul clara muestra la deteccion de EGF mediante el uso de anticuerpos
conjugados con HRP. La linea naranja muestra la deteccion de IL2 mediante el uso de anticuerpos conjugados con
HRP. La linea azul oscura muestra la deteccién de IL2 con anticuerpos marcados con europio en una situacion de
deteccion simple mediante el uso de los ajustes de longitudes de onda para europio en el lector de placas. La linea
roja muestra la deteccion de IL2 con anticuerpos marcados con europio mediante el uso de los ajustes para europio
en el lector de placas en presencia de los anticuerpos marcados con samario especificos de EGF. La linea verde
muestra la deteccion simple de EGF con anticuerpos marcados con samario, mediante el uso de los ajustes de
longitudes de onda del lector de placas especificos de la deteccion de samario. La linea purpura muestra la
deteccion de EGF con anticuerpos hacia EGF marcados con samario mediante el uso de los ajustes de longitudes
de onda del lector de placas especificos para la deteccién de samario, en presencia de anticuerpos marcados con
europio que son especificos de IL2. Para las muestras que midieron EGF e IL2 en el formato doble, las lecturas para
EGF e IL2 se hicieron de manera secuencial a partir de los mismos pocillos que contenian ambos pares de
anticuerpos para cada analito.

Los resultados demuestran la deteccion de dos analitos en una situacion de deteccién multiple, sin interferencia
aparente entre los anticuerpos y/o la sefializacion con los lantanidos.

EJEMPLO 23
Deteccién doble mediante la utilizacion de anticuerpos de deteccion marcados con enzimas

Para la deteccion de dos analitos en un Unico pocillo, mediante la utilizacién de un sistema de deteccién alternativo
al de los lantanidos, se pueden utilizar anticuerpos secundarios acoplados a enzimas. De forma similar al método
descrito en el Ejemplo 22, se pueden marcar anticuerpos primarios con el péptido FLAG para permitir la localizacion
en la base del pocillo de ensayo, en el que se ha pre-adsorbido el anticuerpo anti-FLAG. Mediante el uso del ejemplo
de la deteccion de EGF e IL-2, se pueden marcar anticuerpos para cada uno de estos analitos con el péptido FLAG,
como se describié anteriormente. Los anticuerpos secundarios para cada analito se pueden marcar con peroxidasa
de rabano (HRP) y fosfatasa alcalina (AP), respectivamente.

A cada pocillo de ensayo de una placa de 96 pocillos se le puede afiadir una muestra para ensayar la presencia de
EGF o IL-2. A cada pocillo se le afiaden también ambos pares de anticuerpos de captura y deteccion. Tras la
incubacion durante un periodo de 1 hora, los pocillos se lavan 3 veces con PBS, y después se afiaden los sustratos
para HRP y AP a los pocillos. Se pueden utilizar estos sustratos, ya que por las caracteristicas de emision de sus
productos tienen sefiales de fluorescencia que no solapan significativamente entre si. Se eligen grupos de filtros en
el lector de placas usado para medir la fluorescencia para proporcionar umbrales de longitud de onda que permiten
una medida clara de cada maximo de fluorescencia. Después de un periodo de 15 minutos, se paran las reacciones
en cada pocillo mediante la adiciéon de una disolucion de parada, y se determina la fluorescencia en cada pocillo.

EJEMPLO 24
Detecciobn triple mediante la utilizacion de anticuerpos de deteccion marcados con enzimas

Para la deteccion de tres analitos en un Unico pocillo, mediante la utilizacién de un sistema de deteccién alternativo
al de los lantanidos, se utilizan anticuerpos secundarios acoplados a enzimas. De forma similar al método descrito
en el Ejemplo 23, se marcan anticuerpos primarios con el péptido FLAG para permitir la localizacion en la base del
pocillo de ensayo, en el que se ha pre-adsorbido el anticuerpo anti-FLAG. Mediante el uso del ejemplo de la
deteccion de EGF, IL-2 y TNFa, se pueden marcar anticuerpos para cada uno de estos analitos con el péptido
FLAG, como se describié anteriormente. Los anticuerpos secundarios hacia cada analito se marcan con peroxidasa
de rabano (HRP), fosfatasa alcalina (AP), y beta-galactosidasa (bGAL), respectivamente.
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A cada pocillo de ensayo de una placa de 96 pocillos se le puede afiadir una muestra para ensayar la presencia de
EGF, IL-2 o TNFa. A cada pocillo se le afiaden también pares de anticuerpos de captura y de deteccion para cada
analito. Tras la incubacion durante un periodo de 1 hora, los pocillos se lavan 3 veces con PBS, y después se
afaden los sustratos para HRP, AP y bGAL a los pocillos. Estos sustratos se seleccionan por las caracteristicas de
emision de sus productos, que tienen sefiales de fluorescencia que no solapan significativamente entre si. Se eligen
grupos de filtros en el lector de placas usado para medir la fluorescencia para proporcionar umbrales de longitud de
onda que permiten una medida clara de cada maximo de fluorescencia. Después de un periodo de 15 minutos, se
paran las reacciones en cada pocillo mediante la adicion de una disolucion de parada, y se determina la
fluorescencia en cada pocillo.

EJEMPLO 25
Grupos de filtros para la discriminacion de las longitudes de onda de fluorescencia

Para facilitar la deteccién de dos o mas analitos en un Unico pocillo de un lector de placas multipocillo estandar, fue
necesario instalar grupos de filtros en el lector de placas que permitiesen la discriminacion de las longitudes de onda
de fluorescencia con respecto a la emisidn maxima, y la anchura de banda de los filtros fue tal que limitase el
solapamiento de longitudes de onda entre las sefiales de salida maximas de los fluoréforos.

Las medidas de fluorescencia, de fluoréforos unidos directamente a los anticuerpos de deteccion, o de sustratos
fluorescentes de enzimas unidas a los anticuerpos de deteccién, se hicieron en cada pocillo, con una excitacion
secuencial o simultanea, y la lectura de la emisién se llevé a cabo dependiendo de la capacidad del lector de placas.

EJEMPLO 26 (Ejemplo de Referencia)
Kits multiples

Kit doble: Los siguientes componentes estan contenidos en un kit doble para la medida de dos analitos, en los que
los anticuerpos secundarios estan marcados directamente con fluoréforos diferentes: Anticuerpo primario hacia el
Objetivo 1, anticuerpo primario hacia el Objetivo 2, anticuerpo secundario hacia el Objetivo 1, anticuerpo secundario
hacia el Objetivo 2, tampdn de lavado, tampdén de lisis celular (si es necesario), disolucion potenciadora de la
fluorescencia (si es necesaria), placa de ensayo (pre-revestida con agente de inmovilizacién para inmovilizar los
anticuerpos primarios).

Kit triple: Los siguientes componentes estan contenidos en un kit triple para la medida de tres analitos, en los que los
anticuerpos secundarios estan marcados directamente con fluoréforos diferentes: Anticuerpo primario hacia el
Objetivo 1, anticuerpo primario hacia el Objetivo 2, anticuerpo primario hacia el Objetivo 3, anticuerpo secundario
hacia el Objetivo 1, anticuerpo secundario hacia el Objetivo 2, anticuerpo secundario hacia el Objetivo 3, tampon de
lavado, tampon de lisis celular (si es necesario), disolucion potenciadora de la fluorescencia (si es necesaria), placa
de ensayo (pre-revestida con agente de inmovilizaciéon para inmovilizar los anticuerpos primarios).

EJEMPLO 27
Anélisis multiple secuencial

Las células se lisan con un tampon que contiene Triton X-100, tampodn, y otros componentes que incluyen
inhibidores de fosfatasas, que incluyen vanadato sédico y pirofosfato sodico. Tras la adicion del tampon de lisis, las
placas se mezclan suavemente, y después se toma una muestra (20 pL) de cada pocillo y se coloca en una placa de
ensayo de 96 pocillos.

La placa de ensayo tiene los pocillos pre-revestidos con un agente de inmovilizacién, en este caso estreptavidina.
Después se afiaden a la placa de ensayo tres pares de anticuerpos, que son anticuerpos de captura y de deteccion
para la deteccién de tres analitos celulares diferentes. El anticuerpo primario (de captura) de cada par se marca, en
este ejemplo, con biotina para facilitar la captura mediante el agente de inmovilizacion de los pocillos de ensayo. Las
concentraciones adecuadas de los anticuerpos primarios (de captura) y secundarios (de deteccion) son cada una 50
ng/mL, para cada par de anticuerpos. La capacidad de union total de la estreptavidina en cada pocillo es
aproximadamente 2 pg.

Los anticuerpos secundarios (de deteccion) de cada uno de los tres pares de anticuerpos se marcan con 3 enzimas
diferentes, para permitir la reacciéon con los sustratos de las enzimas anadidos posteriormente que producirian
productos con caracteristicas especificas de fluorescencia. Tres enzimas adecuadas son peroxidasa de rabano,
fosfatasa alcalina, y beta-galactosidasa.

Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos seleccionados de manera especifica para medir tres objetivos
intracelulares, tales como p-ERK, p-AKT y p-CREB. El anticuerpo secundario (de deteccién) de ensayo de p-ERK se
marco con beta-galactosidasa, el anticuerpo secundario (de deteccion) de p-AKT con fosfatasa alcalina (AP), y el
anticuerpo secundario (de deteccion) de p-CREB con peroxidasa de rabano (HRP).

Tras una incubaciéon de 1 hora con mezcla suave a una velocidad 6ptima de 300 rpm, los pocillos se lavan con
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tampon de lavado, y se afiade una disolucion que contiene dos sustratos enzimaticos combinados a cada pocillo
para medir los niveles de HRP y AP, lo que proporciona una medida de p-CREB y p-AKT, respectivamente. Estos
sustratos son: (a) Fosfato de 4-metilumbeliferilo, que es el sustrato para la fosfatasa alcalina; y (b) 10-Acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina (ADHP), que es el sustrato para la peroxidasa de rabano. Las concentraciones de estos
sustratos se pueden optimizar y predeterminar para el kit de ensayo. El tampoén utilizado para estas reacciones
también se optimiza y predetermina para el kit de ensayo.

Tras la incubacion durante 15 minutos con la disolucion de sustrato, las placas se leen en un lector de placas para
medir la conversion de los sustratos en productos de fluorescencia especifica, y las longitudes de onda de excitacion
y emisién se muestran mas adelante. Esto se llevd a cabo en un lector de placas con la capacidad de medir las
longitudes de onda especificas necesarias tras la excitacion a longitudes de onda especificas.

Después de leer los pocillos para estos dos analitos, los pocillos se lavan con tampén para eliminar los sustratos
enzimaticos. Después de esta etapa de lavado, se afiade una disolucién que contiene un Unico sustrato enzimatico a
cada pocillo para medir los niveles de beta-galactosidasa, que es un reflejo de los niveles de p-ERK en cada pocillo.
Este sustrato es di-beta-D-galactopirandsido de fluoresceina (FDG), que es un sustrato especifico para la beta-
galactosidasa. Tras la incubacion durante 15 minutos con esta disolucion de sustrato, las placas se leen una
segunda vez en un lector de placas con respecto a la conversion de este sustrato en un producto de fluorescencia
especifica, y las longitudes de onda de excitacion y emision son las mostradas mas adelante. Esto se lleva a cabo
en un lector de placas con la capacidad de medir las longitudes de onda especificas necesarias tras la excitacion a
longitudes de onda especificas.

Longitudes de onda (excitacion / emision):

Longitudes de onda: 360/450, Enzima: Fosfatasa Alcalina
Longitudes de onda: 460/520, Enzima: Beta-galactosidasa
Longitudes de onda: 550/610, Enzima: Peroxidasa de Rabano
EJEMPLO 28

Determinacion de la interferencia entre sefiales

Se estudid el nivel de interferencia de la sefial de fluorescencia entre tres fluoréforos en disolucion en un
experimento con un disefio de 3 factores. Las emisiones de fluorescencia de las moléculas metilumbeliferona,
fluoresceina y resorufina se estudiaron en PBS solas o en combinacién a diferentes combinaciones de
concentraciones entre 1-10 pM en una placa de ensayo negra Maxisorp (Nunc). La fluorescencia se midi6 a
360/450, 460/520 y 550/610 nm para cada mezcla de fluoréforos, que son la longitudes de onda o6ptimas de
excitacion y emision determinadas para cada fluoréforo, respectivamente.

Los datos se muestran en las Figuras 25 a 30.

La Figura 25 muestra la emisién de metilumbeliferona a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de fluoresceina, con una concentracion interpolada de resorufina de 5,5 uM.

Se diluyeron patrones fluorescentes, especificamente metilumbeliferona, fluoresceina y resorufina, en PBS, y se
colocaron muestras en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones de los
patrones oscilaron de 1 a 10 pM, con concentraciones especificas de 1, 4, 5,5, 7 y 10 uM usadas en un volumen de
ensayo total de 100 pL. Se analizaron veintiuna combinaciones de los 3 fluoréforos en este intervalo de
concentraciones que se pre-determinaron mediante el uso de la metodologia ECHIP Experimentation By Design™
(disefio cubico parcial de 3 factores). Los fluoréforos se mezclaron, y se determiné la fluorescencia de cada pocillo
en un lector de placas multipocillo Flexstation Il, a las longitudes de onda de excitacion y emision de 360/450 nm,
460/520 nm y 550/610 nm. Mediante el uso del programa informatico de ECHIP, se analizaron los datos de
fluorescencia mediante el uso de un modelo cuadratico continuo para estudiar la interferencia de emision entre cada
uno de los colorantes fluorescentes.

En esta figura, se muestra la emision de metilumbeliferona a diversas concentraciones en presencia de
concentraciones variables de fluoresceina, con una concentracion interpolada de resorufina de 5,5 uM. Los datos
muestran que a cada concentracién de metilumbeliferona, no hubo interferencia o contribucién a la emisién de
fluorescencia de metilumbeliferona por parte de la fluoresceina, tal como se indica mediante las lineas de emision
verticales. Por lo tanto, a las longitudes de onda de excitacion y emision usadas para medir la emision de
metilumbeliferona, no se detecté interferencia por parte de la fluoresceina.

La Figura 26 muestra la emision de fluoresceina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de metilumbeliferona, con una concentracion interpolada de resorufina de 5,5 uM.

Se diluyeron patrones fluorescentes, especificamente metilumbeliferona, fluoresceina y resorufina, en PBS, y se
colocaron muestras en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones de los
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patrones oscilaron de 1 a 10 yM, con concentraciones especificas de 1, 4, 5,5, 7 y 10 uM usadas en un volumen de
ensayo total de 100 pL. Se analizaron veintiuna combinaciones de los 3 fluoréforos en este intervalo de
concentraciones que se pre-determinaron mediante el uso de la metodologia ECHIP Experimentation By Design™
(disefio cubico parcial de 3 factores). Los fluoréforos se mezclaron, y se determind la fluorescencia de cada pocillo
en un lector de placas multipocillo Flexstation Il, a las longitudes de onda de excitacion y emision de 360/450 nm,
460/520 nm y 550/610 nm. Mediante el uso del programa informatico de ECHIP, se analizaron los datos de
fluorescencia mediante el uso de un modelo cuadratico continuo para estudiar la interferencia de emisién entre cada
uno de los colorantes fluorescentes.

En esta figura, se muestra la emision de fluoresceina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de metilumbeliferona, con una concentracién interpolada de resorufina de 5,5 uM. Los datos muestran que
a cada concentracion de fluoresceina, no hubo interferencia o contribucion a la emision de fluorescencia de
fluoresceina por parte de la metilumbeliferona, tal como se indica mediante las lineas de emisién verticales. Por lo
tanto, a las longitudes de onda de excitaciéon y emision usadas para medir la emision de fluoresceina, no se detectd
interferencia por parte de la metilumbeliferona.

La Figura 27 muestra la emision de resorufina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de metilumbeliferona, con una concentracion interpolada de fluoresceina de 5,5 uM.

Se diluyeron patrones fluorescentes, especificamente metilumbeliferona, fluoresceina y resorufina, en PBS, y se
colocaron muestras en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones de los
patrones oscilaron de 1 a 10 uM, con concentraciones especificas de 1, 4, 5,5, 7 y 10 uM usadas en un volumen de
ensayo total de 100 pL. Se analizaron veintiuna combinaciones de los 3 fluoréforos en este intervalo de
concentraciones que se pre-determinaron mediante el uso de la metodologia ECHIP Experimentation By Design™
(disefio cubico parcial de 3 factores). Los fluoréforos se mezclaron, y se determiné la fluorescencia de cada pocillo
en un lector de placas multipocillo Flexstation Il, a las longitudes de onda de excitacion y emision de 360/450 nm,
460/520 nm y 550/610 nm. Mediante el uso del programa informatico de ECHIP, se analizaron los datos de
fluorescencia mediante el uso de un modelo cuadratico continuo para estudiar la interferencia de emision entre cada
uno de los colorantes fluorescentes.

En esta figura, se muestra la emisiéon de resorufina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de metilumbeliferona, con una concentracion interpolada de fluoresceina de 5,5 uM. Los datos muestran
que a cada concentracién de resorufina, no hubo interferencia o contribuciéon a la emisién de fluorescencia de
resorufina por parte de la metilumbeliferona, tal como se indica mediante las lineas de emision verticales. Por lo
tanto, a las longitudes de onda de excitacion y emisién usadas para medir la emision de resorufina, no se detectd
interferencia por parte de la metilumbeliferona.

La Figura 28 muestra la emisién de metilumbeliferona a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de resorufina, con una concentracion interpolada de fluoresceina de 5,5 uM.

Se diluyeron patrones fluorescentes, especificamente metilumbeliferona, fluoresceina y resorufina, en PBS, y se
colocaron muestras en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones de los
patrones oscilaron de 1 a 10 uM, con concentraciones especificas de 1, 4, 5,5, 7 y 10 uM usadas en un volumen de
ensayo total de 100 pyL. Se analizaron veintiuna combinaciones de los 3 fluoréforos en este intervalo de
concentraciones que se pre-determinaron mediante el uso de la metodologia ECHIP Experimentation By Design™
(disefio cubico parcial de 3 factores). Los fluoréforos se mezclaron, y se determiné la fluorescencia de cada pocillo
en un lector de placas multipocillo Flexstation Il, a las longitudes de onda de excitacion y emision de 360/450 nm,
460/520 nm y 550/610 nm. Mediante el uso del programa informatico de ECHIP, se analizaron los datos de
fluorescencia mediante el uso de un modelo cuadratico continuo para estudiar la interferencia de emision entre cada
uno de los colorantes fluorescentes.

En esta figura, se muestra la emision de metilumbeliferona a diversas concentraciones en presencia de
concentraciones variables de resorufina, con una concentracion interpolada de fluoresceina de 5,5 uM. Los datos
muestran que a cada concentracién de metilumbeliferona, no hubo interferencia o contribucién a la emisién de
fluorescencia de metilumbeliferona por parte de la resorufina, tal como se indica mediante las lineas de emision
verticales. Por lo tanto, a las longitudes de onda de excitacion y emision usadas para medir la emision de
metilumbeliferona, no se detecté interferencia por parte de la resorufina.

La Figura 29 muestra la emisidon de fluoresceina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de resorufina, con una concentracién interpolada de metilumbeliferona de 5,5 uM.

Se diluyeron patrones fluorescentes, especificamente metilumbeliferona, fluoresceina y resorufina, en PBS, y se
colocaron muestras en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones de los
patrones oscilaron de 1 a 10 uM, con concentraciones especificas de 1, 4, 5,5, 7 y 10 uM usadas en un volumen de
ensayo total de 100 pL. Se analizaron veintiuna combinaciones de los 3 fluoréforos en este intervalo de
concentraciones que se pre-determinaron mediante el uso de la metodologia ECHIP Experimentation By Design™
(disefio cubico parcial de 3 factores). Los fluoréforos se mezclaron, y se determiné la fluorescencia de cada pocillo
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en un lector de placas multipocillo Flexstation Il, a las longitudes de onda de excitacion y emision de 360/450 nm,
460/520 nm y 550/610 nm. Mediante el uso del programa informatico de ECHIP, se analizaron los datos de
fluorescencia mediante el uso de un modelo cuadratico continuo para estudiar la interferencia de emision entre cada
uno de los colorantes fluorescentes.

En esta figura, se muestra la emision de fluoresceina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de resorufina, con una concentracion interpolada de metilumbeliferona de 5,5 uM. Los datos muestran que
a cada concentracion de fluoresceina, no hubo interferencia o contribucion a la emision de fluorescencia de
fluoresceina por parte de la resorufina, tal como se indica mediante las lineas de emisién verticales. Por lo tanto, a
las longitudes de onda de excitacién y emision usadas para medir la emision de fluoresceina, no se detectd
interferencia por parte de la resorufina.

La Figura 30 muestra la emision de resorufina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de fluoresceina, con una concentracion interpolada de metilumbeliferona de 5,5 M.

Se diluyeron patrones fluorescentes, especificamente metilumbeliferona, fluoresceina y resorufina, en PBS, y se
colocaron muestras en los pocillos de una placa de microtitulacion de 96 pocillos. Las concentraciones de los
patrones oscilaron de 1 a 10 uM, con concentraciones especificas de 1, 4, 5,5, 7 y 10 uM usadas en un volumen de
ensayo total de 100 pL. Se analizaron veintiuna combinaciones de los 3 fluoréforos en este intervalo de
concentraciones que se pre-determinaron mediante el uso de la metodologia ECHIP Experimentation By Design™
(disefio cubico parcial de 3 factores). Los fluoréforos se mezclaron, y se determind la fluorescencia de cada pocillo
en un lector de placas multipocillo Flexstation Il, a las longitudes de onda de excitacion y emision de 360/450 nm,
460/520 nm y 550/610 nm. Mediante el uso del programa informatico de ECHIP, se analizaron los datos de
fluorescencia mediante el uso de un modelo cuadratico continuo para estudiar la interferencia de emision entre cada
uno de los colorantes fluorescentes.

En esta figura, se muestra la emisiéon de resorufina a diversas concentraciones en presencia de concentraciones
variables de fluoresceina, con una concentracién interpolada de metilumbeliferona de 5,5 uM. Los datos muestran
que a cada concentracién de resorufina, no hubo interferencia o contribuciéon a la emisién de fluorescencia de
resorufina por parte de la fluoresceina, tal como se indica mediante las lineas de emisién verticales. Por lo tanto, a
las longitudes de onda de excitacion y emision usadas para medir la emision de resorufina, no se detectd
interferencia por parte de la fluoresceina.

La descripcién proporcionada en la presente memoria es con respecto a varias realizaciones que pueden compartir
caracteristicas comunes. Se debe entender que una o mas caracteristicas de una realizaciébn pueden ser
combinables con una o mas caracteristicas de las otras realizaciones. Ademas, una Unica caracteristica o
combinacién de caracteristicas de las realizaciones pueden constituir realizaciones adicionales.

Ademas, se debe indicar que, tal como se usan en la presente memoria, las formas singulares "un", "uno/una" y
"el/la" incluyen los aspectos plurales, a menos que el contexto ya lo dicte de otra manera.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a menos que el contexto lo requiera de otra manera, la palabra
"comprender”, o las variaciones tales como "comprende" o "que comprende", se entendera que implican la inclusién
de un elemento o numero entero o grupo de elementos o de numeros enteros indicados, pero no la exclusion de
ningun otro elemento o niumero entero o grupo de elementos o de nimeros enteros.
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REIVINDICACIONES

Un método para detectar como minimo dos analitos diferentes que no son acidos nucleicos en una muestra, y

el método comprende:

2.

proporcionar a un recipiente de reaccion:

(i) como minimo un sustrato soélido que comprende uno o mas agentes de inmovilizacién, en el que el
sustrato comprende una superficie de plastico o una superficie hidrofoba;

(i) la muestra;

(iii) como minimo dos agentes de captura diferentes que se unen a como minimo dos analitos diferentes, y los
como minimo dos agentes de captura diferentes pueden estar inmovilizados en el como minimo un
sustrato solido, en el que los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un anticuerpo;

(iv) como minimo dos agentes detectables diferentes que se unen a los como minimo dos analitos diferentes,
en los que los como minimo dos agentes detectables diferentes comprenden un anticuerpo; y

detectar los como minimo dos analitos diferentes en la muestra detectando la presencia de los como minimo
dos analitos diferentes unidos al como minimo un sustrato sélido, en el que la detecciéon de los como minimo
dos analitos diferentes no comprende ningun lavado del como minimo un sustrato sélido después de poner en
contacto el como minimo un sustrato solido con la muestra, uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes y uno o mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes;

en el que el o los agentes de inmovilizacion se unen de manera pasiva al como minimo un sustrato sélido;

en el que uno o mas de los como minimo dos agentes de captura diferentes comprenden un ligando para el o
los agentes de inmovilizacion, en el que el ligando se une a uno o mas de los como minimo dos agentes de
captura diferentes;

en el que el ligando y uno del o de los agentes de inmovilizacion son un par de unién que comprende un
marcador peptidico y un anticuerpo anti-péptido; y

en el que los como minimo dos analitos diferentes se detectan simultdneamente,

en el que uno o mas de los como minimo dos analitos diferentes se seleccionan del grupo que consiste en una
proteina, un componente de una ruta de sefalizacion celular, una citocina, un inhibidor tumoral, o un
anticuerpo.

El método segun la reivindicacion 1, en el que el método comprende proporcionar uno o mas de los como

minimo dos agentes de captura diferentes a una concentracion de 10 ng/ml a 1000 ng/ml.

3.

El método segun la reivindicacion 1, en el que el marcador peptidico comprende la secuencia peptidica

DYKDDDDK (SEQ ID N° 1) y el anticuerpo anti-péptido comprende un anticuerpo anti-DYKDDDDK.

4.

5.

El método segun la reivindicacion 1, en el que

a) uno o mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende un fluoréforo, uno o mas
iones lantanidos, preferiblemente uno o mas de Eu’*, Sm3, Tb3, y Dy**; y

b) preferiblemente, uno de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende Eu®*, y otro de
los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende Sm?3*.

El método segun la reivindicacion 1, en el que el método comprende formar un complejo entre uno o mas de

los como minimo dos agentes de captura diferentes, uno o mas de los como minimo dos analitos diferentes, y uno o
mas de los como minimo dos agentes detectables diferentes antes o de manera simultanea con la puesta en
contacto del complejo con el como minimo un sustrato sélido.

6.

El método segun la reivindicacion 1, en el que

a) el como minimo un sustrato sélido tiene una capacidad de unién total de 5 yg/ml o menos para las
proteinas,

b) el recipiente de reaccién comprende el como minimo un sustrato sélido,

c) el recipiente de reaccion comprende una punta de pipeta, en el que la punta de pipeta comprende el como
minimo un sustrato sélido; y/o

d) el como minimo un sustrato solido comprende una diversidad de microesferas, en el que preferiblemente
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la diversidad de microesferas estan retenidas en la punta de pipeta.

7. El método segun la reivindicacion 1, en el que la muestra es una muestra de sangre, una muestra de suero,
una muestra de orina, una muestra de células, un lisado celular o una combinacién de cualquiera de las
anteriormente mencionadas.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que el método comprende la produccién de como minimo dos
sefales detectables diferentes, en el que:

a) como minimo una de las como minimo dos sefales detectables tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 500-560 nm, y otra sefial detectable tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 570-610 nm,

b) como minimo una de las como minimo dos sefiales detectables tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 380-490 nm, y otra sefial detectable tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 500-560 nm,

c) como minimo una de las como minimo dos sefales detectables tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 380-490 nm, y otra sefial detectable tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 570-750 nm, o

d) como minimo una de las como minimo dos sefales detectables tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 500-560 nm, y otra sefial detectable tiene una longitud de onda de emision
maxima en el intervalo de 570-750 nm.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la deteccion de los como minimo dos
analitos diferentes se consigue en un tiempo de 2 horas 0 menos, y/o el método comprende proporcionar uno o mas
filtros y/o una o mas fuentes de luz y/o uno o mas detectores de luz a un dispositivo lector de placas para permitir la
deteccion de los como minimo dos analitos diferentes.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que uno de los como minimo dos agentes detectables diferentes
comprende Eu®* y otro de los como minimo dos agentes detectables diferentes comprende Sm?*.
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FIGURA 1
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FIGURA 4

epe|iuiolq yy3d-pue 9bj ap UGIdEUSIUCD

DL
sopeae| sa|diyinw op YS[13 (1 -
("out-8.d) 0JSO4-MHYTA (€ e
(-out-aud) |e10 ] -WH3d (Z =t
ST IS
(-our-e1d) (2101 -0SO4-MYTd (| e PIEY
AT

VSIT3 9p Sojew.o} sajualiajip ua epejiunoiq Yy3d-nue 56| uod sauoioe|nyi|

Absorbancia (450 nm)

48



FIGURA 5

3.0G0

HRCEY

Absorbancia (450 nm)

ES 2693 129 T3

Medida de pERK

49

% Senal

¥ Ruido



ES 2693 129 T3

FIGURA 6

opINy m

|leuss

eulajoidojso

opeAe| un ap yS|73 djuelipaw seseuinb sajualayip ap uoId29)8Qg

e {}

00005

URF

50



ES 2693 129 T3

FIGURA 7

700

750

740

730

710 —

51



ES 2693 129 T3

FIGURA 8A

R

(Bos) ojelysns ap uogiooaAul e| sedy odwsal ]

P

(Jw/Bu) ayueuiquiosal Hyy3d ap uosied eain)

oleJisns ap uoloeqNoU| | . ojesisns ap olnj4

52



ES 2693 129 T3

FIGURA 8B
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FIGURA 8C
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FIGURA 9B
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FIGURA 12
107 ~
W
a 108'
£ ¢ EGF
2 10°% m L2
= . s TNFa
lg 104..
n
108 Y Y }
1 100 10600 1000000

[analito] pg/mL

60



ES 2693 129 T3

FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 19
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FIGURA 23
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FIGURA 24
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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FIGURA 28
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FIGURA 29
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FIGURA 30
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