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DESCRIPCION
Procedimientos de multiplexacion ciclica de muestras y obtencién de imagenes in situ
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece en general a los campos de obtencidon de imagenes de muestras in situ, en particular
muestras biolégicas mediante multiplexacion ciclica.

Antecedentes de la invenciéon

Las técnicas de medicion analitica de muestras basadas en imagenes se han visto limitadas por el niumero de
mediciones moleculares que pueden observarse simultdneamente (el alcance de la multiplexaciéon) en una muestra
individual, por ejemplo, un espécimen de tejido. Hasta ahora, esto ha restringido este tipo de estrategias analiticas del
uso de la 'émica’ a gran escala en comparacion con otras tecnologias altamente multiplexadas, como la secuenciacion
de células individuales o la citometria de masas. Como consecuencia, se estan perdiendo detalles espaciales
esenciales, que actualmente solo pueden revelar las estrategias basadas en imagenes. El uso de inmunofluorescencia
en lugar de la inmunohistoquimica clasica puede superar en parte este problema, pero las mediciones aun estan
limitadas a un maximo de 4-5 lecturas moleculares simultaneas. La principal limitacién de las mediciones analiticas de
muestras multiplexadas basadas en imagenes es la separacion de sefiales distintas en un espécimen individual sin
diafonia entre sefiales. En el caso de la obtencion de imagenes por fluorescencia, por ejemplo, la superposicion de
espectros impide una separacion clara de las sefiales emitidas en un experimento de marcado multicolor altamente
multiplexado. Ademas, los fluoréforos pueden exhibir un comportamiento de autoextincion a altas densidades de
marcado, limitando aun mas la aplicaciéon simultanea de multiples marcas. Otra limitacion en la capacidad de
multiplexacién de las estrategias inmunoldgicas es el requisito de que cada anticuerpo primario tiene que derivarse de
diferentes especies animales para asegurar la amplificacion y deteccion especificas con anticuerpos secundarios. En
principio, esto podria superarse mediante inmunofluorescencia directa, en otras palabras, marcar los anticuerpos
primarios directamente, pero esta estrategia da lugar a otros problemas, como una menor especificidad y una menor
salida de sefial debido a la falta de amplificacion.

Se han logrado multiples lecturas moleculares usando inmunofluorescencia usando un procedimiento de mezcla de
anticuerpos mostrado en el documento W02007/047450. Aunque este procedimiento tiene las ventajas de estar
basado en imagenes, ser aplicable a secciones de tejido y poder utilizarse en entornos que contienen nucleasas no
especificas, el niUmero maximo de detecciones simultaneas es limitado. La inclusién de estandares de referencia
cuantificables en el procedimiento de medicién, como se describe en el documento W02008/005464, mientras que se
aumenta la precision en las lecturas de inmunohistoquimica de cuantificacion en ciertas aplicaciones, como la
puntuacién semicuantitativa de proteinas de biomarcadores, por ejemplo, como se aplica a la puntuacion
semicuantitativa de la expresion del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) en tejidos de cancer de mama,
puede limitar aun mas la posibilidad de lecturas simultaneas multiples debido a la division de las sefiales de salida en
bandas especificas. La multiplexacion de muestras con obtencion de imagenes in situ puede lograrse llevando a cabo
multiplexacién espectral que comprende aplicar diferentes tintes en la misma muestra y extraer imagenes de tintes
individuales de los resultados de la obtencion de imagenes como se describe en el documento EP1131631. La técnica
implica recopilar datos espectrales de cada pixel de la muestra, generar computacionalmente un espectro que habria
resultado de cada tincion individual y mostrar los resultados individuales en un espectro de color corregido. Aunque
permite la cuantificacion de marcadores multiples, el rendimiento del dispositivo es inversamente proporcional al
numero de tintes paralelos debido a la posible diafonia entre cada seial.

Los avances recientes en tecnologias de inmunotincion son muy prometedores con respecto a la superacion de las
limitaciones mencionadas anteriormente. Estas tecnologias hacen uso de obtencién de imagenes in situ de multiples
ciclos, que implica la inactivacion del colorante y/o elucion de anticuerpos después de una etapa habitual de
tincion/obtencién de imagenes para permitir rondas adicionales de tincidon y obtenciéon de imagenes.

Esas estrategias incluyen la inactivacion quimica de colorantes fluorescentes después de cada adquisicion de imagen
(Gerdes y col., 2013, PNAS, 110 (29), 11982-11987), disociacion no destructiva de los enlaces anticuerpo-antigeno
para ciclos de tincién sucesivos usando secuencialmente una solucién de permanganato acidificado hecha a medida
(W02010/115089), elucion sucesiva de anticuerpos con diversos tampones diferentes (Pirici y col., 2009, J.
Histochem. Cytochem., 57 (6), 567-575), ciclos sucesivos de contacto de la sonda peptidica y desnaturalizacion a alta
temperatura para la deteccién secuencial de multiples dianas (WO 2009/11714), tincion iterativa y ciclos de obtencion
de imagenes usando una combinacién de técnicas de desnaturalizacion y elucion (Wahlby y col., 2002, Cytometry, 47
(1), 32-41), multiples ciclos de tinciéon secuencial usando blanqueo antes de cada etapa de retincion (Friedenberger,
2007, Nature Protocols, 2, 2285 - 2294), uso de puntos cuanticos bioconjugados como marcas bioldgicas para
elaboracion de perfiles multiplexada de biomarcadores moleculares (Schubert y col., 2006, Nature Biotechnology 24,
1270-1278), uso de polimeros solubles en agua que forman enlaces con multiples moléculas diana de interés (Xing,
2007, Nature Protocols 2, 1152 - 1165). * * El documento WO2013/128322 se refiere a un procedimiento de
multiplexacion de coctel y el documento US2014/055853 se refiere en general a un procedimiento de multiplexacion
de una muestra de tejido con diferentes sondas diana.
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Todas esas estrategias de obtencidn de imagenes in situ de multiples ciclos son iterativas y presentan las ventajas de
permitir la utilizacién posterior de anticuerpos primarios generados en la misma especie, asi como el mismo reactivo
quimico o fluoréforo para diferentes dianas moleculares y teéricamente permiten identificar un nimero ilimitado de
diferentes dianas en la misma seccion de tejido.

Aunque prometedora, la traduccién de tecnologias de obtencion de imagenes in situ de multiples ciclos a la elaboracion
de perfiles moleculares multiplexados de alto rendimiento de muestras tales como, por ejemplo, secciones tumorales,
no es sencilla. En primer lugar, los prolongados ciclos de incubacién y lavado (habitualmente hasta varias horas) dan
como resultado duraciones de protocolo totales extremadamente prolongadas que causan la degradacion de los
antigenos tisulares en condiciones ambientales fluctuantes. En segundo lugar, el montaje/desmontaje repetido de la
obtencion de imagenes de etapas de cubreobjetos de muestra deterioran aun mas la integridad del tejido. Por lo tanto,
esta manipulacion manual de los ciclos afecta a la reproducibilidad y practicamente impide la elaboracion de perfiles
moleculares fiable de especimenes de tejido con alto rendimiento y hace que el uso de tecnologias de multiples ciclos
resulte poco practico en aplicaciones como fines de diagndstico que requieren alto rendimiento, fiabilidad y
caracteristicas de implementacion de bajo coste relativo.

Una limitacion adicional de los procedimientos existentes disponibles para obtencién de imagenes in situ de muestras
también surge del requisito de obtenciéon de imagenes de area grande para realizar ensayos de multiples ciclos. Puesto
que los especimenes se eliminan de los sistemas de obtencién de imagenes para realizar el procesamiento manual
entre cada ciclo y después del procesamiento manual, los especimenes se restauran de nuevo a los sistemas de
obtencion de imagenes para un marcador molecular posterior de obtencién de imagenes de area grande y las
imagenes obtenidas del espécimen en todos los ciclos se superponen, las diferencias sutiles de colocacién de
especimenes en los sistemas de obtencién de imagenes en cada ciclo introducen errores en la localizacion de sefiales
moleculares en todo el espécimen. Esto dificulta la verdadera localizacion de sefiales moleculares, en particular las
de las caracteristicas subcelulares que solo pueden observarse con un sistema de microscopia de alta resolucién o
de superresolucion.

Los sistemas microfluidicos verticales también se han introducido como una posible herramienta para ser usada en
inmunoensayos o andlisis genéticos. Se ha desarrollado una sonda microfluidica que estd compuesta de una camara
amplia y orificios de acceso vertical para tefir manchas de area pequefia en una muestra (documento
W02014/001935). Las dimensiones del area tefiida en cada ciclo son del orden de 100 mm. Por lo tanto, es necesario
escanear la superficie de la muestra con varias etapas de tincién para obtener una imagen mas grande. Los problemas
de posibles errores de localizacién y aumento del tiempo de analisis que resultan del procedimiento de escaneo
también estan presentes en este procedimiento.

Recientemente se ha presentado un dispositivo microfluidico descubierto para facilitar la transicion mas facil entre la
tincién secuencial y las etapas de obtencion de imagenes (documento WO 2014/035917). El procedimiento tiene como
objetivo superar las varias desventajas de tener que retirar el cubreobjetos de la muestra entre cada ejecucion
sucesiva, como el consumo de tiempo adicional, la pérdida de tejido y la variacion de imagen de portaobjetos a
portaobjetos eliminando la necesidad de esta etapa, mientras que no aborda los requisitos de area de obtencion de
imagenes y de tiempo de proceso. Finalmente, se ha observado que la obtencion de imagenes in situ que implica la
exposicion secuencial y repetida a fluoréforos de la muestra conduce a dafos inducidos en la muestra. En particular,
los anticuerpos marcados con fluorescencia generalmente se entrecruzan con la muestra o el tejido durante la
obtencion de imagenes y no se pueden eliminar de la muestra o el tejido posteriormente, lo que limita aun mas el uso
de obtencién de imagenes in situ mediante multiplexacion ciclica.

Por lo tanto, existe la necesidad de nuevas técnicas, instrumentacion y herramientas para obtencidon de imagenes in
situ de muestras mediante multiplexacion ciclica que permitan lecturas multimoleculares en la misma muestra con alto
rendimiento, alta sensibilidad, fiabilidad y precision con respecto a la verdadera localizacién. de las sefales
moleculares, particularmente para aplicaciones en los campos de diagnoéstico o supervision de transcurso de
tratamiento en los que actualmente la demanda se esta expandiendo considerablemente.

Resumen de la invencion

Un objeto de esta invencion es proporcionar un procedimiento para la obtencion de imagenes in situ de muestras
mediante multiplexacion ciclica que permita obtener imagenes de diversas dianas moleculares a través de lecturas
multimoleculares en la misma muestra de manera eficiente, precisa y fiable.

Resulta ventajoso proporcionar un procedimiento para la obtenciéon de imagenes in situ de muestras mediante
multiplexacién ciclica que permita obtener imagenes de diversas dianas moleculares en la misma muestra de manera
rapida y sensible.

Resulta ventajoso proporcionar un procedimiento de obtencion de imagenes in situ de muestras mediante
multiplexacion ciclica donde se mantiene la integridad de la muestra evitando desmontar la muestra del soporte de
muestra entre cada ciclo del procedimiento de multiplexacion.
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Resulta ventajoso proporcionar un procedimiento de obtencidon de imagenes in situ de muestras mediante
multiplexacion ciclica donde se reduce el tiempo de analisis total evitando la necesidad de desmontar la muestra del
soporte de muestra entre cada ciclo del procedimiento de multiplexacién e impidiendo la degradacién de la
reproducibilidad que resulta del desmontaje.

Resulta ventajoso proporcionar un procedimiento de obtencion de imagenes in situ de muestras mediante
multiplexacion ciclica donde la muestra inmovilizada en un soporte de muestra dentro de un canal microfluidico se
somete a un flujo totalmente controlable de sonda(s) de obtencién de imagenes directamente en la superficie de la
muestra que fluyo directamente en la superficie de la muestra en una secuencia especifica para llevar a cabo un ciclo
completo de marcado y obtencién de imagenes de la muestra y repetir tal ciclo de manera de alto rendimiento.

Resulta ventajoso proporcionar un procedimiento de obtencion de imagenes in situ de muestras mediante
multiplexacién ciclica donde se preserva la integridad de la muestra durante los ciclos de obtencion de imagenes
mediante el uso de tampones de obtencién de imagenes que impiden la degradacion de la muestra y la degradacion
de la(s) sonda(s) de obtencién de imagenes a través de la formacién de especies de oxigeno de radicales libres
durante el procedimiento de multiplexacion.

Resulta ventajoso proporcionar un tampén de obtencion de imagenes que impida la reticulacion de reactivos de
obtencién de imagenes bajo luz fluorescente de alta intensidad que, cuando se usa en un procedimiento de obtencién
de imagenes in situ mediante multiplexacioén ciclica segun la invencién, disminuye el tiempo de elucién de reactivo
necesario en cada ciclo subsiguiente y aumenta el nimero de posibles ciclos de marcado de muestra sin degradacion
de la reproducibilidad y/o sensibilidad de la sefial de obtenciéon de imagenes medida.

Los objetos de esta invencion se han logrado proporcionando un procedimiento segun la reivindicacion 1.

En esta invencion, segun un primer aspecto de la invencién, se describe un procedimiento para obtencion de imagenes
in situ de muestras mediante multiplexacion ciclica que comprende las etapas de:

(i) proporcionar una muestra inmovilizada en un soporte de muestra;

(i) proporcionar un dispositivo microfluidico que comprende una camara microfluidica, al menos una entrada de
fluido en un extremo de dicha camara microfluidica y al menos una salida de fluido en otro extremo de dicha camara
microfluidica configurada para conducir un fluido suministrado desde un sistema de alimentacion de fluido a presion
a través de la camara microfluidica para el transporte advectivo de sustancias fluidicas y reactivos dentro de dicha
camara microfluidica de manera uniforme, en el que al menos una pared de la camara microfluidica esta formada
por el soporte de muestra y en el que el volumen de la camara microfluidica es de aproximadamente 2,5 ul'y 200
Ml

(iii) montar dicho soporte de muestra sobre dicha camara microfluidica con la muestra orientada al interior de la
camara microfluidica;

(iv) inyectar en secuencia una pluralidad de reactivos, incluyendo al menos una sonda de obtencion de imagenes,
a través de la entrada de fluido en la camara microfluidica, a un caudal en un intervalo entre aproximadamente 1
pl/s y aproximadamente 100 pl/s;

(v) obtener imagenes de una sefal emitida por componentes de la muestra que reaccioné con dicha al menos una
sonda de obtencién de imagenes;

(vi) repetir las etapas (iv) y (v) con diferentes sondas de obtencion de imagenes;

en el que dicha inyeccion en secuencia de una pluralidad de reactivos incluye:

- una etapa de elucion en la que se inyecta un tampon de elucién para eliminar material no deseable tal como sondas
de marcado (por ejemplo, anticuerpos o marcadores) que permanecen potencialmente en la muestra;

- una etapa de bloqueo de enlace no especifico en la que se inyecta un tampén de bloqueo;

- una etapa de marcado de muestra en la que se inyecta una sonda de obtencién de imagenes; y

- una etapa de preobtencién de imagenes opcional en la que se inyecta un tampén de obtencién de imagenes, en la
que cada una de estas etapas puede ir precedida y/o seguida de una etapa de lavado opcional en la que se inyecta
un tampodn de lavado.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una ilustracion de configuraciones ejemplares para un dispositivo que lleva a cabo el procedimiento
de la invencién como se describe en el Ejemplo 1.

La Figura 2 ilustra una secuencia de reactivos usada en el ciclo de obtencién de imagenes del procedimiento (2A),
mientras omite las etapas de tampdn de lavado opcionales entre cada etapa de flujo principal (S1 a S4) y un
diagrama de flujo de marcado de multiples muestras y el procedimiento de obtencién de imagenes usando
anticuerpos que se dirigen a diversos componentes diana (T1, T2, Tn) en una muestra como sondas de marcado
que muestran la secuencia de reactivos inyectados y las repeticiones de la secuencia, n veces con diferentes
reactivos (2B).

La Figura 3 es una imagen obtenida por microscopia de fluorescencia confocal con un aumento de 40x como se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2799 705 T3

describe en el Ejemplo 2 de una muestra usada en un procedimiento segun la invencién. A: donde se usa PBS
como un tampén de obtencidon de imagenes segun el protocolo de multiplexacién de la invencién y donde se
produce reticulacion entre antigenos y anticuerpos; B: donde se usa un tampon de obtencién de imagenes que
consiste en PBS suplementado con un depurador de radicales (Trolox 10 mM) como un tampdn de obtencion de
imagenes segun el protocolo de multiplexacién de la invencion y donde se impide la reticulacién entre antigenos y
anticuerpos.

La Figura 4 muestra las imagenes consecutivas obtenidas durante el Ejemplo 3 de tincién colocalizada
multiplexada de los diversos biomarcadores en una seccion de tejido de cancer de mama individual. El orden de
imagen A a G corresponde al orden de adquisicion indicado en el protocolo.

Descripcion detallada de la invencién

Con referencia a las figuras, en particular primero a las Figuras 1 y 2, se proporciona una ilustracion de un
procedimiento para la obtencion de imagenes in situ de muestras mediante multiplexacion ciclica que comprende las
etapas de:

(i) proporcionar una muestra (1) inmovilizada en un soporte de muestra (2);

(i) proporcionar un dispositivo microfluidico (3) que comprende una camara microfluidica (4), al menos una entrada
de fluido (6) en un extremo de dicha camara microfluidica y al menos una salida de fluido (7) en otro extremo de
dicha camara microfluidica configurada para conducir un fluido suministrado desde un sistema de alimentacion de
fluido a presion (8) a través de la camara microfluidica para el transporte advectivo de sustancias fluidicas y
reactivos dentro de (10) dicha camara microfluidica de manera uniforme, en el que al menos una pared de la
camara microfluidica (5a) esta formada por el soporte de muestra (2) y estd montada de manera desmontable en
la otra pared de la camara microflidica (5b) a través de medios de sujecién (11) y en el que el volumen de la camara
microfluidica es de aproximadamente 2,5 ul y 200 ul;

(iii) montar dicho soporte de muestra sobre dicha camara microfluidica con la muestra (1) orientada al interior de
la camara microfluidica (12);

(iv) inyectar en secuencia una pluralidad de reactivos, incluyendo al menos una sonda de obtencion de imagenes,
a través de la entrada de fluido (6) en la camara microfluidica, a un caudal en un intervalo entre aproximadamente
1 yl/s y aproximadamente 100 pl/s;

(v) obtener imagenes de una sefial emitida por componentes de la muestra que reaccion6 con dicha al menos una
sonda de obtencion de imagenes;

(vi) repetir las etapas (iv) y (v) con diferentes sondas de obtencion de imagenes;

en el que dicha inyeccion en secuencia de una pluralidad de reactivos incluye:

- una etapa de elucidn opcional (S1) en la que se inyecta un tampdn de elucién para eliminar material no deseable,
como sondas de marcado (por ejemplo, anticuerpos o marcadores) que permanecen potencialmente en la muestra;

- una etapa de bloqueo de enlace no especifico (S2) en la que se inyecta un tampoén de bloqueo;

- una etapa de marcado de muestra en la que se inyecta una sonda de obtencion de imagenes (S3 que comprende
S3'y 83")y

- una etapa de preobtencién de imagenes (S4) en la que se inyecta un tampdn de obtencion de imagenes, en la que
cada una de estas etapas puede ir precedida y/o seguida de una etapa de lavado opcional en la que se inyecta un
tampén de lavado.

En otra realizacion, la sonda de obtencidon de imagenes es una sonda marcada adecuada para interactuar con
entidades moleculares especificas en la muestra. Por ejemplo, una sonda de obtencion de imagenes puede ser una
secuencia de ARN o ADN marcada util para hibridacién in situ con secuencias de ARN o ADN procedentes de la
muestra (secuencias complementarias). En otro ejemplo, la sonda de obtencién de imagenes es un anticuerpo primario
marcado (por ejemplo, fluorescente), que se une directamente al antigeno diana.

En otra realizacion, la sonda de obtencion de imagenes resulta de la inyeccion de una secuencia de sondas de
marcado tales como anticuerpos especificos y moléculas de deteccidon cromoégenas o fluorescentes, dirigidas a las
entidades moleculares que han de ser analizadas dentro de la muestra. En una realizacion, la sonda de obtencion de
imagenes resulta de un anticuerpo secundario marcado (por ejemplo, fluorescente) que se inyecta después de un
anticuerpo primario.

Segun una realizacion particular, el caudal de la pluralidad de reactivos inyectada es un intervalo de aproximadamente
1 ul/s a aproximadamente 30 pl/s, tal como de aproximadamente 5 pl/s a aproximadamente 30 pl/s (por ejemplo,
aproximadamente 25 pl/s).

Segun ofra realizacion particular, la altura de la cdmara microfluidica definida por la distancia desde la pared de soporte
de muestra a la pared opuesta de la cdmara microfluidica varia de aproximadamente 10 mm y aproximadamente 300
mm, y la diagonal o el diametro de la camara microfluidica varia de aproximadamente 100 mm y aproximadamente 56
mm, formando una geometria poco profunda y ancha.
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En otra realizacién, cada etapa en la secuencia de la pluralidad de reactivos inyectada se aplica durante un periodo
de tiempo necesario para enjuagar la solucién previa en la secuencia de etapas de flujo de solucién desde la camara
microfluidica, en la que el enjuague corresponde a una disminucidon de concentracion de la solucion previa hasta el 1
% de la concentracion inyectada previamente.

En otra realizacion, cada etapa en la secuencia de la pluralidad de reactivos inyectada se aplica durante un periodo
de tiempo necesario para aumentar la concentraciéon de la solucién inyectada hasta el 99 % de la concentracion de
protocolo prevista dentro de la camara microfluidica.

En una realizacién, cada etapa en la secuencia de la pluralidad de reactivos inyectada dura de aproximadamente 1 s
a aproximadamente 120 s, tal como de aproximadamente 5 s a aproximadamente 20 s (por ejemplo, aproximadamente
10 s).

En otra realizacion particular, la etapa de inyectar en secuencia una pluralidad de reactivos incluye:

- una etapa de lavado en la que se inyecta un tampon de lavado (S0);

- una etapa de bloqueo de enlace no especifico (S2) en la que se inyecta un tampoén de bloqueo;

- una etapa de incubacién opcional, en la que el tampdn de bloqueo inyectado previamente se incuba con o sin ninguna
condicion de flujo;

- una etapa de lavado opcional, en la que se inyecta un tampén de lavado;

- una etapa de marcado de muestra en la que se inyecta una sonda de obtencién de imagenes (S3);

- una etapa de incubacion opcional, en la que la sonda de obtencion de imagenes inyectada previamente se incuba
con o sin ninguna condicion de flujo;

- una etapa de lavado en la que se inyecta un tampon de lavado (S3a);

- una etapa de preobtencién de imagenes opcional (S4) en la que se inyecta un tampon de obtencion de imagenes;

en la que la etapa de marcado de muestra comprende inyectar directamente una sonda marcada o una secuencia de
sondas de marcado que conducen a una sonda de obtencién de imagenes.

Segun una realizacion particular, la etapa de marcado de muestra comprende inyectar una secuencia de sondas de
marcado que conducen a una sonda de obtencion de imagenes que comprende una primera etapa en la que se inyecta
un anticuerpo primario (S3'), una etapa de lavado en la que se inyecta un tampoén de lavado (S3") y una etapa adicional
en la que se inyecta un anticuerpo secundario marcado (S3"").

En una realizacién particular, la etapa de marcado de muestra comprende una primera etapa en la que se inyecta un
anticuerpo primario (SB3'), una etapa de lavado en la que se inyecta un tampén de lavado (SB3"), una segunda etapa
en la que se inyecta un anticuerpo secundario ligado a enzima (SB3"), una etapa de lavado en la que se inyecta un
tampon de lavado (SB3"), y una etapa adicional en la que se inyecta un cromégeno o una molécula de deteccion
fluorescente que reacciona con la enzima que esta ligada al anticuerpo secundario SB3"".

En otra realizacion particular, la etapa de marcado de muestra comprende una primera etapa en la que se inyecta un
anticuerpo primario (SB3'), una etapa de lavado en la que se inyecta un tampoén de lavado (SC3"), una segunda etapa
en la que se inyecta un anticuerpo postprimario, una etapa de lavado en la que se inyecta un tampén de lavado (SC3"),
una tercera etapa en la que se inyecta un anticuerpo secundario ligado a enzima (SC3™), una etapa de lavado en la
que se inyecta un tampon de lavado (SC3") y una etapa adicional en la que se inyecta un cromégeno o una molécula
de deteccion fluorescente que reacciona con la enzima que esta ligada al anticuerpo secundario SC3"".

En otra realizacion particular, la etapa de marcado de muestra comprende inyectar al menos una sonda marcada, tal
como para hibridacion in situ con algo de material de ADN/ARN dentro de la muestra, tal como una sonda de ARN o
ADN marcada.

En una realizacién particular adicional, cuando la etapa de marcado de muestra comprende inyectar al menos una
sonda marcada tal como para hibridacién in situ con algo de material de ADN/ARN dentro de la muestra, el
procedimiento de la invencion comprende ademas aplicar ciclos de temperatura dentro de la cdmara microfluidica
requerida para la etapa de hibridacion y deshibridaciéon de algo de material de ADN/ARN dentro de la muestra con las
sondas de ARN o ADN (secuencias complementarias). Por ejemplo, calentadores externos a la camara microfluidica
o al soporte de muestra pueden aplicar tales ciclos de temperatura. La hibridacion in situ puede lograrse, por ejemplo,
como se define en Modern Pathology, 2011, 24, 613-623; doi: 10.1038/mod- pathol.2010.228). A continuacion se logra
la obtencion de imagenes en las sondas de hibridacién inmovilizadas para deteccidon de secuencias de ARN y ADN
(sondas de secuencia complementarias marcadas).

En una realizacion particular, cuando la etapa de marcado de muestra comprende inyectar al menos una sonda
marcada, tal como para hibridacion in situ con algo de material de ADN/ARN dentro de la muestra, la inyeccion de la
sonda marcada es seguida por una inyeccion de un tampon de obtencion de imagenes, en particular, por ejemplo, un
tampon de obtencion de imagenes que comprende al menos un antioxidante y/o depurador de radicales como se
describe en esta invencion.
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En otra realizacion particular, cuando la etapa de marcado de muestra comprende inyectar al menos una sonda
marcada tal como para hibridacion in situ con algo de material de ADN/ARN dentro de la muestra, se lleva a cabo una
etapa de elucién mientras se aplica un ciclo de temperatura (por ejemplo, a un intervalo de temperatura de
aproximadamente 10 °C y aproximadamente 100 °C) para asegurar la eliminacién de sondas o marcadores hibridados
in situ no deseables que permanecen potencialmente en la muestra antes de repetir el procedimiento con otra etapa
de marcado de muestra. En este caso, el tampén de elucion puede comprender un tampdn de deshibridacion alcalino
como se describe en Zhang y col., 2011, 17(10): 2867-2873 (por ejemplo, a pH 11,2) y la etapa de elucién es seguida
por una etapa de lavado con un tampoén de lavado a una temperatura de deshibridacion (por ejemplo, a un intervalo
de temperatura de aproximadamente 10 °C y aproximadamente 100 °C) antes de llevar a cabo una nueva etapa de
marcado de muestra.

En una realizacion particular, cada etapa en la secuencia de la pluralidad de reactivos inyectada comprende para cada
reactivo dos etapas de caudal:

- una primera etapa de caudal en la que el reactivo se inyecta a un caudal inicial en un intervalo entre aproximadamente
1 ul/s y aproximadamente 100 pl/s;

- una segunda etapa de caudal en la que se inyecta el mismo reactivo a un flujo inferior (tipicamente de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 1,0 pl/s) para asegurar un flujo suficiente del dicho reactivo con la
muestra, antes de inyectar el siguiente reactivo en la secuencia.

En una realizacion particular adicional, la segunda etapa de caudal de un reactivo dura de aproximadamente 1 minuto
a aproximadamente 30 minutos (por ejemplo, de aproximadamente 2 a aproximadamente 15 minutos).

Segun una realizacion particular, la duracion de la segunda etapa de caudal depende del volumen usado por el canal
microfluidico y del tiempo necesario para la incubacion del reactivo con la muestra. Se requiere un tiempo de
incubacién calculado de aproximadamente 1 minuto para una altura de camara inferior a 100 mm.

En una realizacion, la etapa de obtencion de imagenes (v) se realiza mediante microscopia de fluorescencia confocal.
En una realizacion, la etapa de obtencidn de imagenes (v) se realiza mediante microscopia de fluorescencia.
En una realizacién, la etapa de obtencidon de imagenes (v) se realiza mediante microscopia de campo claro.

Segun una realizacion particular, un tampén de lavado se selecciona de entre una solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) y solucidn salina tamponada con Tris (TBS).

Segun una realizacién particular, un tampén de elucién se selecciona de entre una solucién con un pH bajo (por
ejemplo, pH 2) suplementada con un detergente (TritonX). La soluciéon tampén de elucidon puede contener ademas
altas concentraciones de sal idnica (por ejemplo, desde aproximadamente 0,001 M de NaCl hasta aproximadamente
1 M de NaCl), agentes caotrdpicos y/o agentes reductores/oxidantes.

Segun una realizacion particular, un tampon de bloqueo se selecciona de entre tampén de citrato de sodio y PBS
complementado con proteina (por ejemplo, albumina de suero bovino o suero) y/o detergente (por ejemplo, Tween).

Segun una realizacion particular, la etapa de bloqueo de enlace no especifico (S2) es opcional.

Segun una realizacion particular, la etapa de marcado de muestra comprende una primera etapa en la que se inyecta
un anticuerpo primario (S3'), una etapa de lavado en la que se inyecta un tampoén de lavado (S3") y una etapa adicional
en la que se inyecta un anticuerpo secundario (S3").

Segun una realizacion particular, los anticuerpos primarios de la invencion pueden ser cualquier anticuerpo adecuado
para cualquier ensayo de inmunchistoquimica e inmunofluorescente tal como se describe en Dabbs, Diagnostic
Immunohistochemistry: theranostic and diagnosis aplicaciones, 42 edicion, 2014, ISBN 978-1-4557-4461-9. Por
ejemplo, los anticuerpos adecuados son anticuerpos de inmunoglobulina G o Y de ratéon o conejo dirigidos contra
epitopos clinicamente relevantes.

Segun oftra realizacion particular, el tampdn de obtencion de imagenes comprende al menos un antioxidante y/o
depurador de radicales. Ejemplos de antioxidante y/o depurador de radicales se seleccionan de entre acido ascérbico,
acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), ciclooctatetraeno, acido lipoico y alcohol 4-
nitrobencilico.

Segun otra realizacion particular, el tampon de obtencidon de imagenes se selecciona de entre agua destilada, solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) y solucién salina tamponada con Tris (TBS).

Segun otra realizacion particular, el tampoén de obtencidon de imagenes segun la invencién comprende al menos un
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antioxidante y/o depurador de radicales, en el que dicho al menos un antioxidante y/o depurador de radicales estan
en forma soluble, es decir, en forma de una solucién tampén de obtencion de imagenes (Altman y col., 2011, Nat
Methods, 9(1), 68-71).

En otra realizacion, el flujo se aplica de manera continua.

Segun una realizacion particular, un procedimiento segun la invencién comprende al menos aproximadamente 2 a 80
ciclos de etapas (iv) a (vi), en particular al menos aproximadamente 20 a 80 ciclos de etapas (iv) a (vi).

Segun una realizacion particular, un procedimiento segun la invencion comprende de 2 hasta aproximadamente 200
ciclos de etapas (iv) a (vi), en particular de 2 hasta aproximadamente 20 ciclos o de 2 hasta aproximadamente 100
ciclos.

En esta invencidn, segun otro aspecto de la invencién, se describe un tampdén de obtenciéon de imagenes que
comprende al menos un antioxidante y/o depurador de radicales, en particular cuando dicho al menos un antioxidante
y/o depurador de radicales esta en una concentracion comprendida entre aproximadamente 1 mM y aproximadamente
1.000 mM (por ejemplo, de aproximadamente 10 a aproximadamente 1.000 mM o de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 mM).

Segun una realizacidon adicional, se proporciona un tampén de obtencién de imagenes segun la invencién que
comprende aproximadamente 10 a aproximadamente 1.000 mM de acido ascérbico (por ejemplo, aproximadamente
100 mM) o aproximadamente 1 a aproximadamente 10 mM de Trolox o &cido lipoico.

En una realizacién particular adicional, se proporciona un procedimiento para obtencion de imagenes in situ de
muestras mediante multiplexacion ciclica como se describe en esta invencion en el que en la etapa de preobtencion
de imagenes se inyecta un tampdn de obtencién de imagenes segun la invencion.

Segun un aspecto, el procedimiento de la invencion permite la obtencidén de imagenes in situ de muestras mediante
multiplexacion ciclica de elaboracion de perfiles moleculares en diversas muestras, en particular muestras biolégicas,
incluyendo secciones de tejido, cultivos celulares, proteinas o preparaciones de acidos nucleicos.

Segun otro aspecto, las muestras que se proporcionan para el analisis mediante un procedimiento de la invencién
como inmovilizadas por diferentes tipos de técnicas e incluyen muestras de tejido embebido en parafina y fijado en
formalina (FFPE), muestras de tejido fijado criogénicamente, frotis celulares, muestras de biopsia con aguja y
preparaciones celulares fijadas. Pueden realizarse diferentes tipos de etapas de preparacion de muestra dependiendo
del tipo de muestra y la aplicacion deseada.

Segun otro aspecto, las sondas de marcado comprenden colorantes quimicos, anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos u oligonucledétidos que conducen a una sonda de obtencion de imagenes tales como sondas de hibridacién
o amplificacion in situ.

Las caracteristicas mencionadas anteriormente pueden combinarse de cualquier manera apropiada.

Una caracteristica ventajosa de la invencion es proporcionar un procedimiento en el que los tiempos del ciclo de
incubacién, lavado y elucion se reducen a minutos, impidiendo la degradacion de los antigenos de la muestra en
condiciones ambientales fluctuantes y durante la exposicién a tampones agresivos.

Una caracteristica ventajosa de la invencion es proporcionar un procedimiento que permite llevar a cabo marcado de
muestra convencional, tal como anticuerpos primarios y secundarios convencionales combinados con sistemas de
deteccién convencionales, sin necesidad de reactivos, tampones o sistemas de deteccion dedicados o personalizados
para marcado multiple.

Una ventaja evidente para un procedimiento de la invencién es eliminar la necesidad de montar y desmontar
repetidamente cubreobjetos de muestra a través de cada ciclo de obtenciéon de imagenes, lo que puede afectar la
integridad de la muestra y ocasionar la degradacién de la reproducibilidad e impedir la automatizacion completa de tal
procedimiento, lo que también es esencial para un marcado reproducible.

Una ventaja evidente adicional para un procedimiento de la invencion es usar el 100 % de un area de muestra para
analisis de multiplexacion.

Otra caracteristica ventajosa de la invencién es proporcionar un procedimiento cuyo rendimiento multiciclo puede
mejorarse aun mas usando composiciones de tampodn de obtencidon de imagenes especificas durante la etapa de
obtencion de imagenes para eliminar eficientemente las sondas de marcado tales como moléculas fluorescentes del
analito durante la etapa de elucién antes de llevar a cabo la siguiente etapa analitica y para impedir alteraciones
fotoinducidas de la muestra o de las moléculas marcadas usadas durante la etapa de marcado de muestra.

Aparte del andlisis de muestras, un procedimiento segun la invencion puede ser Util para multiplexar la deteccion de
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secuencias genéticas, tal como por hibridacién in situ.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencidn resultaran evidentes a partir de las reivindicaciones, la descripcion
detallada y las figuras. Habiéndose descrito la invencion, los siguientes ejemplos se presentan a titulo de ilustracion y
no de limitacién.

Ejemplos
Ejemplo 1: Ejemplo de protocolo de multiplexacion para llevar a cabo ciclos de marcado de muestra sucesivos

Un procedimiento de la invencién para obtencion de imagenes in situ de muestras mediante multiplexacion ciclica se
implementa en un dispositivo en una muestra de tejido embebido en parafina y fijado en formalina (FFPE) como se
ilustra en la Figura 1.

a) Ejemplo de preparacién de muestra

Pueden realizarse diferentes tipos de etapas de preparacion de muestra dependiendo del tipo de muestra y la
aplicacion deseada. En el presente ejemplo, las etapas de preparaciéon de muestra para muestras de tejido FFPE que
se llevaron a cabo antes de los procedimientos de tincién multiple se describen aqui como un ejemplo tipico.

Las muestras bioldgicas primero se deshidratan a 65 °C durante 10 min. Después de 5 minutos de enfriamiento, las
secciones de tejido se desparafinan durante 10 minutos en una solucién Histoclear (por ejemplo, xilol), seguido de
rehidratacion en etanol al 100 %, 95 %, 70 % y 40 % (vol./vol.), respectivamente. Finalmente, el procedimiento de
recuperacion de antigeno inducido por calor se lleva a cabo con un tampén de citrato de sodio (aproximadamente pH
6) o un tampon EDTA (aproximadamente pH 9) en un baifo de agua a 95 °C o una olla eléctrica a presion durante
aproximadamente 20 minutos. El protocolo exacto depende de las sondas de marcado usadas. La muestra esta
entonces lista para realizar un procedimiento de la invencién como se ilustra en el siguiente dispositivo ejemplar.

b) Ejemplo de dispositivo para implementar el procedimiento de lainvencion

La Figura 1 muestra la seccién transversal de un dispositivo ejemplar (3) para implementar un procedimiento de la
invencion donde una muestra (1), por ejemplo, como se prepara en a), es inmovilizada en un soporte de muestra (2)
en el que dicho soporte de muestra se mantiene en la pared de la camara microfluidica (5b) orientado a la entrada de
alimentacion de fluido de dicha camara microfluidica, de modo que la muestra (1) esta orientada a la parte interior de
la camara microfluidica.

c) Ejemplo de secuencia de reactivos de obtencion de imagenes

El ciclo inicial del procedimiento de multiplexacion de la invencién puede iniciarse después de la preparacion de tejidos
y reactivos. En la Figura 2A se esboza una secuencia de reactivos de obtencion de imagenes (que comprende
soluciones de lavado/elucion, soluciones de bloqueo, soluciones de sonda de marcado, etc.) usada en un
procedimiento de multiplexacién segun la invencion utilizado para llevar a cabo ciclos sucesivos de marcado de
muestras y obtencion de imagenes. Tal secuencia de reactivos de obtencion de imagenes se introduce sucesivamente
en la camara microfluidica (4) a través de la entrada de fluido (6) por el sistema de alimentacién de fluido (8).

Etapa 0: Etapa de lavado

Cada ciclo comienza con el primer lavado de la muestra de tejido haciendo fluir un tampoén a través del sistema, tal
como solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y solucién salina tamponada con Tris (TBS).

Etapa 1: Etapa de elucién

El tampon de lavado es seguido en la secuencia de los reactivos de obtencién de imagenes por un tampon de elucion,
cuya composicion y condiciones de pH pueden variar dependiendo de la muestra analizada para eliminar material no
deseado (por ejemplo, sondas de marcado tales como anticuerpos o marcadores) que permanecen potencialmente
en la muestra. Por ejemplo, puede usarse tampodn de glicina 0,1M a pH 2 suplementado con 0,05 % de detergente
TritonX como tampodn de elucion.

Etapa 2: Etapa de bloqueo de enlace no especifico
A continuacioén, se hace fluir un tampén de bloqueo (por ejemplo, tampoén de citrato de sodio o PBS-Tween con
albumina de suero bovino) en la secuencia de la secuencia de reactivos de obtencion de imagenes a través de la

camara microfluidica para disminuir el enlace no especifico de proteinas en las etapas posteriores.

Etapa 3 (3', 3" y 3"'): Etapa(s) de marcado de muestra
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La(s) sonda(s) de obtencion de imagenes o la(s) sonda(s) de marcado que conducen a la sonda de obtencién de
imagenes se introducen a continuacién en la secuencia de los reactivos de obtencién de imagenes que se han hecho
fluir en el canal microfluidico. Por ejemplo, una secuencia de sondas de marcado que conduce a una sonda marcada
incluye una secuencia en la que un anticuerpo primario y a continuacién un anticuerpo secundario (sondas de
marcado) se hacen fluir e incuban, mientras se lava la muestra con un tampén de lavado entre cada etapa. Las
proporciones de dilucion de las sondas de marcado se determinan dependiendo del protocolo optimizado o las
instrucciones del vendedor. Alternativamente, otro ejemplo de etapa de marcado de muestra incluye inyectar una
sonda marcada con ARN o ADN para hibridacién in situ. En este caso, el procedimiento incluye ademas aplicar un
ciclo de temperatura adecuado para asegurar la hibridacion del material de ARN o ADN dentro de la muestra con las
secuencias complementarias de las sondas marcadas con ARN o ADN.

Etapa 4: Etapa de obtencion de imagenes

La obtencion de imagenes se realiza después del final de este ciclo y, finalmente, después de que se haya hecho fluir
un tampodn de obtencién de imagenes en el canal microfluidico.

Todo el procedimiento ciclico puede repetirse hasta aproximadamente 50 veces con diferentes sondas de obtencion
de imagenes. En el caso de un ciclo en el que se logra el marcado de muestra en vista de la hibridacion in situ, el
procedimiento puede incluir ademas aplicar un ciclo de temperatura para asegurar la eliminacién de sondas o
marcadores hibridados in situ no deseables que permanecen potencialmente en la muestra antes de repetir el
procedimiento con otra etapa de marcado de muestra, por ejemplo, durante la etapa de elucion.

La Figura 2B muestra un ejemplo de diagrama de flujo del marcado mutimuestra y el procedimiento de obtencién de
imagenes con anticuerpos primarios (a) y a continuacion secundarios (b) como sondas de marcado dirigidas a diversas
dianas (T1, T2, Tn) en una muestra que muestra la repeticion de secuencia de las diferentes etapas de la secuencia
de reactivos de obtencion de imagenes esbozada en la Figura 2A y la repeticion de la secuencia n veces. La Tabla 1
a continuacién muestra un grafico de tiempo de ejemplo de un ciclo de marcado de muestra para una aplicacion tipica.
Cada ciclo puede reducirse a aproximadamente menos de 10 minutos, conduciendo asi a un tiempo de marcado de
muestra de aproximadamente 5 horas necesario para realizar aproximadamente 50 ciclos de marcado de muestra en
este caso particular. El tiempo de obtencién de imagenes depende del nimero de canales fluorescentes, el area de
obtencion de imagenes y la resolucion requerida para cada ciclo, y varia de 1 minuto a 120 minutos por etapa. Por lo
tanto, el tiempo total requerido para la obtencion de imagenes y el marcado de muestra puede ser tan bajo como
aproximadamente 6 horas para completar 50 ciclos de marcado de muestra junto con la obtencién de imagenes.

Tabla 1
Reactivo Duracion de flujo (s) [Tiempo de incubacidn (s)[Tiempo de etapa (s)
Tampon de eluciéon 12 60 72
Tampon de lavado 20 20
Tampon de blogueo 12 60 72
Tampon de lavado 20 20
% Ab primario (n) 12 120 132
8 Tampon de lavado 20 20
Ab secundario (n) 12 120 132
Tampon de lavado 20 20
Tampon de obtencién de
imagenes 20 20
Total 148 360 508

d) Ejemplo de medicion de muestra

Los resultados de la obtencién de imagenes de ciclos de marcado de muestra sucesivos llevados a cabo con un
procedimiento de la invencion son como se describen a continuacion.

Cultivo celular
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Se cultivan células HelLa Kyoto en DMEM (medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco) suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (FBS) a 37 °C y 5 % de CO2. Después de la tripsinizacién y la resuspension, la suspension celular
se pipetea en condiciones estériles en portaobjetos de vidrio de borosilicato ultrafino limpios para sala blanca (25 x 75
mm, 170 mm de grosor), se coloca dentro de una placa de Petri de 10 cm y se cultiva durante 2-3 dias hasta que se
ha alcanzado aproximadamente el 80 % de confluencia.

Fijacion

El portaobjetos de vidrio con las células cultivadas en la parte superior se retira de la placa de Petri y se lava en un
frasco de vidrio con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y a continuacion se sumerge en PBS suplementado
con 4 % de paraformaldehido (PFA) durante 30 minutos.

Permeabilizacion

El portaobjetos de vidrio se lava nuevamente con PBS y a continuacién se sumerge en PBS suplementado con 0,25
% de detergente Triton-X durante 15 minutos. Posteriormente, el portaobjetos se inserta en un dispositivo como se
describe en esta invencién para implementar un procedimiento de la invencién.

Etapas de multiplexacion

Se realizan ciclos iterativos de marcado de muestra, obtencién de imagenes y elucion en el dispositivo y se lleva a
cabo la obtencion de imagenes. Lavado: Se aplica PBS a un caudal de 25 pl/s durante 10 s. (S0)

Bloqueo: Se aplica PBS suplementado con 5 % de suero de cabra a un caudal de 15 pl/s durante 10 segundos y a
continuacion se incuba durante 2 minutos bajo un flujo continuo de 0,015 pli/s. (S2)

Enlace de anticuerpos primarios: PBS suplementado con 5 % de suero de cabra y anticuerpos primarios antihumano
de ratén y antihumano de conejo especificos de antigeno (anticuerpos primarios para cualquier ensayo de
inmunohistoquimica e inmunofluorescente como se describe en Dabbs, 2014, supra) (dilucion de 1:10-1:1000,
dependiendo de la concentracion de la solucién de anticuerpo primario y la afinidad del anticuerpo) se aplica a un
caudal de 15 pl/s durante 10 segundos y a continuacién se incuba durante 15 minutos bajo un flujo continuo de 0,015
ul/s. (S3')

Lavado: Se aplica PBS a un caudal de 25 ml/s durante 10 s. (S3")

Enlace de anticuerpos secundarios: PBS suplementado con 5 % de suero de cabra, DAPI y anticuerpos secundarios
anticonejo de cabra y antirratéon de cabra (dilucion de 1:250, 8 pg/ml) marcados con fluoréforos Alexa 568 y 647,
respectivamente, se aplica a un caudal de 15 pyl/s durante 10 segundos y a continuaciéon se incubaron durante 15
minutos bajo flujo continuo de 0,015 pl/s. (S3™)

Lavado: Se aplica PBS a un caudal de 25 ml/s durante 10 s. (S3a)

Obtencion de imagenes: Se aplica tampon de obtencion de imagenes (PBS suplementado con 100 mM de acido
ascorbico) a un caudal de 25 pl/s durante 10 segundos y a continuacion se aplica continuamente a 0,015 pl/s durante
todo el procedimiento de obtencion de imagenes. (S4)

A continuacion, se adquieren imagenes en un microscopio confocal de disco giratorio con un aumento de 40x en tres
canales separados para el tinte DAPI (4',6-Diamidin-2-fenilindol) (exposicion a 405 nm) y los dos tintes de
inmunofluorescencia, fluoréforos Alexa 488 y 568 (exposicion a 488 y 561 nm, respectivamente). Se escanea un area
grande de aproximadamente 500-1.000 sitios de adquisicion y se adquieren 10 planos focales por canal en cada sitio.
El canal DAPI se adquiere en cada ciclo y, por lo tanto, puede servir como referencia a través de los ciclos para la
alineacion computacional de imagenes adquiridas en diferentes ciclos en caso de un desplazamiento entre ciclos.

Lavado: Se aplica PBS a un caudal de 25 pl/s durante 10 s.
Elucién: Se aplica tampdn de elucién (solucién de glicina 0,1 M a pH 2 suplementada con 0,05 % de detergente
TritonX) a un caudal de 15 pl/s durante 10 segundos y a continuacién se incuba durante 1 minuto bajo un flujo continuo

de 0,015 pl/s. Esta etapa se realiza dos veces.

Ejemplo 2: Ejemplo de uso de un tampon de obtenciéon de imagenes de la invencion en un procedimiento de
la invencion

El presente ejemplo ilustra el uso de un tampdn de obtencion de imagenes segun la invencion usado para mejorar la

eficiencia de eliminacion de moléculas fluorescentes de muestras bajo luz de alta intensidad, que es particularmente
util en un procedimiento segun la invencion.
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Se aplicaron células Hela fijadas con formalina a un ciclo de marcado de muestra segun el protocolo de multiplexacion
como se describe en el Ejemplo 1. A continuacién, se realizé la obtencién de imagenes usando como tampdn de
obtencién de imagenes solucion salina tamponada con fosfato (PBS) sola o en combinacion con un agente depurador
de radicales. Posteriormente, se realizé la etapa de elucién como se describe en el Ejemplo 1y se realizé un segundo
ciclo de marcado de muestra, omitiendo la etapa de enlace de anticuerpos primarios, y se escaned un area de
obtencion de imagenes mas grande en comparacion con la primera ronda de obtencion de imagenes, mientras que se
dejan sin cambios todos los demas parametros de obtencion de imagenes tales como la intensidad del Iaser y el tiempo
de exposicion. En las imagenes mostradas, el recuadro contorneado indica el area de adquisicién de la primera ronda
de obtencién de imagenes.

La Figura 3A muestra la reticulacion fotoinducida entre antigenos y anticuerpos tras la obtenciéon de imagenes en
presencia de PBS uUnicamente.

La Figura 3B muestra una muestra similar expuesta a condiciones idénticas de premarcado y marcado tras la obtencion
de imagenes en presencia de PBS suplementado con Trolox 10 mM (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico).

Esos datos apoyan que la adicidon de antioxidantes y/o depuradores de radicales al tampdn de obtencién de imagenes
impide la reticulacion fotoinducida entre antigenos y anticuerpos usados en procedimientos de obtencién de imagenes
in situ de muestras y, por lo tanto, aumenta la eficiencia de la eliminaciéon de moléculas fluorescentes de una muestra
sometida a multiplexacion ciclica y, por lo tanto, conduce a un mayor rendimiento de un procedimiento de la invencién.

Ejemplo 3: Tincion colocalizada multiplexada de ER, CK, PR y HER2 en una muestra de tumor de mama

Los portaobjetos de tejido embebido en parafina y fijado con formalina (FFPE) pueden tefiirse mientras que también
se obtienen imégenes de la muestra entre cada etapa usando los procedimientos descritos en la presente invencion.
Como ejemplo ilustrativo, una seccion de tumor de mama FFPE positiva al receptor de estrogenos (ER), el receptor
de progesterona (PR), la citoqueratina (CK) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (HER2), se ha tefido
usando multiplexacion secuencial segun un procedimiento de la invencién usando en secuencia una pluralidad de
reactivos y etapas de obtencion de imagenes determinadas segun los datos derivados de los resultados preliminares
de la prueba. La muestra ha sido preparada primero para la tincién a través de los procedimientos de desparafinado,
rehidratacion y recuperacion de antigeno como se describe en los ejemplos anteriores y sometida a continuacién a un
procedimiento de obtencidén de imagenes in situ de la invencion que se resumen en la Tabla 2 a continuacién. Cada
marcador ha sido detectado en la etapa de obtencién de imagenes usando ensayos tipo sdndwich con sondas de
deteccion fluorescentes de diferentes longitudes de onda (Alexa Fluor). Para la elucién eficiente de los anticuerpos,
se ha usado una combinacion de tampén de elucion (EB) y dodecilsulfato de sodio (SDS) en las etapas de elucién. Se
han tomado imagenes de control después de cada tincion (etapas de obtencion de imagenes 1 a 4), para verificar la
deteccidn especifica del biomarcador dirigido (ER, PR, CK'y HER2), y después de cada etapa de elucién del siguiente
ciclo, para verificar la eliminacion completa del Abs antes de tefiir el siguiente biomarcador del que han de obtenerse
imagenes en la siguiente etapa de obtencion de imagenes. Con el fin de obtener imagenes y volver a teiir el mismo
portaobjetos, se ha empleado una solucién de montaje basada en glicerol (SlowFade Gold). Las imagenes
consecutivas obtenidas durante este procedimiento se presentan en la Figura 4 y se muestra la imagen de muestra
después de cada tincion (A, C, E y G) y la etapa de elucién (B, D y F) para demostrar tanto la tincion como la eficiencia
de elucion.

Tabla 2
Etapas Reactivo Duracién de Tiempo de | Tiempo de
flujo (s) incubacion (s)| etapa (s)
Desparafinado Histoclear™ - - 600
8
8 |Rehidratacion Etanol de 100 % a 0 % 120
=]
g
[}
=
[=
0
©
g Recuperacion delpH 9 Tris/EDTA 2400
2lantigenos
a
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Etapas

Reactivo

Duracioén de flujo| Tiempode | Tiempo de
(s) incubacion (s) | etapa (s)
Ciclo 1
Etapa 1 de marcadojap, primario (1) 10 240 250
de muestra Raton anti-ER, dil 1/50
Tampdn de lavado: PBS 10 - 10
Ab secundario (1) 10 240 250
Alexa Fluor 546 antirratén de cabra
IgG, dil. 1/40
Tampon de lavado: PBS 10 - 10
Etapa de obtencién|contratefiido - - 0
de imagenes 1 SlowFade Gold + DAPI
Ciclo 2
Etapa de elucion SI'tampon de elucion 10 240 250
EB+SDS 0,5 %
Tampon de lavado: PBS 10 B 10
Etapa de marcadoap primario (2) 10 120 130
de muestra 2 Raton anti-CK, dil 1/100
Tampén de lavado: PBS 10 - 10
Ab secundario (2) 10 120 130
Alexa Fluor 647 antirraton de cabra
—_ IgG, dil. 1/40
53
1L Tampon de lavado: PBS 10 - 10
z Etapa de obtencion = idéntica a la etapa de obtencion de imagenes 1
2 |de imégenes 2
g Ciclo 3
[}
.g- Etapa de elucion SI” = idem que S71’
S
= [Etapa de marcadolap, primario (3) 10 240 250
de muestra 3 Raton anti-PR, dil 1/100
Tampon de lavado: PBS 10 - 10
Ab secundario (3) 10 240 250
Alexa Fluor 647 antirratén de cabra
IgG, dil. 1/40
Tampon de lavado: PBS 10 ) 10
Etapa de obtencion = idéntica a la etapa de obtencion de imagenes 1
de imagenes 3
Ciclo 4
Etapa de elucién = idéntica a S1’
SI!!!
Etapa de marcadoap primario (4) 10 120 130
de muestra 4 Conejo anti- HER2, dil 1/250
Tampon de lavado: PBS 10 - 10
Ab secundario (4) 10 120 130
Alexa Fluor 594 antirraton de cabra
IgG, dil. 1/40
Tampon de lavado: PBS 10 B 10
Etapa de obtencion = idéntica a la etapa de obtencion de imagenes 1
de imagenes 4
Multiplexacién total 220 2160 2380
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Los resultados muestran que un procedimiento de multiplexacién segun la invencidén permite ventajosamente la
obtencion de tinciones colocalizadas multiplexadas para diversos biomarcadores en la misma muestra bioldgica con
alta eficiencia de tincion y contrastes, en el que la tincién se lleva a cabo selectivamente en los biomarcadores de
interés sin interaccion entre los diferentes reactivos de obtencion de imagenes para los diversos biomarcadores y en
un tiempo de experimentacion total limitado de aproximadamente 40 minutos.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para obtencion de imagenes in situ de muestras mediante multiplexacién ciclica que
comprende las etapas de:

(i) proporcionar una muestra inmovilizada en un soporte de muestra;

(i) proporcionar un dispositivo microfluidico que comprende una camara microfluidica, al menos una entrada de
fluido en un extremo de dicha camara microfluidica y al menos una salida de fluido en otro extremo de dicha camara
microfluidica configurada para conducir un fluido suministrado desde un sistema de alimentacion de fluido a presion
a través de la camara microfluidica para el transporte advectivo de sustancias fluidicas y reactivos dentro de dicha
camara microfluidica de manera uniforme, en el que al menos una pared de la camara microfluidica esta formada
por el soporte de muestra y en el que el volumen de la cdmara microfluidica es de 2,5 pl y 200 pl;

(iii) montar dicho soporte de muestra sobre dicha camara microfluidica con la muestra orientada al interior de la
camara microfluidica

(iv) inyectar en secuencia una pluralidad de reactivos, incluyendo al menos una sonda de obtencion de imagenes,
a través de la entrada de fluido en la camara microfluidica, a un caudal en un intervalo entre 1 pl/s y 100 pl/s;

(v) obtener imagenes de una sefal emitida por componentes de la muestra que reaccioné con dicha al menos una
sonda de obtencion de imagenes;

(vi) repetir las etapas (iv) y (v) con diferentes sondas de obtencién de imagenes;

en el que dicha inyeccion en secuencia de una pluralidad de reactivos incluye:

- una etapa de elucién en la que se inyecta un tampon de elucion para eliminar material no deseable que permanece
potencialmente en la muestra; (S1)

- una etapa de bloqueo de enlace no especifico en la que se inyecta un tampoén de bloqueo; (S2)

- una etapa de marcado de muestra en la que se inyecta una sonda de obtencién de imagenes; (S3) y - una etapa
de preobtecion de imagenes opcional en la que se inyecta un tampdn de obtenciéon de imagenes, en la que cada
una de estas etapas puede ir precedida y/o seguida de una etapa de lavado opcional en la que se inyecta un
tampon de lavado, (S4)

en el que dicha al menos una sonda de obtencion de imagenes resulta de la inyeccidon de una secuencia de anticuerpos
especificos como sondas de marcado y moléculas de deteccidon cromégenas o fluorescentes, dirigidas a las entidades
moleculares que han de ser analizadas dentro de dicha muestra.

2. Un procedimiento segun la reivindicaciéon 1, en el que cada etapa en la secuencia de la pluralidad de
reactivos inyectada comprende para cada reactivo, dos etapas de caudal:

- una primera etapa de caudal en la que el reactivo se inyecta a un caudal inicial en un intervalo entre 1 pl/s'y 100
l/s;

- una segunda etapa de caudal en la que se inyecta el mismo reactivo a un flujo inferior (tipicamente de 0,001 a
1,0 pl/s) para asegurar la incubacion de dicho reactivo con la muestra, antes de inyectar el siguiente reactivo en la
secuencia.

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 2 en el que la primera etapa de caudal durade 1 sa 120 s.

4. Un procedimiento segun la reivindicacion 2 o 3 en el que la segunda etapa de caudal de un reactivo
dura de 1 minuto a 30 minutos.

5. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la etapa de marcado de
muestra comprende una primera etapa en la que se inyecta un anticuerpo primario (S3'), una etapa de lavado en la
que se inyecta un tampon de lavado (S3") y una etapa adicional en la que se inyecta un anticuerpo secundario (S3"").

6. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la etapa de inyectar en
secuencia una pluralidad de reactivos incluye:

- una etapa de lavado en la que se inyecta un tampén de lavado (S0);

- una etapa de bloqueo de enlace no especifico (S2) en la que se inyecta un tampon de bloqueo; - una etapa de
marcado de muestra en la que se inyecta una sonda de obtencién de imagenes (S3);

- una etapa de lavado en la que se inyecta un tampon de lavado (S3a);

- una etapa de preobtencion de imagenes opcional (S4) en la que se inyecta un tampdn de obtencion de imagenes,
en el que la etapa de marcado de muestra comprende una primera etapa en la que se inyecta un anticuerpo
primario (S3'), una etapa de lavado en la que se inyecta un tampdn de lavado (S3") y una etapa adicional en la que
se inyecta un anticuerpo secundario (S3"").

7. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la etapa de marcado de muestra
comprende inyectar al menos una sonda marcada, tal como para hibridacion in situ con algo de material de ADN/ARN

15



10

15

20

ES 2799 705 T3

dentro de la muestra, tal como una sonda de ARN o ADN marcada.

8. Un procedimiento segun la reivindicacién 7, en el que la etapa de marcado de muestra comprende
ademas aplicar ciclos de temperatura dentro de la cdmara microfluidica para hibridar material de ADN/ARN dentro de
la muestra con las sondas de ARN o ADN.

9. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la etapa de obtencion de
imagenes (v) se realiza mediante microscopia de fluorescencia o microscopia de campo claro.

10. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el procedimiento comprende
al menos 2 a 80 ciclos de etapas (iv) a (v).

11. Un procedimiento segun la reivindicaciéon 7, en el que, en la etapa (vi), la etapa de elucion se lleva a
cabo mientras se aplica un ciclo de temperatura para asegurar la eliminacion de sondas o marcadores hibridados in
situ no deseables que permanecen potencialmente en la muestra antes de repetir el procedimiento con otra etapa de
marcado de muestra.

12. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que esta presente dicha etapa
de preobtencién de imagenes.
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Figura 1
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Figura 2B
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Figura 3
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Figura 4
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