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DESCRIPCION
Método para detectar molécula diana y kit para su uso en dicho método
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere a un método para detectar una molécula diana y a un kit para su uso en el método.
Mas especificamente, la presente invencién se refiere a un método para detectar una molécula diana basado en una
reaccion antigeno-anticuerpo entre una molécula diana en un vehiculo y un anticuerpo.

Estado de la técnica

Para el diagnéstico de diversas enfermedades en etapas tempranas, se desea una tecnologia de biodeteccion para
detectar con sensibilidad muy alta marcadores de enfermedad (biomarcadores) presentes en concentraciones bajas
en las muestras bioldgicas. Si se secretan 100 moléculas biomarcadoras en 5 L de sangre a partir de cada una del 1
millén de células cancerosas contenidas en un tumor con un volumen de 1 mm3, se asume que la concentracion del
biomarcador en sangre sera aproximadamente 30 aM. Se ha deseado el desarrollo de una tecnologia que posibilite
la deteccion de dicha molécula diana en una concentracion baja.

Un método para detectar una proteina mediante el uso de un ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA, por
sus siglas en inglés) de una sola molécula se describe en la Literatura distinta de patente 1. En este método, se
captura una pequefia cantidad de proteina en microperlas recubiertas con un anticuerpo especifico para la proteina;
y los complejos formados entre las perlas y la proteina se etiquetan con fluorescencia. Las perlas que contienen los
complejos se introducen en una camara de reaccion con la ayuda de fuerza centrifuga y se cuenta la cantidad de
perlas que capturaron la proteina. De esta manera, la proteina se mide cuantitativamente.

La Literatura distinta de patente 2 describe una estrategia para mejorar la sensibilidad en un ELISA basado en
anticuerpo monoclonal de una etapa para lIbllla humana mediante el uso de multiples conjugados.

La Literatura de patente 1 describe un "dispositivo de recuento digital de una sola molécula", que es un dispositivo
en matriz que posibilita la formacién de microgoticulas con una densidad extremadamente alta. Dado que el ELISA
se lleva a cabo en una goticula de volumen pequefio, una sefial de una molécula diana se expresa mediante un
valor binario y se somete a la medicion (ELISA digital). Para describir el método mas especificamente, en primer
lugar, una molécula diana, perlas modificadas con un anticuerpo de captura y un anticuerpo de deteccién se hacen
reaccionar para formar un complejo de "anticuerpo de captura-molécula diana-anticuerpo de deteccién” sobre la
superficie de las perlas. Cuando la concentracion de la molécula diana es baja, cada perla entra en una de dos
categorias: se une a un solo complejo o no se une a ningun complejo. A continuacion, las perlas se encierran una a
una en una gran cantidad de microgoticulas formadas en el dispositivo en matriz. Se cuenta la cantidad de
microgoticulas que emiten una sefial derivada del anticuerpo de deteccién y se determina la cantidad de moléculas
diana. De esta manera, las sefiales de las moléculas diana se expresan mediante un valor binario, yasea0o 1,y
hace que dicha deteccion y cuantificacion de la molécula diana se pueda hacer con sensibilidad alta y precision alta.

En relacion con la presente invencion, la Literatura de patente 2 describe un método para detectar una sustancia
diana basado en un enzimoinmunoanalisis. En este enzimoinmunoanalisis, se usa una enzima de restriccion como
una etiqueta que se acopla a un anticuerpo que hace reaccién con la sustancia diana; una cadena de ADN que tiene
la secuencia nucleotidica que se va a escindir mediante la enzima de restriccion se escinde mediante la enzima de
restriccion en un complejo; y los fragmentos de cadena de ADN escindidos se analizan (miden) para detectar la
sustancia diana.

La Literatura de patente 3 describe biosensores moleculares que tienen uno o mas aptameros, que son utiles en
varios métodos, incluida la identificacién y cuantificacion de moléculas diana.

La Literatura de patente 4 describe métodos para la deteccion de una molécula diana en una muestra, que
comprenden incubar la muestra con dos o mas sondas etiquetadas de manera detectable, dividir la muestra en
multiples divisiones y detectar la presencia de las dos o0 mas sondas en la misma division.

La Literatura de patente 5 describe métodos para detectar moléculas truncadas.

La Literatura de patente 6 describe composiciones y métodos que son utiles en la identificacion y cuantificacion de
cualquier polipéptido o complejo macromolecular mediante el uso de un conjunto de construcciones de coaptamero.

Lista de citas
Literatura de patentes

Literatura de patente 1: Publicacion internacional n.> W0O2012/121310
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Literatura de patente 2: Patente japonesa abierta n.° H7-270418
Literatura de patente 3: US 2006/110739
Literatura de patente 4: US 2014/228239
Literatura de patente 5: WO 2009/097425
Literatura de patente 6: WO 2005/059509

Literatura distinta de patente

Literatura distinta de patente 1: David M Rissin et al., Nature Biotechnology: doi: 10.1038/nbt.1641
Literatura distinta de patente 2: Rowland, A. M. et al. Journal of Immunological Methods, 1992: doi: 10.1016/0022-
1759(92)90106-4

Objeto de la invencién
Problema técnico

En el caso donde se mide una molécula diana sobre la base de un recuento digital de una sola molécula por ELISA,
segun se describié anteriormente, cuando se deriva ruido del anticuerpo de deteccion adsorbido de manera no
especifica en las perlas, no se puede cuantificar de manera binaria con precision una sefial de una molécula diana y
esto hace que el rendimiento cuantitativo disminuya.

Por lo tanto, un objetivo primario de la presente invencion es proporcionar una técnica para detectar una sefial de
una molécula diana con alta sensibilidad y alta precision, mientras se elimina el ruido derivado de un anticuerpo de
deteccion adsorbido de manera no especifica.

Solucién al problema

El alcance de la invencion se define mediante las reivindicaciones. Todo objeto que no esté dentro del alcance de
las reivindicaciones se proporciona solo con fines informativos

Para alcanzar el objetivo mencionado anteriormente, la presente descripcion proporciona los siguientes [1] a [8].

[1]1 Un método para detectar una molécula diana, que incluye

una etapa de formacion de complejo en la que se hacen reaccionar

una molécula diana,

un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula diana, y

dos 0 mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana, estan etiquetados con enzimas
que tienen una actividad de escision de sustrato y especificidades de sustrato mutuamente diferentes

para formar un complejo que consiste en el primer anticuerpo, la molécula diana y los segundos anticuerpos sobre el
vehiculo; y

una etapa de deteccion en la que se hacen reaccionar

dos 0 mas sustratos que tienen sitios de escision mediante las enzimas, una sustancia fluorescente unida a un lado
terminal de cada uno del sitio de escisién y un desactivador unido a otro lado terminal de estos, en donde las
sustancias fluorescentes son mutuamente diferentes en la longitud de onda de fluorescencia, y

el complejo

para detectar la fluorescencia emitida por las sustancias fluorescentes.

[2] El método de deteccion segun [1], que incluye una etapa de analisis en la que se procesan dos 0 mas sefales de
deteccion de fluorescencia diferentes en longitud de onda como una sefal de deteccién de la molécula diana.

[3] El método de deteccion segun [1] o [2], que incluye, entre la etapa de formacién de complejo y la etapa de
deteccion, una etapa de encerrar los vehiculos uno a uno en goticulas formadas sobre la placa base.

[4] El método de deteccidn segun uno cualquiera de [1] a [3], en el que el vehiculo es una microperla.

[5] EI método de deteccién segun uno cualquiera de [1] a [4], en el que el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo
se unen a diferentes epitopos de la molécula diana.

[6] EI método de deteccidn segun uno cualquiera de [1] a [5], que es ELISA digital.

[71 Un método para detectar una molécula diana, que incluye

una etapa de formacion de complejo en la que se hacen reaccionar

una molécula diana,

un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula diana, y

dos 0 mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y se proporcionan con etiquetas
mutuamente diferentes
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para formar un complejo que consiste en el primer anticuerpo, la molécula diana y los segundos anticuerpos sobre el
vehiculo;

una etapa de deteccion en la que se detectan las sefales de las etiquetas; y

una etapa de andlisis en la que se procesan dos o mas sefiales diferentes de las etiquetas como una sefal de
deteccién de la molécula diana.

[8] Un kit de ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), que contiene

un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a una molécula diana,

dos 0 mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y estan etiquetados con enzimas
que tienen una actividad de escision de sustrato y especificidades de sustrato mutuamente diferentes, y

dos o mas sustratos que tienen sitios de escision mediante las enzimas, una sustancia fluorescente unida a un lado
terminal de cada uno de los sitios de escision y un desactivador unido a otro lado terminal de estos, en donde las
sustancias fluorescentes son mutuamente diferentes en la longitud de onda de fluorescencia.

Efectos ventajosos de la invencion

Segun la presente invencion, se proporciona un método para detectar una molécula diana basado en una reaccién
antigeno-anticuerpo entre la molécula diana en un vehiculo y un anticuerpo. En el método, se proporciona una
técnica para detectar una sefial de la molécula diana con alta sensibilidad y alta precision, mientras se elimina el
ruido derivado de un anticuerpo de deteccién adsorbido de manera no especifica en el vehiculo.

Descripcion de las figuras

[Figura 1] La Figura 1 ilustra un complejo formado en una etapa de formaciéon de complejo.

[Figura 2] La Figura 2 ilustra microperlas encerradas en microgoticulas en una etapa de encerramiento.
[Figura 3] La Figura 3 ilustra la reaccion entre un complejo y una sonda en una etapa de deteccion.
[Figura 4] La Figura 4 ilustra un complejo formado en una etapa de formacion de complejo.

Descripcion detallada de la invenciéon
Ahora, se describira a continuacién una realizacion preferida en referencia a los dibujos adjuntos.

El método para detectar una molécula diana segun la presente descripcion incluye las siguientes etapas. En la
presente memoria, se describira el caso donde el método para detectar una molécula diana segun la presente
descripcion se aplica al recuento digital de una sola molécula por ELISA (ELISA digital) como una realizacién. Ahora,
se describiran las etapas individuales de este.

(1) Una etapa de formacién de complejo en la que se hacen reaccionar una molécula diana, un vehiculo modificado
con un primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula diana, y dos o mas segundos anticuerpos que
se unen especificamente a la molécula diana, estan etiquetados con enzimas que tienen una actividad de escision
de sustrato y especificidades de sustrato mutuamente diferentes, para formar un complejo que consiste en el primer
anticuerpo, la molécula diana y los segundos anticuerpos sobre el vehiculo.

(2) Una etapa de encerramiento en la que se encierran los vehiculos uno a uno en goticulas formadas sobre una
placa base.

(3) Una etapa de deteccion en la que se hacen reaccionar dos o mas sustratos que tienen sitios de escision
mediante las enzimas, una sustancia fluorescente unida a un lado terminal de cada uno de los sitios de escision y un
desactivador unido a otro lado terminal de estos, en donde las sustancias fluorescentes son mutuamente diferentes
en la longitud de onda de fluorescencia.

(4) Una etapa de andlisis en la que se procesan dos o mas sefiales de deteccidon de fluorescencia diferentes en
longitud de onda como la sefial de deteccion de la molécula diana.

En el método de deteccidon segun la presente descripcion, un objetivo de deteccion, es decir, una molécula diana,
puede ser cualquier sustancia, siempre que la sustancia se una a un anticuerpo a través de una reaccién antigeno-
anticuerpo. Particularmente, la molécula diana se especifica como un microorganismo tal como una bacteria y un
hongo y una biomolécula tal como un virus, una proteina, un acido nucleico, un azdcar y un complejo de estos. La
molécula diana (un objetivo de deteccion) no se limita a una. Se pueden detectar simultaneamente dos o mas
moléculas diana. Por ejemplo, si se usan cuatro anticuerpos: primer y segundo anticuerpos contra la proteina A y
primer y segundo anticuerpos contra la proteina B, se pueden distinguir y detectar simultineamente dos moléculas
diana, es decir, la proteina A y la proteina B.

1. Etapa de formacion de complejo

En la etapa de formacion de complejo, se hacen reaccionar una molécula diana, un vehiculo modificado con un
4
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primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula diana, y un segundo anticuerpo que se une
especificamente a la molécula diana y esta etiqguetado con una enzima que tienen una actividad de escision de
sustrato para formar un complejo que consiste en el primer anticuerpo, la molécula diana y el segundo anticuerpo
sobre el vehiculo. Como el segundo anticuerpo, se usan dos 0 mas anticuerpos etiquetados con enzimas diferentes
en la especificidad de sustrato.

La "enzima que tiene una actividad de escisidon de sustrato" no esta limitada particularmente, siempre que pueda
escindir un sustrato y provocar la disociacion de una sustancia fluorescente y un desactivador (descrito
especificamente mas adelante). Como la "enzima que tiene una actividad de escision de sustrato”, por ejemplo, se
pueden usar transferasas clasificadas en EC2 (EC significa nimero de la Comision Internacional de Enzimas) e
hidrolasas clasificadas en EC3 y liasas clasificadas en EC4. Los nhombres especificos de enzimas y sus sustratos (y
sitios de escision en los sustratos) para usar en combinacion se indican a continuacion.

[Tabla 1]
Enzima Sustrato (sitio de escision en sustrato)
Esterasa Union de éster o union derivada de la union de éster
Glucosidasa Unién de glucésido o unién derivada de la unién de glucésido
Fosfatasa Union de fosfato o union derivada de la union de fosfato
ADNasa IADN y derivados de este
ARNasa IARN y derivados de este
Proteasa Union de péptido y unién derivada de la unién de péptido

La Figura 1 muestra un complejo formado en la etapa de formaciéon de complejo. En esta etapa, en primer lugar, se
preparan un vehiculo 2 modificado con un primer anticuerpo 3 que se une especificamente a una molécula diana 1y
segundos anticuerpos 41, 42 que se unen especificamente a la molécula diana 1 y etiquetados con enzimas 51, 52.

El "anticuerpo que se une especificamente" significa que el anticuerpo se puede unir a un antigeno (en la presente
memoria, la molécula diana 1) y no se une o se une débilmente a otras sustancias. Que "se une débilmente" significa
que la afinidad de union por otras sustancias es distintivamente baja en comparacién con la afinidad de unién por el
antigeno. La afinidad de union por el antigeno se puede medir mediante un método conocido en la técnica, por
ejemplo, resonancia de plasmones de superficie (SPR, por sus siglas en inglés).

El primer anticuerpo 3 tiene la funcién de capturar la molécula diana 1 en el vehiculo 2. Los segundos anticuerpos
41, 42 tienen la funcion de posibilitar la deteccion optica de la molécula diana 1 capturada en el vehiculo 2. Es
preferible que el primer anticuerpo 3 y los segundos anticuerpos 41, 42 se unan a diferentes epitopos de la molécula
diana 1. En otras palabras, es preferible que los epitopos reconocidos por el primer anticuerpo 3, el segundo
anticuerpo 41 y el segundo anticuerpo 42 sean todos diferentes. De aqui en adelante en la presente memoria, se
hara referencia también al primer anticuerpo 3 como el "anticuerpo de captura 3" y a los segundos anticuerpos como
los "anticuerpos de deteccion 41, 42".

Como el vehiculo 2, se usan ampliamente las microperlas. De aqui en adelante en la presente memoria, se hara
referencia también al "vehiculo 2" como la "microperla 2". La "microperla", que se usa como sinénimo de una
"particula”, es un término técnico usado cominmente en la técnica. La forma de la microperla no esta limitada
particularmente, pero es habitualmente esférica. El material para la microperla no esta limitado particularmente y
puede ser, p. €j., vidrio, gel de silice, poliestireno, polipropileno, membrana y un material magnético. Los ejemplos de
materiales especificos incluyen celulosa, derivados de celulosa, resinas acrilicas, vidrio, gel de silice, poliestireno,
gelatina, polivinilpirrolidona, copolimeros de vinilo-acrilamida, poliestirenos reticulados con p. ej., divinilbenceno,
poliacrilamida, gel de latex, poliestireno dextrano, goma, silicio, plastico, nitrocelulosa, celulosa, esponja natural, gel
de silice, vidrio, metal plastico, celulosa, dextrano reticulado (Sephadex (marca comercial)) y gel de agarosa
(Sepharose (marca comercial)). La perla puede ser porosa. Las perlas tienen preferiblemente un diametro de
particula promedio de 5 pm o menos, por ejemplo, aproximadamente 1 ym a 4 uym. Cabe sefalar que, el diametro de
particula promedio se puede medir, por ejemplo, mediante observacién microscépica electronica o un método de
dispersion de luz dinamica.

Una microperla 2 se modifica con un anticuerpo de captura 3 al unir el anticuerpo de captura 3 a un grupo (grupo
modificador) presente sobre la superficie de la microperla 2 a través de un enlazador. Por ejemplo, el anticuerpo de
captura 3 se une covalentemente a un grupo amino presente sobre la superficie de una perla modificada con un
grupo amino, a través de un agente de reticulacion que tiene, p. €j., N-hidroxisuccinimida.

Las enzimas 51, 52 con las que se van a etiquetar los anticuerpos de deteccion 41, 42 se definen como enzimas que
diferentes en la especificidad de sustrato. La "especificidad de sustrato” en la presente memoria significa que, en la
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escision del sustrato catalizada por una enzima, la enzima no cataliza la escisiéon de sustancias distintas al sustrato o
su accion catalitica es completamente débil. Las "enzimas diferentes en especificidad de sustrato” significa que, si se
usa esterasa como la enzima 51, se usa una enzima como glucosidasa y fosfatasa, que no escinden una unién de
éster, como la enzima 52.

En el caso donde se emplea una combinacion de una enzima de restriccion y una cadena de acido nucleico como
una combinacién de una enzima y un sustrato, se usan enzimas diferentes en la secuencia de reconocimiento (sitio
de escisién) como las enzimas 51, 52 diferentes en especificidad de sustrato. Los ejemplos de la enzima de
restriccion incluyen Accl, Alul, Apal, BamHI, Bglll, BssHII, BstEll, Clal, Ddel, Dral, EcoRI, EcoRV, Haelll, Hincll,
Hindlll, Hpal, Hpall, Kpnl, Mlul, Narl, Ncol, Ndel, Nhel, Notl, Pstl, Pvul, Pvull, Rsal, Sacl, Sail, Scal, Smal, Spel,
Sphl, Sspl, Stul, Xbal y Xhol. Como las enzimas 51, 52, dos enzimas diferentes en la especificidad de sustrato se
pueden seleccionar arbitrariamente de estas y usarlas en combinacién. De aqui en adelante en la presente memoria,
se describira principalmente un caso donde se usan enzimas de restriccién como las enzimas 51, 52. También se
hara referencia a las enzimas 51, 52 como las "enzimas de restriccion 51, 52".

Los anticuerpos de deteccion 41, 42 se pueden etiquetar con las enzimas de restriccion 51, 52, respectivamente, al
formar una estructura reticulada entre los anticuerpos de deteccion 41, 42 y las enzimas de restriccion 51, 52,
respectivamente, mediante el uso de un agente de reticulacion (reactivo reticulador).

A continuacién, en esta etapa, se hacen reaccionar la molécula diana 1, la microperla 2 modificada con el anticuerpo
de captura 3 y los anticuerpos de deteccion 41, 42 etiquetados con las enzimas de restriccion 51, 52. Como
resultado de la reaccion, se forma un complejo que consiste en el anticuerpo de captura 3, la molécula diana 1 y los
anticuerpos de deteccién 41, 42 en la microperla 2 (ver, Figura 1A). La molécula diana 1, la microperla 2 y los
anticuerpos de deteccion 41, 42 se pueden hacer reaccionar en una sola etapa o dos etapas. En otras palabras, la
molécula diana 1, la microperla 2 y los anticuerpos de deteccion 41, 42 se pueden hacer reaccionar
simultdneamente. Alternativamente, la molécula diana 1 se hace reaccionar con la microperla 2, y después la
microperla 2 se lava para retirar la molécula diana 1 que no se uni6 al anticuerpo de captura 3, y a continuacion, la
microperla 2 se puede hacer reaccionar con los anticuerpos de deteccion 41, 42.

La molécula diana 1, la microperla 2 y los anticuerpos de deteccion 41, 42 se pueden hacer reaccionar en una
disolucion adecuada al ponerlos en contacto entre si en las mismas condiciones que en un ensayo de
inmunoadsorcion enzimatica convencional. Cuando la concentracion de la molécula diana 1 es baja, cada microperla
2 después de la reaccion entra en una de las categorias: tiene un solo complejo o no tiene ningun complejo.

En la etapa de deteccion (descrita mas adelante), se deja que una microperla 2 que tiene el complejo (formado en
esta etapa) sobre la superficie esté en contacto con sustratos que tienen cada uno una sustancia fluorescente unida
a ellos. Los sustratos se escinden, respectivamente, mediante las enzimas de restriccion 51, 52 proporcionadas
como etiquetas en los anticuerpos de deteccion 41, 42. En consecuencia, se emite fluorescencia y se detecta. En
este momento, si los anticuerpos de deteccion 41, 42 se adsorben de manera no especifica en las microperlas 2, la
fluorescencia también se emite desde las microperlas 2 que tienen los anticuerpos de deteccion 41, 42 adsorbidos
de manera no especifica sobre la superficie mediante escision del sustrato.

En la presente memoria, el "anticuerpo se adsorbe de manera no especifica" significa que un anticuerpo se adsorbe
en una parte no antigénica de una sustancia que contiene un antigeno y en una sustancia que no contiene ningun
antigeno, de manera resumida, se refiere a la absorcidon en una sustancia que no se produce a través de una
reaccion antigeno-anticuerpo.

Las Figuras 1B y C muestran la adsorcion no especifica de los anticuerpos de deteccion 41, 42 en las microperlas 2
que se produce en la etapa de formacion de complejo. La Figura 1B muestra los estados donde el anticuerpo de
deteccioén 41 y el anticuerpo de deteccidn 42 se adsorben de manera no especifica por separado en las superficies
de las microperlas 2. La Figura 1C muestra el caso donde tanto el anticuerpo de deteccion 41 como el anticuerpo de
deteccién 42 se adsorben de manera no especifica en la superficie de una microperla 2. En la etapa de formacion de
complejo, se puede producir la adsorcion no especifica de los anticuerpos de deteccién 41, 42, como se muestra en
las Figuras 1B y C, ademas de la formacion deseada de un complejo como se muestra en la Figura 1A.

La adsorcion no especifica de tanto el anticuerpo de deteccion 41 como el anticuerpo de deteccién 42 como se
muestra en la Figura 1C se produce con una frecuencia suficientemente baja, en comparacién con la adsorcion no
especifica de cualquier uno de ellos, como se muestra en la Figura 1B y no produce sustancialmente ningun efecto
sobre la precision de la deteccion de la molécula diana 1. Por ejemplo, si se asume que la adsorcidén no especifica
del anticuerpo de deteccion 41 se produce en el 1 % de las microperlas 2 y la adsorcién no especifica del anticuerpo
de deteccion 42 se produce en el 1 % de las microperlas 2, la frecuencia de la apariciéon de la adsorcion no
especifica tanto del anticuerpo de deteccién 41 como el anticuerpo de deteccion 42 es solo del 0,01 %. En la etapa
de analisis que se describe mas adelante, dos o mas sefiales de deteccion de fluorescencia diferentes en longitud
de onda (de fluorescencia) se procesan como una sefal de deteccion de la molécula diana 1. De este modo, se
elimina el ruido derivado de una sefial de deteccion de fluorescencia debido a la adsorcién no especifica, como se
muestra en la Figura 1B.
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2. Etapa de encerramiento

En la etapa de encerramiento, las microperlas 2 se encierran en goticulas formadas sobre una placa base. Esta
etapa se lleva a cabo cuando el método para detectar una molécula diana segun la presente descripcién se aplica al
ELISA digital y no es una etapa esencial para el método de deteccidn segun la presente descripcion.

En esta etapa, las microperlas 2 se encierran una a una en goticulas que tienen cada una un volumen pequefio
suficiente para contener una sola microperla 2, para expresar una sefial a partir de la molécula diana 1 mediante un
valor binario, es decir, 0 0 1, en la etapa de analisis. En la formacién de las microgoticulas y el encerramiento de las
microperlas 2 en las microgoticulas una a una, se puede usar de manera adecuada un dispositivo de recuento digital
de una sola molécula descrito, por ejemplo, en la Literatura de patente 1. Segun el dispositivo de recuento digital de
una sola molécula, las microgoticulas se forman de manera extremadamente densa sobre una placa base; al mismo
tiempo, las microperlas 2 se pueden encerrar en las goticulas. Después de la etapa de formacion de complejo, las
microperlas 2 se lavan para retirar los anticuerpos de deteccion 41, 42 que no se unieron a la molécula diana 1, y
después se resuspenden en un disolvente adecuado y se pueden someter a esta etapa.

Después de la etapa de formacién de complejo, se obtiene una mezcla de microperlas que forman complejos (ver,
Figura 1A) y microperlas que no forman complejos. En las microperlas que no forman complejos, se incluyen las
microperlas a las que se adsorben los anticuerpos de deteccion 41, 42 de manera no especifica (ver, la Figura 1B,
C).

La Figura 2 muestra microperlas 2 encerradas en microgoticulas. Las microperlas 2 se encierran una a una en
goticulas D formadas sobre la placa base A. Durante la reacciéon en la etapa de formacién de complejo, si la
concentracién de la molécula diana 1 es baja, cada microperla 2 entra en una de las categorias: tiene un solo
complejo y no tiene ningn complejo. En la figura, las microperlas en cuya superficie se ha formado un complejo se
indican con el numero de referencia 21; mientras que las microperlas que no tienen ningin complejo formado sobre
ellas se indican con el numero de referencia 22. El estado de la microperla 21 se muestra en la Figura 1A y el estado
de la microperla 22 se muestra en la Figura 1B o C. De aqui en adelante en la presente memoria, se hara referencia
a la microperla 2 que tiene un complejo formado en ella como "microperla 21"; mientras que, se hara referencia a la
microperla 2 que no tienen ningun complejo formado en ella como la "microperla 22".

3. Etapa de deteccion

En la etapa de deteccién, los sustratos (de aqui en adelante en la presente memoria también denominados
"sondas"), donde cada uno tiene una secuencia de reconocimiento por la enzima de restriccion 51, 52, una sustancia
fluorescente unida a un lado terminal de la secuencia de reconocimiento (es decir, un sitio de escisién) y un
desactivador unido al otro lado terminal de esta, hacen reaccidn con los complejos formados sobre las superficies de
las microperlas 2 en la etapa de formaciéon de complejos y después se detecta la fluorescencia emitida desde las
sustancias fluorescentes.

La Figura 3 muestra la reaccion entre una sonda y un complejo en esta etapa. En la reaccion, se usan dos o mas
sondas, a las cuales se unen por separado sustancias fluorescentes que tienen diferentes longitudes de onda de
fluorescencia. Mas especificamente, una sonda indicada con el niumero de referencia 61 en la figura tiene un sitio de
escisiéon 71 por una enzima de restriccion 51, que se proporciona como una etiqueta de un anticuerpo de deteccion
41. A una de las regiones que emparedan el sitio de escisién 71, se une una sustancia fluorescente 81; y un
desactivador 91 se une a la otra region. La sonda indicada con el niumero de referencia 62 en la figura tiene un sitio
de escisiéon 72 por una enzima de restriccion 52, que se proporciona como una etiqueta de un anticuerpo de
deteccién 42. A una de las regiones que emparedan el sitio de escisidon 72, se une una sustancia fluorescente 82; y
un desactivador 92 se une a la otra region.

Dado que las enzimas de restriccion 51, 52 tienen diferente especificidad de sustrato, las secuencias nucleotidicas
de los sitios de escisiéon 71, 72 son mutuamente diferentes. Como sustancias fluorescentes 81, 82 para las sondas
71, 72, se usan sustancias fluorescentes diferentes en la longitud de onda de fluorescencia que se detectan
Opticamente de manera distintiva.

En la presente memoria, cuando se emplea una combinacion distinta de una combinacion de una enzima de
restriccion y una cadena de acido nucleico como la combinaciéon de una enzima y un sustrato, por ejemplo, se usa
esterasa como una enzima 51 y se usa glucosidasa como una enzima 52, se usa una sonda que contiene un sitio de
escision 71 (union de éster) por esterasa proporcionada como una etiqueta en un anticuerpo de deteccién 41, una
sustancia fluorescente 81 unida a una de las regiones que emparedan el sitio de escision 71 y un desactivador 91
unido a la otra regién como la sonda 61; y se usa una sonda que contiene un sitio de escision 72 (unién de
glucésido) por glucosidasa proporcionada como una etiqueta en un anticuerpo de deteccidon 42, una sustancia
fluorescente 82 unida a una de las regiones que emparedan el sitio de escision 72 y un desactivador 92 unido a la
otra region como la sonda 62.
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Los desactivadores 91, 92 estan presentes a una cierta distancia de las sustancias fluorescentes 81, 82, de manera
que se pueda transferir energia entre ellos y evitar (desactivar) la emisién de luz desde las sustancias fluorescentes
81, 82. Como las sustancias fluorescentes 81, 82 y los desactivadores 91, 92, se pueden usar una sustancia
fluorescente y un desactivador usados comunmente en la tecnologia de deteccion 6ptica para acidos nucleicos, tal
como PCR cuantitativa en tiempo real. Como una combinacion de una sustancia fluorescente y un desactivador, se
pueden mencionar, por ejemplo, una combinacién de una sustancia fluorescente seleccionada del grupo que
consiste en Alexa Fluor (marca comercial registrada) 488 (fabricada por Invitrogen), ATTO 488 (fabricada por ATTO-
TEC GmbH), Alexa Fluor (marca comercial registrada) 594 (fabricada por Invitrogen) y ROX (Carboxi-X-rodamina), y
un BHQ (marca comercial registrada, desactivador Black hole)-1 o BHQ (marca comercial registrada)-2. Ademas, p.
ej., se puede mencionar una combinacion de fluoresceina y DABCYL. Las combinaciones de una sustancia
fluorescente y un desactivador usadas cominmente se muestran en la siguiente tabla.

[Tabla 2]
Sustancia fluorescente Longitud de onda de Longitud de onda de Desactivador
excitacion maxima (nm) fluorescencia maxima (nm)

6-FAM™ 494 515 BHQ-1,
DABCYL

Fluoresceina 495 520 BHQ-1,
DABCYL

JOE™ 520 548 BHQ-1,
DABCYL

TET™ 521 536 BHQ-1,
DABCYL

HEX™ 353 555 BHQ-1,
DABCYL

Cianina 3 550 570 BHQ-2,
DABCYL

ROX™ 573 602 BHQ-2,
DABCYL

Texas RED (marca 583 603 BHQ-2,
comercial registrada) DABCYL

Cianina 5 651 674 BHQ-3,
DABCYL

Cianina 5.5 675 694 BHQ-3,
DABCYL

La reaccion se lleva a cabo al poner en contacto las sondas 61, 62 con las microperlas 2 encerradas en
microgoticulas D. Mas especificamente, después de la etapa de formacidon de complejo, las microperlas 2 se lavan y
se resuspenden en una disolucién que contiene las sondas 61, 62. De este modo, se posibilita que entre en contacto
entre si. La reaccion se lleva a cabo preferiblemente un tampén que tiene una composicion adecuada de acuerdo
con los tipos de enzimas de restriccion 51, 52. Las microgoticulas se forman preferiblemente de dicho tampdn
anteriormente en la etapa de encerramiento. Cabe sefialar que los tampones optimizados para las enzimas de
restriccion se ponen en combinacion con las enzimas de restriccion y estan disponibles comercialmente.

En el caso donde una microperla 21 se encierra en una microgoticula D, el sitio de escision 71 de una sonda 61 se
escinde mediante una enzima de restriccion 51 proporcionada como una etiqueta en un anticuerpo de deteccion 41 y
se forma un complejo. Cuando el sitio de escisiéon 71 se escinde, la sonda 61 se corta en un fragmento 61a y un
fragmento 61b y en consecuencia una sustancia fluorescente 81 se disocia de un desactivador 91 y entra en el
estado en el que se puede emitir luz. De manera similar, cuando el sitio de escisiéon 72 de una sonda 62 se escinde
mediante una enzima de restriccién 52 proporcionada como una etiqueta en un anticuerpo de deteccion 42 y se
forma un complejo, una sustancia fluorescente 82 se disocia de un desactivador 92 y entra en el estado en el que se
puede emitir luz.

La fluorescencia emitida a partir de microgoticulas individuales que encierran microperlas 2 se detecta mediante el
uso de, p. €j., un microscopio de fluorescencia y un sensor de imagenes.
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En esta etapa, es preferible detectar si una microperla 2 esta contenida o no en una microgoticula. La presencia o
ausencia de una microperla 2 se puede verificar por la observacion de una microperla, por ejemplo, mediante un
microscopio y también al emplear, p. ej., un método para detectar luz difundida por una microperla 2, o un posible
método de medicién mediante un transistor de efecto de campo (FET, por sus siglas en inglés).

4. Etapa de analisis

En la etapa de andlisis, dos 0 mas sefales de deteccion de fluorescencia que tienen diferentes en longitudes de
onda de fluorescencia se procesan como la sefial de detecciéon de una molécula diana 1. Se cuenta la cantidad de
microgoticulas D que emiten la sefial de deteccion de una molécula diana 1 y se especifica como la cantidad de
moléculas diana.

En el momento de una reaccion en la etapa de formacién de complejo, cuando la concentracion de la molécula diana
1 es baja, cada una de las microperlas 2 encerradas en microgoticulas D es una microperla 21 que tiene un Unico
complejo solo o una microperla 22 que no tiene ningin complejo. Por lo tanto, la cantidad de microgoticulas D que
envian la sefal de deteccion de la molécula diana 1 se puede considerar como la cantidad de moléculas diana 1.
Sobre la base de la cantidad de microgoticulas D que encierran microperlas 21 y microperlas 22 y la cantidad de
microgoticula D que encierran microperlas 21, se puede calcular la relacion de microperlas 2 que capturan la
molécula diana 1 con respecto a la cantidad total de microperlas 2. De este modo, se puede cuantificar la
concentracién de la molécula diana.

Segun se describié anteriormente, si una microperla 21 se encierra en una microgoticula D, se detectan la
fluorescencia de una sustancia fluorescente 81 y la fluorescencia de una sustancia fluorescente 92 mutuamente
diferentes en longitud de onda. Como se muestra en la Figura 1B, en el caso de una microperla 22, que tiene un
anticuerpo de deteccion 41 o un anticuerpo de deteccion 42 apenas adsorbido de manera no especifica en la
superficie y no forma ningin complejo, la fluorescencia solo se detecta de una de la sustancia fluorescente 81 y la
sustancia fluorescente 92. Por consiguiente, si se procesan las sefiales de deteccion de fluorescencia de la
sustancia fluorescente 81 y la sustancia fluorescente 92 como la sefial de deteccion de la molécula diana 1, se
puede reducir significativamente el ruido derivado de la sefial de deteccién de fluorescencia derivado de una
microperla 22 que no forma complejo. De este modo, se puede cuantificar de manera binaria la sefial de deteccion
de la molécula diana 1 con alta precision y se puede mejorar la cuantificacion de la molécula diana 1.

Cabe sefalar que, en el caso donde un anticuerpo de deteccién 41 y un anticuerpo de deteccién 42 se adsorben de
manera no especifica sobre la superficie de una microperla 2, como se muestra en la Figura 1C, la fluorescencia se
emite desde la sustancia fluorescente 81 y la sustancia fluorescente 92; sin embargo, como ya se describid, dado
que la frecuencia de la aparicion de la adsorcion no especifica por el anticuerpo de deteccion 41 y el anticuerpo de
deteccién 42 es suficientemente baja, la fluorescencia tiene poca influencia sobre la cuantificacién de la molécula
diana 1.

Las microperlas 2 y anticuerpos de deteccion 41, 42 (ver, Figura 1) y sondas 71, 72 (ver, Figura 3) usados en la
realizacion se presentan en un kit y preferiblemente se usan para llevar a cabo el método para detectar una
molécula diana segun la presente descripcion. Mas especificamente, segun un aspecto de la presente descripcion,
también se proporciona un kit de ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), que contiene

(i) un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a una molécula diana,

(i) dos o mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y estan etiquetados con
enzimas que tienen una actividad de escision de sustrato y especificidades de sustrato mutuamente diferentes, y

(iii) dos o mas sustratos que tienen sitios de escision mediante las enzimas, una sustancia fluorescente unida a un
lado terminal de cada uno de los sitios de escision y un desactivador unido a otro lado terminal de estos, en donde
las sustancias fluorescentes son mutuamente diferentes en la longitud de onda de fluorescencia.

En el kit, para la microperla 2, se puede emplear una microperla modificada con un anticuerpo 3 (primer anticuerpo)
por adelantado o se puede acoplar un anticuerpo a un grupo modificador presente sobre la superficie de las perlas a
través de un enlazador, cuando se usa. Los anticuerpos de deteccion 41, 42 (segundo anticuerpo) se pueden
proporcionar con enzimas como etiqueta por adelantado o una enzima se puede acoplar al anticuerpo mediante el
uso de un agente de reticulacién, cuando se usa.

El kit segun la presente descripcion contiene, ademas, p. €j., reactivos tales como un agente de reticulaciéon para
usar en la modificacién con microperlas 2 con un anticuerpo de captura 3 o acoplar una enzima como una etiqueta al
anticuerpo de deteccion 41, 42, tampones usados en la etapa de formacion de complejo y una placa base A (ver,
Figura 2) usada en la etapa de encerramiento.

En la realizacion descrita anteriormente, se usan dos anticuerpos de deteccidon y dos sondas correspondientes a
estos; y el ruido derivado de la adsorcién no especifica de un anticuerpo(s) de deteccion se reduce mediante el
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procesamiento de dos sefiales de deteccion de fluorescencia diferente en longitud de onda como una sefial de
deteccién de una molécula diana. En el método para detectar una molécula diana segun la presente descripcion, se
pueden usar tres 0 mas pares de anticuerpos de deteccion y sondas. En este caso, tres o0 mas sefiales de deteccion
de fluorescencia diferente en longitud de onda se pueden procesar como una sefal de deteccion de una molécula
diana. A medida que la cantidad de anticuerpos de deteccién y sondas aumenta, se puede potenciar un efecto de
reduccion del ruido derivado de la adsorcion no especifica de un anticuerpo(s) de deteccion.

En la realizacién descrita anteriormente, un anticuerpo de deteccién etiquetado con una enzima que tiene una
actividad de escisidon de sustrato se usa como el segundo anticuerpo; y la fluorescencia se emite al cortar un sitio de
escision de una sonda con la enzima. En el método para detectar una molécula diana segun la presente descripcion,
un anticuerpo de deteccién etiquetado con una enzima usada convencionalmente en el desarrollo de color quimico y
un anticuerpo de deteccion etiquetado con un tinte fluorescente, se puede usar como el segundo anticuerpo.

Mas especificamente, la presente descripcion también abarca un método para detectar una molécula diana que
incluye las siguientes etapas, como una segunda realizacion.

(A) una etapa de formacién de complejo en la que se hacen reaccionar

una molécula diana, un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula
diana, y dos o mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y se proporcionan con
etiquetas mutuamente diferentes para formar un complejo que consiste en el primer anticuerpo, la molécula diana y
los segundos anticuerpos sobre el vehiculo.

(B) una etapa de deteccion en la que se detectan las sefales de las etiquetas.

(C) una etapa de analisis en la que se procesan las sefiales de dos 0 mas etiquetas diferentes como una sefal de
deteccion de la molécula diana.

En la etapa (C) en la presente memoria, las "sefiales de etiquetas" incluyen sefiales emitidas directamente e
indirectamente desde las etiquetas. Mas especificamente, en el caso donde los anticuerpos de deteccion
etiquetados con tintes fluorescentes se usan como los segundos anticuerpos, las "sefiales de etiquetas" se refieren a
la fluorescencia emitida a partir de los tintes fluorescentes (ver, Figura 4B). Ademas, en el caso donde se usan
anticuerpos de deteccion etiquetados con enzimas para usar en el desarrollo de color quimico como los segundos
anticuerpos, las "sefiales de etiquetas" se refieren al desarrollo de color quimico por la accién catalitica de las
enzimas (ver, Figura 4A).

La etapa (A) se puede llevar a cabo de la misma manera que en la etapa (1) de la realizacion mencionada
anteriormente (primera realizacion), excepto que los anticuerpos de deteccidon que estan etiquetados con enzimas,
tales como fosfatasa alcalina y galactosidasa, usados convencionalmente en el desarrollo de color quimico o con
sustancias fluorescentes, se usan como los segundos anticuerpos. Si la realizacién se aplica a ELISA digital, se
puede incluir la etapa de encerramiento descrita como la etapa (2) en la primera realizacion. Un anticuerpo de
deteccién se puede etiquetar con una enzima o un tinte fluorescente segin el método mencionado anteriormente
conocido en la técnica. Alternativamente, se puede usar un anticuerpos disponibles comercialmente etiquetados con
enzimas o tintes fluorescentes.

En la etapa (B), se detectan las sefiales de las etiquetas acopladas a los anticuerpos de deteccion que forman un
complejo sobre la superficie de un vehiculo. La Figura 4A muestra un complejo que consiste en el "anticuerpo de
captura 3-sustancia diana 1-segundos anticuerpos 41, 42" formado sobre la microperla 2 en el caso donde se usan
un anticuerpo etiquetado con fosfatasa alcalina y un anticuerpo etiquetado con galactosidasa como los anticuerpos
de deteccién 41, 42. Cuando se usa un anticuerpo de deteccion etiquetado con una enzima, se puede detectar una
sefal mediante el desarrollo de un color al usar un sustrato de la enzima. Por ejemplo, en el caso de un anticuerpo
de deteccion etiquetado con fosfatasa alcalina, la deteccion se puede hacer al hacer reaccionar un complejo con:
BCIP (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) o NBT (cloruro de 4-mitro azul tetrazolio), que es un sustrato cromogeno
para la fosfatasa alcalina en lugar de la sonda usada en la primera realizaciéon. En el caso de un anticuerpo de
deteccioén etiquetado con galactosidasa, se usa un sustrato cromdgeno tal como X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-
D-galactopirandsido). Como el anticuerpo de deteccién, se usan dos o mas anticuerpos etiquetados con enzimas
mutuamente diferentes. Como el sustrato cromégeno, se usan dos o mas compuestos dependiendo de las enzimas
proporcionadas como etiqueta en los anticuerpos individuales. Las sefales derivadas de las enzimas individuales se
pueden detectar al medir el color emitido desde cada uno de los sustratos cromégenos mediante un espectrometro
de absorcion.

Cuando se usa un anticuerpo de deteccidén etiquetado con una sustancia fluorescente, la fluorescencia emitida
desde una sustancia fluorescente se detecta mediante el uso de un microscopio de fluorescencia o un sensor de
imagenes. La Figura 4B muestra un complejo que consiste en el "anticuerpo de captura 3-sustancia diana 1-
segundos anticuerpos 41, 42" formado sobre la microperla 2 en el caso donde se usan un anticuerpo etiquetado con
FITC y un anticuerpo etiquetado con Texas RED (marca comercial registrada) como los anticuerpos de deteccion 41,
42. Como el anticuerpo de deteccion, se usan dos 0 mas anticuerpos etiquetados con sustancias fluorescentes que
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tienen longitudes de onda de fluorescencia mutuamente diferentes y se pueden detectar las sefiales derivadas de
las sustancias fluorescentes individuales al especificar las zonas de longitud de onda de la fluorescencia de las
sustancias fluorescentes.

En la etapa (C), se procesan las sefales de dos o mas etiquetas diferentes (fosfatasa alcalina y galactosidasa o
FITC y Texas Red en los casos mencionados anteriormente) como la sefial de deteccion de una molécula diana.
Segun se describié anteriormente, en el caso donde los anticuerpos de deteccion solo se adsorben de manera no
especifica sobre la superficie de un vehiculo y no forman un complejo, solo se detecta una cualquiera de las sefiales
de dos o mas etiquetas (ver, Figura 1). Por consiguiente, si se procesan las sefales de dos o mas etiquetas
diferentes como la sefial de deteccién de una molécula diana, el ruido derivado de un anticuerpo(s) de deteccion
adsorbido(s) de manera no especifica en un vehiculo se puede reducir significativamente. De este modo, se puede
mejorar la precision de la deteccion de una molécula diana, asi como la cuantificacion.

Lista de signos de referencia:
1: Molécula diana, 2: Microperlas (vehiculo), 3: Anticuerpo de captura (primer anticuerpo), 41, 42: anticuerpo de

deteccién (segundo anticuerpo), 51, 52: Enzima de restriccion, 61,62: Sonda, 71,72: Sitio de escision, 81,82:
Sustancia fluorescente, 91,92: Desactivador
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar una molécula diana, que comprende una etapa de formacién de complejo en la que se
hacen reaccionar

una molécula diana,

un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula diana, y

dos 0 mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y estan etiquetados con enzimas
que tienen una actividad de escision de sustrato y especificidades de sustrato mutuamente diferentes

para formar un complejo que consiste en el primer anticuerpo, la molécula diana y los segundos anticuerpos sobre el
vehiculo,

en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen a diferentes epitopos de la molécula diana;

una etapa de deteccion en la que se hacen reaccionar

dos o mas sustratos que tienen sitios de escision por las enzimas, una sustancia fluorescente unida a un lado
terminal de cada uno de los sitios de escision y un desactivador unido a otro lado terminal de estos, en donde las
sustancias fluorescentes son mutuamente diferentes en la longitud de onda de fluorescencia, y

el complejo

para detectar la fluorescencia emitida por las sustancias fluorescentes; y

una etapa de analisis en la que se procesan dos 0 mas sefales de deteccion de fluorescencia diferentes en longitud
de onda como una sefal de deteccién de la molécula diana.

2. El método de deteccién segun la reivindicacién 1, en donde el vehiculo es una microperla.
3. El método de deteccion segun las reivindicaciones 1 0 2, que es ELISA digital.

4. El método de deteccion segun la reivindicacion 3, que comprende, entre la etapa de formacion de complejo y la
etapa de deteccidn, una etapa de encerramiento para encerrar los vehiculos uno a uno en goticulas formadas sobre
una placa base.

5. Un método para detectar una molécula diana, que comprende una etapa de formacién de complejo en la que se
hacen reaccionar

una molécula diana,

una particula modificada con un primer anticuerpo que se une especificamente a la molécula diana, y

dos 0 mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y se proporcionan con etiquetas
mutuamente diferentes

para formar un complejo que consiste en el primer anticuerpo, la molécula diana y los segundos anticuerpos sobre la
particula,

en donde el primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen a diferentes epitopos de la molécula diana;

una etapa de deteccion en la que se detectan las sefiales de las etiquetas; y una etapa de andlisis en la que se
procesan dos o mas sefales diferentes de las etiquetas como una sefal de deteccién de la molécula diana.

6. El método de deteccidn segun la reivindicacion 5, que es ELISA digital.

7. El método de deteccion segun la reivindicacion 6, que comprende, entre la etapa de formacién de complejo y la
etapa de deteccion, una etapa de encerramiento para encerrar las particulas una a una en goticulas formadas sobre
una placa base.

8. Un kit de ensayo de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA), que comprende

un vehiculo modificado con un primer anticuerpo que se une especificamente a una molécula diana,

dos 0 mas segundos anticuerpos que se unen especificamente a la molécula diana y estan etiquetados con enzimas
que tienen una actividad de escision de sustrato y especificidades de sustrato mutuamente diferentes, en donde el
primer anticuerpo y el segundo anticuerpo se unen a diferentes epitopos de la molécula diana, y

dos o0 mas sustratos que tienen sitios de escision mediante las enzimas, una sustancia fluorescente unida a un lado
terminal de cada uno de los sitios de escision y un desactivador unido a otro lado terminal de estos, en donde las
sustancias fluorescentes son mutuamente diferentes en la longitud de onda de fluorescencia.
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FIG.4
(A) Galactosidasa
Fosfatasa alcalina
(B) Texas Red

1 42

FITC

15



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

