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Descripcion
Campo Técnico

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para separar sustancias utilizando
electroforesis y un procedimiento para medir la diana de medicion separada por dicho
procedimiento de separacion.

Técnica Antecedente

En un Microsistema de Andlisis Total (u-TAS; Laboratorio en una microplaca) que se
supone que es un medio de analisis de nueva generacion, una serie de andlisis quimicos y
bioquimicos tales como extraccion de un componente diana para su analisis de una muestra
biolégica (etapa de extraccion), analisis del componente wusando una reaccion
quimica/bioquimica (etapa analitica), asi como un procesamiento posterior para su separacion
(etapa de separacion) y deteccidén (etapa de deteccién), se realizan todos en un analizador
extremadamente pequefio integrado en una microplaca, de varios cm a varias decenas de cm
en un lado. Como procedimientos de separacién para este sistema, se han reconocido
ampliamente los procedimientos siguientes. La electroforesis capilar utiliza una diferencia de la
carga de sustancias en un alto campo eléctrico, en el que se prepara un capilar (tubo fino), de 1
mm o0 menos de diametro interior, con un compuesto polimérico, teflén o silice como material
facilmente aplicable sobre un sustrato para un procesamiento fino. La cromatografia en columna
capilar utiliza una diferencia de interaccion entre un soporte de columna y una sustancia usando
un capilar similar.

Entre ellos, la electroforesis capilar tiene caracteristicas que, puesto que el area de
superficie capilar es considerablemente grande respecto al volumen interior del capilar, la
generacion de calor de Joule por aplicacion de alto voltaje se bloquea eficazmente y
proporciona mayor resoluciéon en un periodo de tiempo corto que la electroforesis convencional.
Por lo tanto, la electroforesis capilar se ha considerado como un procedimiento adecuado para
u-TAS puesto que se permite la separacién en una longitud de separacion relativamente corta.

Particularmente, en los Ultimos afos, se ha desarrollado una técnica de separacion, la
denominada electroforesis en microplaca capilar, como uno de los procedimientos
electroforéticos capilares para pu-TAS, en la que se genera un capilar en una microplaca de
varios cm a varias decenas de cm en un lado por medio de una técnica de procesamiento fina
tal como fotolitografia [J. Chromatogr. (1992) 593, 253-258, Manz, A. y col., Anal. Chem. (1992)
64, 1926-1932, Harrison, D. J. y col.; Anal. Chem. (1994) 66, 3472-3476, Jacobson, S. C. y col.,
Science (1993) 261, 895-897, Harrison, D. J. y col.,, Anal. Chem. (1993) 65, 2637-2642,
Effenhauser, C. S. y col.].

En el procedimiento electroforético en microplaca capilar mencionado anteriormente, sin



10

15

20

25

30

35

ES 2349949 T3

embargo, existe una limitacién en la longitud del capilar para la separacién y la longitud para la
separacion se acorta mucho en comparacién con la de la electroforesis capilar convencional.
Por lo tanto, se vuelve un problema que la capacidad de separacion sea insuficiente para
moléculas relativamente grandes tales como &cidos nucleicos, polipéptidos y proteinas, aunque
es suficiente para sustancias de bajo peso molecular enormemente influenciadas por una carga
eléctrica intramolecular.

Para resolver esta cuestion, se ha desarrollado un procedimiento de separacion usando
un polimero que tiene un efecto de tamiz molecular, por ejemplo, hidroxietilcelulosa y
poliacrilamida como aditivo anadido en el capilar [Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994) 91, 11348-
11352, Woolly, A. T. y Mathies, R. A., Anal. Chem. (1996) 68, 720-723, Jacobson, S. C. y
Ramsey, J. M., Anal. Chem. (1997) 69, 2181-2186, Woolley, A. T., y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1994) 91, 11348-11352, Woolley, A. T. y Mathies, R. A.; Anal. Chem. (1994) 66, 2949-
2953, Effenhauser, C.S., y col.; Anal. Chem (1995) 67, 3676-3680] y etcétera]. En las
circunstancias actuales, sin embargo, la separacion de polipéptidos o proteinas es todavia
insuficiente incluso de acuerdo con estos procedimientos.

También se propone como otro procedimiento para separar proteinas el uso de un
polimero de acrilamida que tenga un efecto de tamiz molecular como agente de envasado de
capilar en presencia de dodecilsulfato sédico [SDS-PAGE: Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999) 96,
5372-5377, Yao, S., y col.]. En este procedimiento, sin embargo, puesto que las proteinas
tienen que desnaturalizarse con dodecilsulfato sodico, es dificil separarlas al tiempo que
mantengan sus propias actividades tales como la actividad de union especifica.

Para resolver estos problemas se ha descrito el procedimiento siguiente (Patente
Japonesa N? 3.070.418; WO 98/512371). Se permite que un componente diana para analisis
reaccione con 2 especies de sustancias, teniendo una de ellas una afinidad especifica hacia la
diana y uniéndose a una sustancia cargada, y teniendo otra una afinidad especifica hacia la
diana y uniéndose a un marcador detectable, para formar un complejo que comprende estos 3
componentes (sustancia que tiene una afinidad especifica hacia la diana y se une a una
sustancia cargada-componente diana para analisis-sustancia que tiene una afinidad especifica
hacia la diana y se une a un marcador detectable). El complejo se separa de la sustancia que
tiene una afinidad especifica hacia la diana y se une a un marcador detectable no implicado en
la formacion del complejo mediante un procedimiento de separacion eléctrico (B/F) que utiliza la
diferencia de carga entre la sustancia cargada contenida en el complejo y la sustancia que tiene
una afinidad especifica hacia la diana y que se une a un marcador detectable no implicada en la
formacioén del complejo.

En este procedimiento, sin embargo, es necesario que la sustancia cargada que mejora
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la capacidad de separacion y el marcador para su deteccién hayan estado cada uno siempre
unidos a un tipo diferente de sustancia que tiene una afinidad especifica hacia la diana. Como
desventaja adicional, también es necesario ajustar la cantidad del marcador detectable que se
une a una sustancia capaz de unirse especificamente al componente diana, puesto que la carga
de la sustancia capaz de unirse especificamente al componente diana y de unirse al marcador
detectable se modifica para disminuir la precision de separacién y ensanchar el pico de
separacion.

Ademas, se conocen procedimientos de inmunoensayo basados en separacion
electroforética (capilar) de los documentos US 5.570.680, US 6.103.537, EP-A-0815942, EP-A-
0755941 y US 5.137.609; se conocen procedimientos de inmunoensayo basados en HPLC de
los documentos EP-A-0357869 y EP-A-1061370; y se conocen procedimientos de
inmunoensayo basados en exclusiébn en gel o cromatografia de afinidad del documento US
5.981.171.

En vista del estado de la técnica mencionado anteriormente, la invencién pretende
proporcionar un procedimiento para separar una diana de medicion utilizando electroforesis de
forma eficaz con gran sensibilidad y en un periodo de tiempo corto, y un procedimiento para
medir la diana de medicidén separada por el procedimiento de separacion.

Divulgacion de la Invencion

La invencién se realiz6 para resolver los problemas mencionados anteriormente y esta
relacionada con lo siguiente:

(1) Un procedimiento para la separacion de una diana de medicion por electroforesis que
comprende usar una sustancia a la que estd unida una cadena de acido nucleico
bicatenaria marcada con un marcador, en el que dicha sustancia que tiene una afinidad por
dicha diana de medicién tiene una propiedad de unién por la diana de medicién basada en
la interaccion entre “antigeno” y “anticuerpo”, “cadena de azlcar” y “lectina”, “enzima” e
“inhibidor”, “proteina” y “cadena peptidica” o “receptor” y “ligando”.

(2) Dicho procedimiento de separacién por electroforesis que comprende formar un
complejo que comprende la diana de medicidn-(la cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de unién-marcador) a partir de una muestra que contiene una diana de medicion,
una sustancia a la que esta unida una cadena de acido nucleico y que tiene una afinidad
hacia la diana de medicion (en lo sucesivo abreviada a veces como cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién) y un marcador capaz de marcar dicha cadena de
acido nucleico y separar dicho complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién-marcador no implicada en la formacion de dicho complejo y, si es
necesario, del marcador por electroforesis.
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(3) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende poner
mutuamente en contacto una muestra que contiene una diana de medicidén, una sustancia a
la que esta unida una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia la diana de
medicion (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién) y un marcador capaz
de marcar dicha cadena de acido nucleico, y separar el complejo resultante que comprende
la diana de medicion-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-
marcador) de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador no
implicada en la formacion de dicho complejo y, si es necesario, del marcador por
electroforesis.

(4) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende formar un
complejo que comprende la diana de medicion-(dos o mas especies de la cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) de una muestra que contiene una diana
de medicion, dos 0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de &cido
nucleico y que tienen afinidad hacia la diana de medicién y sitios de unibn mutuamente
diferentes con la diana de medicién, y un marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido
nucleico, y separar dicho complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
union-marcador no implicada en la formacién de dicho complejo y, si es necesario, del
marcador por electroforesis.

(5) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende poner
mutuamente en contacto una muestra que tiene una diana de medicién, dos o mas
especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen
afinidad hacia la diana de medicion y sitios de unién mutuamente diferentes con la diana de
medicién, y un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico, y separar el
complejo resultante que comprende la diana de medicion-(dos 0 mas especies de la cadena
de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) de la cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de union-marcador no implicada en la formacién dicho
complejo y, si es necesario, del marcador por electroforesis.

(6) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende formar [1] un
complejo de la diana de medicién A;-cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de
unién Bas.an-marcador, [2] un complejo de la diana de medicion A,-cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién de Bai.an Y cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de union Bas.a,-marcador, [3] un complejo de la diana de medicién As-cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bai.an, cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién Bax.a, ¥ cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién
Bas.an-marcador, ..., [n-1] un complejo de la diana de medicién A,;-cadena de acido
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nucleico-sustancia con afinidad de union Bai.an, Cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién Bao.an, cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bagz.an, ...
y cadena de &acido nucleico-sustancia con afinidad de union Ban1.an-marcador, y [n] un
complejo de la diana An-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baj.an,
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Ba,.an, cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Bas.an, ... cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad
de unidn Ban.1:an Y cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,-marcador
de (a) una muestra que contiene n tipos mutuamente diferentes de dianas de medicion Ay,
Ao, As, ... Anry A, (D) (1) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y
que tiene afinidad hacia todas las dianas de medicion de A, a A, (cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Bas.an), (2) una sustancia a la que se une una cadena de
acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las dianas de medicién de A, a A, excepto
por A; (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Bazan), (3) una sustancia
a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las dianas de
medicion de A; a A, excepto por A; y A, (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién Bas.an), ..., (N-1) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que
tiene afinidad hacia las dianas de medicidén A,.; y A, excepto por todas de A; a A, (cadena
de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,1:an), ¥ (N) una sustancia a la que se
une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad sé6lo hacia la diana de medicién An
excepto por todas de A; a A,.; (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union
Ban) ¥ () un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico y después separar
los complejos respectivos [1] a [n] de complejos de las cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de union respectivas de (1) a (n) y los marcadores no implicados en
la formacién de dichos complejos y, si es necesario, de los marcadores por electroforesis.

(7) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende poner
mutuamente en contacto (a) una muestra que contiene n tipos mutuamente diferentes de
dianas de medicion Ay, Ay, Ag, ... An1 Y Ay, (b) (1) una sustancia a la que se une una cadena
de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las dianas de medicién de A; a A,
(cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union Bai.an), (2) una sustancia a la
gue se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las dianas de
medicion de A, a A, excepto por A; (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién Baoan), (3) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene
afinidad hacia todas las dianas de medicién de Az a A, excepto por A; y A, (cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an), ..., (N-1) una sustancia a la que se une una
cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia las dianas de medicién A,y A, excepto
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por todas de A, a A, (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ban.1.an) Y
(n) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad sélo
hacia la diana de medicién A,, excepto por todas de A; a A,.; (cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Ba,), y () un marcador capaz de marcar dicha cadena
acido nucleico, y separar el resultante [1] un complejo de la diana de medicion A;-cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Bai.a-marcador, [2] un complejo de la
diana de medicién A,-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baj.an Y
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.a,-marcador, [3] un complejo
de la diana de medicion Az-cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baj.an,
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bao.an Y cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Bas.a,-marcador, ..., [n-1] un complejo de la diana de
medicion A, s-cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bai.an, cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bao.an, cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién Bas.an, ... Y cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union
Ban-1:an-marcador, y [n] un complejo de la diana de medicion An-cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Baj.an, cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de
union Bao.an, cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Bas.an, ... cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unidén Ba,.1:an Y cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de union Ba,-marcador de complejos de las cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de uniéon (1) a (n) respectivas y los marcadores no implicados en la
formacioén de dichos complejos vy, si es necesario, de los marcadores por electroforesis.

(8) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende formar dos o mas
especies de complejos que comprenden dianas de medicidn especificas-cadenas de &cido
nucleico-sustancias de union que tienen afinidad sélo por dichas dianas de medicién
especificas-marcador de una muestra que contiene 2 o mas tipos de dianas de medicién, 2
0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen
afinidad solo por una de las diana de medicion (en lo sucesivo abreviadas a veces como
cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas) y un marcador
capaz de marcar dicha cadena de &cido nucleico, y después separar dichos complejos de la
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-marcador especifica no implicada
en la formacion de dichos complejos y, si es necesario, del marcador, respectivamente, por
electroforesis.

(9) Dicho procedimiento de separacion por electroforesis que comprende poner
mutuamente en contacto una muestra que contiene 2 o mas tipos de dianas de medicién, 2
0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen
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afinidad s6lo por una cualquiera de las dianas de medicién deseadas (cadenas de &cido
nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas) y un marcador capaz de marcar
dicha cadena de &cido nucleico y separar las resultantes 2 o mas especies de complejos
que comprenden dianas de medicion especificas-cadenas de &cido nucleico-sustancias de
union que tienen afinidad sélo por dichas dianas de medicion especificas-marcador de la
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador no implicada en la
formaciéon de dichos complejos y, si es necesario, del marcador, respectivamente, por
electroforesis.

Los presentes inventores trabajaron diligentemente para estudiar la busqueda de un
procedimiento de separacidén de una diana de medicion eficazmente con gran sensibilidad en un
periodo de tiempo corto utilizando electroforesis, particularmente electroforesis capilar. Como
resultado, los presentes inventores han descubierto que cuando una diana de medicion, una
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad por la
diana de medicion y un marcador forman un complejo de la diana de medicién-la sustancia a la
que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad por la diana de medicion-el
marcador, dicho complejo, es decir, el complejo que contiene la diana de medicion, puede
separarse eficazmente en un periodo de tiempo corto y, ademas, la diana de medicién en una
muestra puede medirse con gran sensibilidad en un periodo de tiempo corto, y ademas la
sensibilidad de deteccidn puede controlarse libremente. Por lo tanto, se completo la invencion.
Breve Descripcion de los Dibujos

La Figura 1 muestra esquematicamente el principio y un aparato de electroforesis capilar.
La Figura 2 muestra esquematicamente el procedimiento de separacion 1 de la invencién,
es decir, el principio en un caso que usa 1 especie de cadena de &cido nucleico-sustancia
con afinidad de unién para una diana de medicion.

La Figura 3 muestra esquematicamente el procedimiento de separacion 2 de la invencién,
es decir, el principio en un caso que usa 2 0 mas especies de cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de unién para una diana de medicion.

La Figura 4 muestra esquematicamente el procedimiento de separacion 3 de la invencién,
es decir, el principio en un caso que usa al menos 1 especie de sustancia que tiene afinidad
por todos de 2 o0 mas tipos de dianas de medicion.

La Figura 5 muestra esquematicamente el procedimiento de separacion 4-a de la invencién,
es decir, el principio de cémo variar el nUmero de cadenas de acido nucleico-sustancias con
afinidad de uniébn especificas a unir con 2 o mas tipos de dianas de medicion,
respectivamente.

La Figura 6 muestra esquematicamente el procedimiento de separacion 4-b de la invencién,
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es decir, el principio de cémo variar el tamafo (longitud de cadena) de las cadenas de acido
nucleico-sustancias con afinidad de union especificas a unir a 2 0 mas tipos de dianas de
medicion, respectivamente.

La Figura 7 muestra esquematicamente un aparato electroforético usado en el Ejemplo
Comparativo 1.

La Figura 8 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para una mezcla de Muestra 1 y Muestra 5 (que contiene un complejo de
anticuerpo Fab’ de WA2 marcado con YS5-anticuerpo Fab’ de A4-4 marcado con YS8-AFP-
anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con Alexa488 y un anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con
Alexa488 libre) obtenido en el Ejemplo Comparativo 1.

La Figura 9 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para la Muestra 5 (que sélo contiene anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con
Alexa488) obtenido en el Ejemplo Comparativo 1.

La Figura 10 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para la Muestra 1 (que contiene el anticuerpo WA2 de 227 pb) obtenido en el
Ejemplo 1.

La Figura 11 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para la Muestra 2 (que contiene el anticuerpo A4-4 de 160 pb) obtenido en el
Ejemplo 1.

La Figura 12 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para una mezcla de Muestra 1 y Muestra 3 (que contiene el anticuerpo WA2
de 227 pb y un complejo de anticuerpo WA2 de 227 pb-AFP) obtenido en el Ejemplo 1.

La Figura 13 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para la Muestra 4 (que contiene un complejo de anticuerpo A4-4 de 160 pb-
AFP) obtenido en el Ejemplo 1.

La Figura 14 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para la Muestra 5 (que contiene el anticuerpo WA2 de 227 pb y el anticuerpo
A4-4 de 160 pb) obtenido en el Ejemplo 1.

La Figura 15 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
electroforesis para una mezcla de Muestra 6 y Muestra 5 (que contiene un complejo de
anticuerpo WA2 de 227 pb-anticuerpo A4-4 de 160 pb-AFP y un anticuerpo WA2 de 227 pb
libre y un anticuerpo A4-4 de 160 pb libre) obtenido en el Ejemplo 1.

La Figura 16 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido
poniendo el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la
Muestra 1 (que contiene el anticuerpo WAC1 de 250 pb) sobre el de (cromatograma
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electroforético capilar) la Muestra 2 (que contiene un complejo de anticuerpo WAC1 de 250
pb-CEA) obtenido en el Ejemplo 2.

La Figura 17 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido
poniendo el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la
Muestra 3 (que contiene el anticuerpo WAC1 de 500 pb) sobre el de (cromatograma
electroforético capilar) la Muestra 4 (que contiene un complejo de anticuerpo WAC1 de 500
pb-CEA) obtenido en el Ejemplo 2.

La Figura 18 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido
poniendo el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la
Muestra 5 (que contiene el anticuerpo WAC2 de 500 pb) sobre el de (cromatograma
electroforético capilar) la Muestra 6 (que contiene un complejo de anticuerpo WAC2 de 500
pb-CEA) obtenido en el Ejemplo 2.

La Figura 19 muestra esquematicamente un modo de marcaje para el anticuerpo Cy160A4-
4 obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 20 muestra esquematicamente un modo de marcaje para el anticuerpo
Cy(3)160A4-4 obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 21 muestra esquematicamente un modo de marcaje para el anticuerpo
CySA250A4-4 obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 22 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
la electroforesis para la Muestra 1 (que contiene el anticuerpo Cy160bpA4-4) obtenido en el
Ejemplo 3.

La Figura 23 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de
la electroforesis para la Muestra 2 (que contiene un complejo de anticuerpo Cy160bpA4-4-
AFP) obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 24 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido
poniendo el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la
Muestra 3 (que contiene el anticuerpo Cy(3)160bpA4-4) sobre el de (cromatograma
electroforético capilar) la Muestra 4 (que contiene un complejo de anticuerpo
Cy(3)160bpA4-4-AFP) obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 25 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido
poniendo el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la
Muestra 5 (que contiene el anticuerpo CySA250bpA4-4) sobre el de (cromatograma
electroforético capilar) la Muestra 6 (que contiene un complejo de anticuerpo
CySA250bpA4-4-AFP) obtenido en el Ejemplo 3.

Mejor Modo de Realizar la Invencién
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El procedimiento de separacion de una diana de medicion en la invencion se caracteriza
por el uso de una sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién y a la que se une una
cadena de &cido nucleico bicatenaria marcada con un marcador.

En otras palabras, una diana de medicion se convierte finalmente, usando una sustancia
que tiene afinidad por la diana de mediciéon y a la que se une una cadena de acido nucleico
bicatenaria marcada con un marcador, en un complejo que comprende la diana, la sustancia
que tiene afinidad por la diana de mediciéon y a la que se une una cadena de acido nucleico
(cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién) y el marcador capaz de marcar la
cadena de &cido nucleico. Mas especificamente, se forma finalmente un complejo [diana de
medicion-complejo de (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador)]
que comprende (a) una diana de medicion, (b) una sustancia que tiene afinidad por la diana de
medicién y a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria (cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién) y un marcador capaz de marcar la cadena de acido nucleico.
Después, este complejo se separa de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién-marcador y, si es necesario, del marcador.

La cadena de acido nucleico usada en la invencion tiene restos de nucledtidos como
unidades basicas, que comprenden bases de purina o bases de piridina, pentosa como porcion
de azucar y fosfatos. Los nucle6tidos respectivos se unen y se polimerizan en los carbonos 3’y
5 de la porcidn de azucar a través del enlace diéster de los fosfatos para formar una cadena
polinucleotidica, es decir, ADN, en el que la porcidn de azucar es desoxirribosa. La cadena de
acido nucleico es bicatenaria.

La cadena de &cido nucleico usada en la invencién puede prepararse de una forma
convencional por si misma, por ejemplo, sintesis quimica, un procedimiento para extraccion y
purificacion de la cadena de acido nucleico de las células obtenidas de microorganismos,
insectos, animales, plantas, etc., un procedimiento que use las células mencionadas
anteriormente en las que se ha introducido un vector génico adecuado tal como un plasmido,
fago, césmido, etc., en cuyo procedimiento las células se cultivan y el vector multiplicado se
extrae y se purifica, y un procedimiento que utiliza una técnica de amplificacion génica tal como
PCR (Molecular Cloning, A Laboratory Mannual, 22 Edicion, J. Sambrook, E. F. Fritsch, T.
Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, etc.). Por lo tanto, la cadena de acido nucleico
resultante se escinde por descomposicién quimica o con una enzima de escision de acido
nucleico tal como enzimas de restriccidon y, después se purifica opcionalmente para formar una
cadena de acido nucleico de la longitud deseada.

La longitud de la cadena de acido nucleico usada puede ser habitualmente de 1 pb a
1000 kpb, preferentemente de 5 pb a 100 kpb, mas preferentemente de 10 pb a 50 kpb, siempre
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qgue pueda conseguirse el proposito de la invencion.

La cadena de &cido nucleico usada en la invencién puede modificarse apropiadamente
con una adecuada dentro del ambito de conseguir el propédsito de la invencion.

La sustancia que tiene afinidad por la diana de medicion usada en la invencién incluye
las que tienen una propiedad capaz de unirse a la diana de medicion dependiendo de la
interaccién entre proteinas, entre proteina y sustancia quimica o entre sustancias quimicas, es
decir, las que se unen basandose en la interaccion entre “antigeno” y “anticuerpo”, “cadena de
azucar” y “lectina”, “enzima” e “inhibidor”, “proteina” y “cadena peptidica” o “receptor” y “ligando”
(como se define en las reivindicaciones). Cuando una de las sustancias en las parejas
mencionadas anteriormente es la diana de medicion, la otra es la sustancia que tiene afinidad
por la diana de medicion. Por ejemplo, cuando la diana de medicion es un antigeno, la sustancia
gue tiene afinidad por la diana de medicidén es un anticuerpo y cuando la diana de medicidén es
un anticuerpo la sustancia que tiene afinidad por la diana de medicibn es un antigeno
(aplicandose lo mismo a las otras parejas anteriores).

Mas especificamente, dicha sustancia incluye, por ejemplo, cadenas peptidicas (por
ejemplo, péptido C, angiotensina |, etc.), proteinas (por ejemplo, inmunoglobulina A (IgA),
inmunoglobulina E (IgE), inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina M (IgM), inmunoglobulina D
(IgD), Po-microglobulina, albumina, sus productos de degradacion, proteinas del suero tales
como ferritina, proteinas enzimaticas tales como amilasa, fosfatasa alcalina, y-glutamil-
transferasa, etc.; proteinas o péptidos o antigenos glicosilo procedentes de microorganismos,
bacterias tales como bacilos tuberculosos, pneumococos, Corynebacterium diphteriae, Neisseria
meningitidis, gonococos, estafilocos, estreptococos, bacterias intestinales, Escherichia coli,
Helicobacter pylori, etc., virus tales como virus de la rubéola, virus herpes, virus de la hepatitis,
virus ATL, virus del SIDA, virus de la gripe, adenovirus, enterovirus, poliovirus, virus EB, HAV,
HBV, HCV, VIH, HTLV, etc., hongos tales como Candida, Cryptococcus, etc., espiroquetas tales
como leptospira, Treponema pallidum, etc., clamidias, micoplasmas y similares; una diversidad
de alergenos causantes de alergias tales como asma, rinitis alérgica, dermatitis atopica, etc.,
que proceden de, por ejemplo, polvo doméstico, acaros tales como Dermatophagoides farinae,
Dermatophagoides pteronyssinus, etc., polen de cedro japonés, de ciprés japonés, Pasplum,
ambrosia comun, Phleum pratense, Anthoxanthum odoratum, centeno, etc., animales tales
como gato, perro, cangrejo, etc., alimentos tales como arroz, clara de huevo, etc., hongos,
insectos, maderas, farmacos, productos quimicos y similares; lipidos tales como lipoproteinas,
etc., proteasas tales como tripsina, plasmina, serinaproteasa, etc., antigenos de proteinas
marcadoras tumorales tales como AFP, PSA, CEA, PGI, PGll, etc., cadenas de azucares (por
ejemplo, cadenas de azucares de antigenos glicosilo (carbohidratos) marcadores tumorales
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tales como CA19-9, PIVKAII, CA125, cadena de azucar poseida por una sustancia que contiene
una cadena de azucar especial producida por células cancerosas, por ejemplo, antigeno
glicosilo ABO, etc.), lectinas (por ejemplo, concanavalina A, lectina de Lens esculenta, lectina de
Phaseolus vulgaris, lectina de estramonio, lectina de germen de trigo, etc.), fosfolipidos (por
ejemplo, cardiolipina, etc.), lipopolisacaridos (por ejemplo, endotoxina, etc.), sustancias
quimicas (por ejemplo, hormonas tales como PTH, T3, T4, TSH, insulina, LH, FSH, prolactina,
etc., hormonas ambientales tales como tributiltina, nonilfenol, 4-octil-fenol, ftalato de di-n-butilo,
ftalato de diciclohexilo, benzofenona, octacloroestireno, ftalato de di-2-etilhexilo, etc.),
receptores (por ejemplo, receptores de estrégenos, THS, etc.), ligandos (por ejemplo,
estrogeno, TSH, etc.) y anticuerpos contra los mismos. A este respecto, los anticuerpos usados
en la invencién también incluyen fragmentos Fab o F(ab’). como productos de degradacién
producidos por degradacion con una enzima proteolitica (proteinasa) tal como papaina o
pepsina, o por degradacion quimica.

En la invencién, la unién de una cadena de &cido nucleico a una sustancia que tiene
afinidad por la diana de medicién puede realizarse utilizando los grupos funcionales respectivos
de la sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién y de la cadena de acido nucleico
directamente o a través de un engarce [por ejemplo, sulfo-succinimidil-4-(p-
maleimidofenil)butirato  (Sulfo-SMPB),  sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclo-hexano-1-
carboxilato (Sulfo-SMCC), N-(e-maleimido-caproiloxi)succinimida (EMCS), etc.]. La unién puede
realizarse de una forma convencional usada habitualmente en este campo, por ejemplo, un
procedimiento de marcaje conocido por si mismo utilizado en EIA, RIA, FIA o hibridacion
conocidas por si mismas [por ejemplo, lkagaku Jikken Koza (Experimental Manual in Medical
Chemistry), vol. 8, editado por Yuichi Yamamura, Primera Edicion, Nakayama Shoten, 1971;
Zusetu (lllustrative Description) Fluorescent Antibodies, Akira Kawao, Primera Edicidn, Soft
Science, 1983; Enzyme Immunoassay, Eiji Ishikawa, Tadashi Kawai, Kiyoshi Miyai, 32 Edicion,
Igaku-Shoin, 1987; Molecular Cloning, A Laboratory Mannual, 22 Edicion, J. Sambrook, E. F.
Fritsch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, etc.] o en un procedimiento
convencional que utiliza la reaccién de avidina (o estreptavidina) con biotina. Después de la
introduccion preliminar de un grupo funcional reactivo con la cadena de acido nucleico, la
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicion puede unirse a la cadena de acido
nucleico en la que se ha introducido el grupo funcional reactivo en el procedimiento de unidon
mencionado anteriormente. La introduccion de un grupo funcional reactivo en la cadena de
acido nucleico puede realizarse de acuerdo con un procedimiento conocido por si mismo
incluyendo, por ejemplo, un procedimiento para introducir un grupo funcional reactivo por unién
del grupo trifosfato 5’ localizado en el extremo terminal del acido nucleico con un compuesto que
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tiene un grupo funcional reactivo (por ejemplo, un compuesto que tiene un grupo amino tal como
N-tri-fluoroacetilaminoalquilamina, un compuesto que tiene un grupo tiol tal como cistamina, un
compuesto que tiene biotina tal como N-biotinilaminoalquilamina, un compuesto que tiene un
grupo maleimido tal como maleimidoalquilalmina, etc.) en la formaciébn de un enlace
fosfoamidita usando un agente de condensacién, por ejemplo, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida (WSC), etc. [Nucleic Acid Res. (1988) 16, 3671, Chu, B. C., y col.]; un
procedimiento para introducir un grupo funcional reactivo por unién al grupo 3’-hidroxilo
localizado en el extremo terminal del acido nucleico con un compuesto que tiene un grupo
funcional reactivo (por ejemplo, un compuesto que tiene un grupo amino tal como acido N-
trifluoroacetilaminoalquilcarboxilico, un compuesto que tiene biotina tal como acido N-
biotinilaminoalquil-carboxilico, un compuesto que tiene un grupo maleimido tal como &cido
maleimidoalquilcarboxilico, etc.) en la formacién de un enlace éster usando un agente de
condensacién, por ejemplo, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (WSC),
etc., o por reaccién del grupo 3’ hidroxi con ésteres activos del compuesto que tienen un grupo
funcional reactivo directamente [Nucleic Acid Res. (1986) 14, 6115 Jabloski, y col.); un
procedimiento para la introduccion de un engarce reactivo con amino en un fragmento escindido
por enzima de restriccion en el extremo terminal, del que sobresale una base que contiene
amino (adenina, citosina) como una cadena sencilla [Chemistry of Proteins and Crosslinking,
Shan S. Wong, (1991) Publicado por CRC Press]; un procedimiento para incorporacion de un
monomero de nucledtido que tiene un grupo funcional reactivo en un fragmento escindido por
enzima de restriccion que forma un extremo sobresaliente de cadena sencilla con una enzima
que corta en romo (ADN polimerasa de T4, enzima de corte en romo de ADN, etc.) (Molecular
Cloning, A Laboratory Mannual, 22 Edicion, J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, etc.); un procedimiento para utilizar hibridacién, en el que se introduce
un grupo funcional reactivo en el extremo 5’ de un oligonucleétido que tiene una secuencia
complementaria para la porcion monocatenaria de un fragmento escindido por enzima de
restriccion que forma un extremo sobresaliente de cadena sencilla para hibridar en el extremo
sobresaliente de cadena sencilla del fragmento escindido por enzima de restriccién (Molecular
Cloning, A Laboratory Mannual, 22 Edicion, J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, etc.); un procedimiento que utiliza PCR, en el que un cebador de PCR
en el que se ha introducido un grupo funcional reactivo en el extremo 5’ se usa en la PCR para
dar como producto de PCR una cadena de acido nucleico en la que un grupo funcional reactivo
se ha introducido en el extremo 5 (MolecularCloning, A Laboratory Mannual, 22 Edicion, J.
Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, etc.). Por lo tanto,
puede introducirse un grupo funcional reactivo en el extremo terminal de acidos nucleicos.
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Cuando se usa un acido nucleico monocatenario, la cadena de &cido nucleico en la que se ha
introducido un grupo funcional reactivo también puede prepararse de acuerdo con un
procedimiento para hibridar con el acido nucleico monocatenario un oligonucle6tido que tiene
una secuencia complementaria al extremo 5’ de la cadena de &cido nucleico y un grupo
funcional reactivo introducido en el extremo 5 (Molecular Cloning, A Laboratory Mannual, 22
Edicion, J. Sambrook, E. F. Fritsch, T. Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, etc.). El
grupo funcional reactivo mencionado anteriormente incluye, por ejemplo, un grupo hidroxi, un
grupo alquilo halogenado, un grupo isotiocianato, un grupo avidina, un grupo biotina, un grupo
carboxilo, un grupo cetona, un grupo maleimido, un grupo éster activo, un grupo haluro de acido
sulfénico, un grupo haluro de &cido carboxilico, un grupo amino, un grupo acido sulfénico, un
grupo piridilditio, un grupo aldehido y similares.

Cuando el numero de cadenas de &cido nucleico a unir a la sustancia que tiene afinidad
por la diana de medicion es desigual, el numero de cadenas de acido nucleico existentes en el
complejo formado se vuelve desigual para hacer la separacién del complejo inespecifica. Por lo
tanto, es preferible unificar el nimero de cadenas de acido nucleico a unir con la sustancia que
tiene afinidad por la diana de medicién. En el mismo sentido, es apropiado para el nimero de
sustancias que tienen afinidad por la diana de medicién que se unen a una molécula de la
cadena de 4cido nucleico que sea de una molécula.

En el procedimiento de union mencionado anteriormente, cuando la cadena de acido
nucleico tiene un grupo funcional en ambos extremos con el que puede unirse una sustancia
que tiene afinidad por la diana de medicion, la cadena de acido nucleico puede escindirse de
forma preliminar enzimatica o quimicamente de modo que se introduzca el grupo funcional
reactivo en un extremo, y después permitir que se una a la sustancia que tiene afinidad por la
diana de medicion. Como alternativa, se permite que la cadena de &cido nucleico se una a la
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicion para dar el intermedio al que se une la
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicion en ambos extremos, y la cadena de acido
nucleico que se une al intermedio se escinde enzimatica o quimicamente para dar el producto
en el que la sustancia que tiene afinidad por la diana de medicion se une en un extremo del
acido nucleico.

Como el marcador usado en la invencion, pueden usarse los capaces de marcar una
cadena de acido nucleico usados convencionalmente en este campo, por ejemplo,
inmunoensayo enzimatico (EIA), radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayo de fluorescencia
(FIA), hibridacién y similares. Dicha sustancia incluye, por ejemplo, enzimas tales como
fosfatasa alcalina (ALP), B-galactosidada (B-Gal), peroxidasa (POD), microperoxidasa, glucosa
oxidasa (GOD), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), acido malico deshidrogenasa,
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luciferasa, etc.; colorantes tales como Azul Brillante de Coomassie R250, naranja de metilo, etc.;
isdtopos radiactivos tales como *"Tc, "I, '®I, "C, *H, "°P, *S, etc.; fluoresceina, rodamina,
dansilo, fluorescamina, coumalina, naftilamina o sus derivados; colorantes fluorescentes de
tierras raras [una combinacion de metal de tierras raras, por ejemplo, samario (Sm), europio
(Eu), terbio (Tb) o disprosio (Dy), con un compuesto quelado, por ejemplo, 4,4-
bis(1”,17,17,27,2”,3”,3”-heptafluoro-4”,6’-hexadion-6"-il)clorosulfo-o-terfenilo (BHHCT), &cido
4,7-bis(clorosulfonil)-1,10-fenantrolin-2,9-dicarboxilico (BCPDA), acido B-naftiltrifluoroacético (B-
NTA), etc.]; sustancias fluorescentes tales como colorante fluorescente de unién a &cido
nucleico; sustancias luminiscentes tales como luciferina, isoluminol, luminol, bis(2,4,6,-trifluoro-
fenil)oxalato, etc.; sustancias absorbentes UV tales como fenol, naftol, antraceno o sus
derivados; sustancias que tienen una propiedad de agente de marcaje de espin, ejemplificadas
por compuestos que tienen un grupo oxilo tales como 4-amino-2,2,6,6-tetrametil-piperidin-1-
oxilo, 3-amino-2,2,5,5-tetrametil-pirrolidin-1-oxilo, 2,6-di-t-butil-a-(3,5-di-t-butil-4-oxo-2,5-
ciclohexadien-1-iliden)-p-toliloxi, etc.

El colorante fluorescente mencionado anteriormente que se une a un acido nucleico
emite una fluorescencia intensa dependiendo de la unién a la cadena de acido nucleico. Dicho
colorante fluorescente de uniéon a &cido nucleico incluye, por ejemplo, los denominados
colorantes intercalantes que se intercalan entre las bases de la cadena de acido nucleico [por
ejemplo, colorantes de acridina tales como naranja de acridina, compuestos de etidio tales como
bromuro de etidio, homodimero de etidio 1 (EthD-1), homodimero de etidio 2 (EthD-2),
monoazida de bromuro de tidio (EMA), dihidroetidio, etc., compuestos de yoduro tales como
yoduro de propidio, yoduro de hexidio, etc., 7-amino-actinomicina D (7-AAD), colorantes de
dimero de cianina tales como POPO-1, BOBO-1, YOYO-1, TOTO-1, JOJO-1, POPO-3, LOLO-1,
BOBO-3, YOYO-3, TOTO-3, etc. (todas son marcas comerciales de Molecular Probe);
colorantes de mondémero de cianina tales como PO-PRO-1, BO-PRO-1, YO-PRO-1, TO-PRO-1,
JO-PRO-1, PO-PRO-3, LO-PRO-1, BO-PRO-3, YO-PRO-3, TO-PRO-3, TO-PRO-5, etc. (todas
son marcas comerciales de Molecular Probe); colorantes SYTOX tales como SYBR Oro, SYBR
Verde | y SYBR Verde Il, SYTOX Verde, SYTOX Azul, SYTOX Naranja, etc. (todas son marcas
comerciales de Molecular Probe)]; los que se unen a un grupo minoritario de doble hélice de
ADN [por ejemplo, 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI: nombres comerciales de Molecular Probe),
pentahidrato(bis-benzimida) (Hoechst 33258: nombres comerciales de Molecular Proble),
triclorhidrato (Hoechst 33342: nombres comerciales de Molecular Proble), colorante de
bisbenzimida (Hoechst 34580: nombres comerciales de Molecular Proble), etc.]; los que se unen
especificamente a la secuencia de adenina-timina (A-T) [por ejemplo, colorantes de acridina,
tales como 9-amino-6-cloro-2-metoxiacridina (ACMA), bis-(6-cloro-2-metoxi-9-
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acridinil)espermina (homodimero de acridina), etc.; por ejemplo, hidroxiestilbamidina, etc.] y
similares.

Un procedimiento de marcaje de la cadena de acido nucleico con un marcador puede
realizarse de la misma forma que en la unién de la cadena de acido nucleico a la sustancia que
tiene afinidad por la diana de medicion, como se ha mencionado anteriormente.

El uso de un colorante fluorescente que se une a un acido nucleico como marcador
puede realizarse de la forma siguiente.

De acuerdo con una forma convencional (por ejemplo, un procedimiento como se
describe en Handbook of Fluorescent Probe and Research Chemicals, 72 edicién, Capitulo 8;
Molecular Probe Inc.), el marcador se pone en contacto con una cadena de &cido nucleico
(incluyendo la cadena de acido nucleico en una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién o un complejo de cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de uniéon y una
diana de medicién) en una solucibn como agua o un tampdn usado habitualmente en este
campo de hibridacibn o inmunoensayo, por ejemplo, tampén tris, tampdn fosfato, tampédn
Veronal, tampdn borato, tampdn de Good, tampén SSC, tampén TBE, tampén TAE, etc., a una
temperatura adecuada durante un periodo de tiempo adecuado.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el contacto de la cadena de acido
nucleico (incluyendo la cadena de &cido nucleico contenida en la cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de uniéon o un complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de union y la diana de medicién) con el marcador puede realizarse disolviendo o
dispersando o suspendiendo la cadena de acido nucleico, una muestra que contiene la diana de
medicién, la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union, el marcador, el complejo
de la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién y el marcador, etc.,
directamente en agua o un tampén como se ha mencionado anteriormente o por disoluciéon o
dispersion o suspension de los componentes respectivos en agua o un tampén como se ha
mencionado anteriormente para dar productos liquidos, seguido de mezcla de los mismos para
ponerlos en contacto entre si.

En la realizacion del procedimiento de marcaje de la cadena de &cido nucleico con un
marcador de la invencion, el marcador puede unirse directamente a la cadena de acido nucleico
o0 a través de un engarce [por ejemplo, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, EMCS, etc.] o un acido
nucleico (que sea diferente de la cadena de acido nucleico a marcar, acoplada (unida) a la
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién; en lo sucesivo abreviado como cadena de
acido nucleico de engarce), péptido, proteina, azlcar y similares (en lo sucesivo abreviados
como sustancia de engarce).

Cuando la cadena de acido nucleico se une al marcador a través de una sustancia de
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engarce, la unién de la cadena de acido nucleico a la sustancia de engarce o la unién de la
sustancia de engarce al marcador puede realizarse de la misma forma que en la unién de la
cadena de acido nucleico a la sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién o en el
marcaje de la cadena de &cido nucleico con el marcador. En la realizacion del marcaje de la
cadena de &cido nucleico con el marcador por medio de una sustancia de engarce, una
sustancia de engarce marcada de forma preliminar con el marcador puede unirse a la cadena
de &cido nucleico o, como alternativa, la sustancia de engarce puede unirse a la cadena de
acido nucleico, seguido de enlace con el marcador, o se permite que la cadena de acido
nucleico, la sustancia de engarce y el marcador se unan todos a la vez.

Ademas, el marcaje de la cadena de &cido nucleico con el marcador puede realizarse
antes, o al mismo tiempo que, o después de la formacion del complejo de la diana de medicion-
(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-el marcador) de acuerdo con el
marcador a usar, como se menciona a continuacidén. No existe limitacion para este marcaje.

Aunque es dificil definir en general la concentracion del marcador a usar porque
depende de la clase del marcador, la concentracién en una mezcla liquida para hacer que la
cadena de acido nucleico (incluyendo la cadena de &cido nucleico contenida en la cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de uniéon o un complejo de la cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién y la diana de medicién) contacte con el marcador es
habitualmente de 1 fM o0 mas, preferentemente de 1 pM o0 mas, més preferentemente de 1 pM a
1 M, preferentemente ademéas de 1 nM a 1 M, y particularmente de 1 uM a 1 M.

En particular, cuando se usa un colorante fluorescente de unién a acido nucleico como
marcador, la concentracién en una mezcla liquida para hacer que la cadena de &cido nucleico
(incluyendo la cadena de acido nucleico contenida en la cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién o un complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union
y la diana de medicién) contacte con el marcador es habitualmente de un 1 fM o mas,
preferentemente de un 1 pM a 1 M, mas preferentemente ademasde 1 nMa 1 M.

Cuando se usa una muestra tal como suero que contiene una gran cantidad de
sustancias coexistentes (por ejemplo, proteinas, etc.), capaces de unirse al colorante
fluorescente de union a acido nucleico, aparte de la diana de medicion, es apropiado usar un
marcador distinto del colorante fluorescente de unién a acido nucleico de entre los marcadores
mencionados anteriormente para evitar un aumento del fondo y una disminucion de la
intensidad de sefal causada por asociacién del colorante fluorescente de unién a acido nucleico
con las sustancias coexistentes.

A este respecto, cuando se usa una diana de medicién algo purificada, en otras
palabras, cuando la muestra, ademas de la diana de medicién, no contiene una gran cantidad
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de sustancias coexistentes (por ejemplo, proteinas, etc.) a las que se une el colorante
fluorescente de unién a acido nucleico, es preferible usar el colorante fluorescente de unién a
acido nucleico por las razones siguientes.

Puesto que el colorante fluorescente de unién a acido nucleico puede actuar marcando
una cadena de acido nucleico a una proporcién determinada (marcandola habitualmente a una
proporcion de 1 molécula por cada 5 a 6 bases), es posible aumentar la cantidad de marcaje
(eficacia de marcaje) mas que en el uso del marcador convencional. Por lo tanto, puede
aumentarse la sensibilidad de medicion (deteccion). Ademas, la cantidad del colorante
fluorescente de union a &cido nucleico para marcar una cadena de acido nucleico puede
ajustarse facilmente variando la longitud de la cadena de acido nucleico y la sensibilidad de
medicién (deteccidén) puede controlarse opcionalmente. Por ejemplo, cuando la diana de
medicion estd en una concentracion elevada, es posible mantener la sensibilidad de medicion
(deteccidn) a bajo nivel usando una cadena de &cido nucleico de longitud corta para reducir la
cantidad del colorante fluorescente de unién a &cido nucleico para marcar una cadena de acido
nucleico. Por otro lado, cuando la diana de medicion esta en una baja concentracion, es posible
aumentar la sensibilidad de medicién (deteccién) usando una cadena de acido nucleico de
longitud larga para aumentar la cantidad del colorante fluorescente de unién a acido nucleico
para marcar una cadena de acido nucleico. Por lo tanto, se hace posible ampliar el intervalo
dinamico de medicion.

En un procedimiento para marcar una cadena de acido nucleico con un marcador, es
preferible unir la cadena de &cido nucleico al marcador a través de una sustancia de engarce.
Particularmente, se prefiere unir la cadena de acido nucleico a la sustancia de engarce marcada
de forma preliminar con el marcador.

Cuando la cantidad de marcador usado en el marcaje de la cadena de &cido nucleico no
es uniforme, la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién marcada con el
marcador produce un pico ancho en la electroforesis, provocando una disminucién de la
sensibilidad. En el procedimiento mencionado anteriormente, es posible marcar la cadena de
acido nucleico mediante una cantidad uniforme del marcador. Particularmente, cuando se usa la
sustancia de engarce marcada de forma preliminar con el marcador, es mas preferible porque la
cantidad del marcador usado en el marcaje de la sustancia de engarce puede ajustarse
facilmente en el transcurso de la preparacién de la sustancia de engarce marcada.

Por ejemplo, se une biotina a una cadena de acido nucleico y después a avidina (o
estreptavidina) marcada de forma preliminar con un marcador. Por lo tanto, la cadena de acido
nucleico puede marcarse facilmente bajo el control de la cantidad del marcador. En otro caso,
por ejemplo, la biotina se une primero a una cadena de &cido nucleico y después a una
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sustancia de engarce (por ejemplo, cadena de acido nucleico de engarce, etc.) marcada con un
marcador de forma preliminar, unida a biotina por medio de avidina (o estreptavidina). Por lo
tanto, la cadena de acido nucleico puede marcarse facilmente bajo el control de la cantidad del
marcador. Ademas, puesto que una molécula de avidina (o estreptavidina) puede hacer que se
unan 4 moléculas de biotina, es posible hacer que se unan 3 moléculas de la sustancia de
engarce marcada para aumentar la sensibilidad de medicién (deteccién).

Para formar un complejo de la diana de medicion-(la cadena de &cido nucleico-sustancia
con afinidad de unién-marcador), una muestra que contiene la diana de medicion se pone
mutuamente en contacto con una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que
tiene afinidad hacia la diana de medicién (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién) y un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico. Por ultimo, se forma un
complejo que comprende (a) la diana de medicién y (b) un complejo de la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién y el marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido
nucleico [la diana de medicién-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-
marcador)]. No existen limitaciones siempre que pueda producirse dicho complejo.

En concreto, se ejemplifican los procedimientos siguientes. (1) De acuerdo con el
procedimiento mencionado anteriormente, en primer lugar, la cadena de &cido nucleico
contenida en una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad
hacia la diana de medicién se marca con un marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido
nucleico para formar un complejo de la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de
unién y el marcador (la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador).
Posteriormente, este complejo se mezcla con una muestra que contiene la diana de medicion,
por ejemplo, en agua o un tampon (por ejemplo, tampén Tris, tampédn fosfato, tampdn Veronal,
tampén borato, tampon de Good, tampdn SSC, tampén TBE, tampén TAE, etc., usados en el
campo de hibridacion, inmunoensayo, etc.). Por lo tanto, se forma un complejo que comprende
la diana de medicion-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador).
(2) Una muestra que contiene la diana de medicién, una cadena de &cido nucleico-sustancia
con afinidad de unién y un marcador se mezclan y se ponen en contacto todos a la vez en agua
0 un tamp6n como se ha mencionado anteriormente. Por lo tanto, se forma un complejo que
comprende la diana de medicién (la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-
marcador). Como alternativa, (3) en primer lugar, una muestra que contiene la diana de
mediciéon se pone mutuamente en contacto con una cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién en agua o tampdn como se ha mencionado anteriormente, para formar un
complejo de diana de medicién-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién.
Después, la cadena de acido nucleico en el complejo resultante de diana de medicién-cadena
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de acido nucleico-sustancia con afinidad de uniébn se marca con un marcador para dar un
complejo que comprende la diana de medicién-(la cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de unién-marcador).

En los procedimientos mencionados anteriormente, una muestra que contiene la diana
de medicidn, una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unidén, un marcador, un
complejo de cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador, etc., pueden
disolverse, dispersarse o suspenderse en agua o un tampdn, como se ha mencionado
anteriormente, para ponerse mutuamente en contacto. Como alternativa, pueden disolverse,
dispersarse o suspenderse respectivamente en agua o un tampdn como se ha mencionado
anteriormente, para dar los productos liquidos respectivos, que después se mezclan para
ponerse mutuamente en contacto.

En los procedimientos mencionados anteriormente, cuando la muestra que contiene la
diana de medicién es liquida, no es necesario disolverla, dispersarla o suspenderla en agua o un
tampon como se ha mencionado anteriormente.

En el procedimiento mencionado anteriormente (1) para formar un complejo de la diana
de medicién y el complejo de cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-
marcador, es dificil definir en general la concentracion del ultimo complejo, debido a que es
variable dependiendo del limite de deteccion de la diana de medicion. Sin embargo, es deseable
mantener el complejo a una concentracion superior a aquella a la que el complejo puede unirse
completamente a la concentracion de la diana de medicion de la concentracion correspondiente
al limite de deteccién definido en la mezcla de reaccion. La concentracién en la mezcla de
reaccion es preferentemente de 2 veces o mas la concentracién a la que el complejo puede
unirse completamente con la diana de medicién de la concentracién correspondiente a la
concentracion del limite de deteccién definido, mas preferentemente de 5 veces o mas. En el
procedimiento mencionado anteriormente (2) para la formaciéon de un complejo que comprende
la diana de medicidn-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) y
en el procedimiento mencionado anteriormente (3) para formacién de un complejo de la diana
de medicion-la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién, es dificil definir en
general la concentracién de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién porque
es variable dependiendo del limite de deteccion de la diana de medicién. Sin embargo, es
deseable mantener la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de uniéon a una
concentracién superior a aquella a la que la sustancia puede unirse completamente a la diana
de medicién de la concentracién correspondiente a la concentracién del limite de deteccién
definido en la mezcla de reaccion. La concentracibn en la mezcla de reaccién es
preferentemente de 2 veces o mas la concentracién a la que el complejo puede unirse
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completamente a la diana de medicién de la concentracion correspondiente a la concentracién
del limite de deteccién definido, mas preferentemente de 5 veces o mas. La concentracién del
marcador a usar en los procedimientos (2) y (3) puede definirse como se menciona en el
procedimiento para marcar la cadena de acido nucleico- sustancia con afinidad de unién con un
marcador.

Es dificil en general definir el pH y la temperatura para formar un complejo de la diana de
medicion-la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién o un complejo de la diana
de medicién-(la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador), puesto
que dependen de las propiedades de la diana de medicion o de la cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de union. Sin embargo, siempre que no alteren la formacion de los
complejos, la formacion puede realizarse habitualmente a un pH de 2 a 10, preferentemente a
un pH de 5 a 9y, habitualmente, a una temperatura de 0 a 90°C, preferentemente de 20 a 80°C.
La reaccion puede realizarse durante un periodo de unos pocos segundos a varias horas en
respuesta a las propiedades respectivas de la diana de medicion y la cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de union, puesto que el tiempo de reaccidn necesario para la formacién
del complejo varia dependiendo de sus propiedades.

Una muestra a la que es aplicable la invencion puede ejemplificarse por lo siguiente:
muestras de origen bioldgico incluyendo fluido corporal tal como suero, plasma, liquido
cefalorraquideo, liquido sinovial, linfa, etc., excreciones tales como orina, heces, etc.,
expectoracion, material purulento, exfoliacion dérmica, etc., muestras ambientales tales como
alimentos, bebidas, agua corriente, agua de mar, agua de lagos y marismas, agua de rio, agua
de residuos industriales, lavados de semiconductores, lavados después de lavado de
instrumental médico, etc., y sus productos procesados reconstituidos por disolucién en agua o
un tampén usado habitualmente en el presente campo, por ejemplo, tampdn Tris, tampon
fosfato, tampo6n Veronal, tampén borato, tampdn de Good, etc.

Por lo tanto, el complejo resultante que comprende la diana de medicion-(la cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) se separa de la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador no implicada en la formacion de dicho
complejo y, si es necesario, del marcador. En esta separacion, puede aplicarse un
procedimiento convencional usado en el presente campo, denominado procedimiento de
separacion B/F, por ejemplo, una separacion eléctrica utilizando electricidad tal como
electroforesis (por ejemplo, enfoque isoléctrico, electroforesis en SDS-poliacrilamida,
electroforesis en gel de agarosa, electroforesis de acrilamida), dielectroforesis, etc., analisis en
columna (por ejemplo, analisis en columna de filtracion en gel, analisis en columna de
intercambio i6nico, analisis en columna de afinidad), analisis espectrométrico de masas y
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similares. En particular, puede usarse preferentemente un procedimiento usado en la
separacion de proteinas o acidos nucleicos, por ejemplo, una separacion eléctrica incluyendo
electroforesis tal como enfoque isoeléctrico, electroforesis en SDS-poliacrilamida, electroforesis
en gel de agarosa, electroforesis en acrilamida, etc., o dielectroforesis. Mas particularmente, es
preferible usar electroforesis capilar o dielectroforesis puesto que puede realizarse en una
condicion de refrigeracion eficaz y a alto voltaje con gran eficacia de separacion.

El complejo que comprende la diana de medicion-(la cadena de &cido nucleico-sustancia
con afinidad de uniébn-marcador) se separa generalmente de la cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién-marcador no implicada en la formacién de dicho complejo y, si es
necesario, del marcador en el procedimiento de separacién que se ha mencionado anteriormente.
Cuando se usa un colorante fluorescente de union a &cido nucleico como marcador, el colorante
tiene una propiedad tal que se convierte en un estado detectable (emision de fluorescencia
intensa) so6lo cuando marca una cadena de acido nucleico. Puesto que el colorante fluorescente
de unién &cido nucleico libre no esta implicado en la formacion del complejo, no influye en la
medicién deseada y no altera la medicidbn de la diana de medicion, cuando el colorante
fluorescente de unién acido nucleico se usa como marcador, no es necesario separar la diana de
medicion-(el acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) del marcador (colorante
fluorescente de unidén acido nucleico). De forma similar, cuando el complejo que comprende la
diana de medicion-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) se
forma de acuerdo con el procedimiento que se ha mencionado anteriormente (1), es decir, cuando
en primer lugar, se forma un complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién y el marcador y, después, se pone en contacto con la diana de mediciéon para formar el
complejo que comprende la diana de medicién-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién-marcador), después de la formacion del complejo de la cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién-marcador, el marcador libre se separa y se retira de antemano, y
después el complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador
gue no contiene marcador libre puede ponerse en contacto con la diana de medicién. En tal caso,
no es necesario separar respectivamente la diana de medicién-(la cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién-marcador) y el marcador. Por consiguiente, en tal caso, es
suficiente separar respectivamente el complejo que comprende la diana de medicién-(la cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador) y la cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién-marcador no implicada en la formacion del complejo.

En la invencion, pueden utilizarse todos los aparatos de separacién, fuentes de energia
eléctrica para migracion (electroforesis), tampones, cargas, una diversidad de reactivos tales como
soluciones de procesamiento, etc., usados convencionalmente en un procedimiento de separacion
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basado en electroforesis como se menciona anteriormente. La concentracion de estos materiales
puede seleccionarse opcionalmente de acuerdo con el procedimiento conocido por si mismo. Las
condiciones de la separacidon (por ejemplo, pH, temperatura, voltaje aplicado, tiempo y etcétera)
pueden seleccionarse apropiadamente de acuerdo con el procedimiento conocido por si mismo.

Cuando el procedimiento de la invencién se lleva a cabo en un u-TAS, es particularmente
de preferencia llevar a cabo la separacién por medio de electroforesis en microplaca capilar o
dielectroforesis.

La electroforesis en microplaca capilar es una técnica para realizar electroforesis en un
capilar de 100 um o menos de didmetro de seccidn transversal proporcionado en un sustrato de
microplaca. En este procedimiento, las sustancias de una muestra pueden separarse basandose
en la diferencia del grado de migracién causada por aplicacién de cierto voltaje en el interior del
capilar, dependiendo de la diferencia de su propia carga eléctrica. El aparato usado en este
procedimiento tiene basicamente la estructura que se muestra en la Figura 1, equipado con una
estructura capilar en forma de cruz realizada mediante una técnica de procesamiento fina, y un
depdsito en el extremo del capilar para cargar un tampon o muestra.

La electroforesis en microplaca capilar se realiza para la separacion de sustancias de
acuerdo con los procedimientos siguientes.

(1) Un tampo6n de migracion (electroforesis) se envasa en un capilar y, después, se aplica una
muestra en un depdsito de muestra.

(2) Posteriormente, se aplica cierto voltaje, por ejemplo, como se muestra en la introduccion
de una muestra en la Figura 1y, como resultado, una muestra migra desde el depdsito de
muestra en la direccion de la flecha (las flechas laterales). (3) Después, el voltaje aplicado se
convierte en un voltaje de separacién de muestra, por ejemplo, como se muestra en la Figura
1 (la flecha vertical) y, por lo tanto, s6lo una muestra existente en la parte de cruce del capilar
se introduce en un capilar para su separacion. La sustancia se separa en una posicion
opcional en el capilar para su separacién dependiendo de la diferencia del grado de migracion
de la sustancia.

A este respecto, en el interior del capilar, un polimero que tiene un efecto de tamiz
molecular se envasa como carga junto con un tampoén de migracién (electroforesis). Por lo tanto,
ademas de la diferencia de carga, la diferencia de tamafno de una sustancia contribuye a la
diferencia del grado de migracion para permitir una separacion mas eficaz.

No existe ninguna limitacion particular para la calidad del material de capilar usado en la
invencién siempre que se haya usado convencionalmente en el presente campo. En concreto,
dicho material incluye, por ejemplo, compuestos de silice tales como vidrio, cuarzo, silicona, etc. y
polimeros sintéticos tales como polimetilmetacrilato, polimetilsiloxano, cloruro de polivinilo,
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poliuretano, poliestireno, polisulfona, policarbonato, politetra-fluoroetileno, etc. No existe ninguna
limitacion particular en el diametro interior y longitud siempre que la diana de medicion pueda
separarse. El didmetro interior es habitualmente de 1 a 1.000 um, preferentemente de 1 a 200 um,
mas preferentemente de 1 a 100 um. La longitud es habitualmente de 0,1 mm a 100 cm,
preferentemente de 0,1 mm a 20 cm, mas preferentemente de 0,1 mm a 10 cm.

No existe ninguna limitacién particular para el polimero (carga) envasado en el capilar
siempre que se haya usado de forma convencional en el presente campo. En concreto, dicho
polimero incluye, por ejemplo, poliéteres tales como éxido de polietileno (polietilenglicol), éxido de
polipropileno, etc.; polialquileniminas tales como polietilenimina, etc.; polimeros poliacrilicos tales
como acido poliacrilico, éster de poliacrilato, metilpoliacrilato, etc.; polimeros de poliamida tales
como poliacrilamida, polimetacrilamida, etc.; polimeros de tipo &cido polimetacrilico tales como
acido polimetacrilico, éster de polimetacrilato, metilpolimetacrilato, etc.; polimeros de tipo polivinilo
tales como acetato de polivinilo, polivinilpirrolidona, poliviniloxazolidona, etc.; polimeros hidroxilo
solubles en agua tales como pululano, elsinano, xantano, dextrano, goma guar, etc.; celulosa
soluble en agua tal como metilcelulosa, hidroxietilcelulosa, hidoxipropilcelulosa, etc.; y sus
derivados y copolimeros, que contienen multiples clases de unidades de mondmeros
constituyendo sus polimeros. La carga puede usarse en solitario o en combinacion de dos o mas
miembros.

El peso molecular de la carga, como se ha mencionado anteriormente, es habitualmente
de 500 Da a 6.000 kDa, preferentemente de 1 a 1.000 kDa, mas preferentemente de 100 a 1.000
kDa.

La concentracion de la carga usada, como se ha mencionado anteriormente, se selecciona
opcionalmente dentro del intervalo empleado habitualmente en el presente campo, es decir,
habitualmente del 0,01 al 40% (p/v), preferentemente del 0,01 al 20% (p/v), mas preferentemente
del 0,01 al 10% (p/v).

Cuando la carga mencionada anteriormente se afade a un tampon de migracion
(electroforesis), la viscosidad del tampdn es habitualmente de 2 a 1.000 centipoises,
preferentemente de 5 a 200 centipoises, mas preferentemente de 10 a 100 centipoises.

No existe ninguna limitacion particular para el tampdn de migracién siempre que se haya
usado habitualmente en el presente campo. En concreto, dicho tampédn incluye los usados en el
campo de la hibridacién, inmunoensayo, etc., por ejemplo, tampdn Tris, tampdn fosfato, tampon
Veronal, tampén borato, tampén de Good, tampén SSC, tampén TBE, tampdn TAE, etc. Estos
tampones pueden usarse habitualmente en una concentracion de 0,1 mM a 10 M,
preferentemente de 1 mM a 5 M, mas preferentemente de 5 mM a 1 M. El pH del tampén puede
estar en cualquier intervalo en el que la separacion de sustancias no vea afectada
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perjudicialmente y es habitualmente de 2 a 13, preferentemente de 4 a 11, mas preferentemente
de5a09.

El voltaje aplicado puede seleccionarse del intervalo empleado habitualmente en el
presente campo, habitualmente de 5 a 2.000 V/cm?, preferentemente de 10 a 1.000 V/cm?®, mas
preferentemente de 50 a 500 V/cm®.

El modo de realizar la invencion se describe en lo siguiente.

[Procedimiento de Separacion 1]

Un ejemplo de uso de una especie de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién por una diana de medicién se muestra esquematicamente en la Figura 2 (el ejemplo no
es parte de la invencion).

En primer lugar, una muestra que contiene una diana de medicion, una especie de una
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia la diana de
medicion (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién) y un marcador capaz de
marcar dicha cadena de acido nucleico forman un complejo de la diana de medicion-[la cadena
de 4&cido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador], seguido de separacion
electroforética de la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union-marcador no
implicada en la formacién de dicho complejo y, si es necesario, del marcador.

La diana de medicién separable en el procedimiento mencionado anteriormente incluye
aquellas cuyo pl tiene habitualmente una diferencia de 0,1 o mas, preferentemente de 0,5 o
mas, mas preferentemente 1,0 o mas, del valor de pH del tampdn usado en la separacion
electroforética.

No existe ninguna limitacion particular para el tamafio (peso molecular) de la diana de
medicién, pero habitualmente es de 100 Da o mas, preferentemente de 300 Da a 2.000 kDa,
mas preferentemente de 500 Da a 1.000 kDa.

Respecto al procedimiento mencionado anteriormente, los articulos siguientes son como
se han descrito anteriormente: una cadena de acido nucleico; una sustancia que tiene una
afinidad por la diana de medicion; un marcador; una muestra que contiene la diana de medicion;
un procedimiento para unir una cadena de acido nucleico a una sustancia que tiene afinidad por
la diana de medicién; un procedimiento para marcar una cadena de &cido nucleico con un
marcador; y un procedimiento para formar una muestra que contiene una diana de medicion,
una sustancia a la que se une una cadena de &cido nucleico y que tiene afinidad hacia la diana
de medicién (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién) y un marcador capaz
de marcar dicha cadena de &cido nucleico en un complejo de la diana de medicién-(la cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-marcador).

Respecto al procedimiento mencionado anteriormente, como un procedimiento para
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separar el complejo resultante de la diana de medicién-(la cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién-marcador) de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién-marcador no implicada en la formacion del complejo y, si es necesario, del marcador,
puede aplicarse cualquier tipo de los denominados procedimientos de separacion B/F usados
habitualmente en el presente campo, como se ha mencionado anteriormente. Particularmente,
se usa generalmente un procedimiento electroforético usado en la separacién de proteinas o
acidos nucleicos y se prefiere electroforesis capilar (en microplaca) o dielectroforesis. Los
aparatos de separacion, fuentes de energia eléctrica para migracion, tampones, cargas, una
diversidad de reactivos tales como soluciones de procesamiento, su concentracién en el uso, la
calidad de un material para el capilar, las condiciones de separacion (por ejemplo, pH,
temperatura, voltaje aplicado, tiempo y etcétera) son los mismos que se han mencionado
anteriormente.

[Procedimiento de Separacion 2]

En el procedimiento de la invencion, se usa una especie de una cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién en combinacion con una o mas especies de otras
cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién. Es decir, el uso de 2 o mas
especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union mejora la
capacidad de separacion de la diana de medicién. Un ejemplo de uso de 2 o mas especies de
las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unidén para una diana de medicion se
muestra esquematicamente en la Figura 3 (no parte de la invencion).

En primer lugar, una muestra que contiene una diana de medicion, 2 0 més especies de
sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen afinidad por la diana de
medicion y, respectivamente, sitios de unién diferentes para la diana de medicién, y un
marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico, forman un complejo de la diana de
medicién-[2 0 mas especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién-
marcador], seguido de separacion electroforética del complejo de 2 o mas especies de las
cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién-marcadores no implicadas en la
formacién de dicho complejo vy, si es necesario, del marcador.

Entre las dianas de medicibn mencionadas anteriormente, la diana separada en el
procedimiento descrito anteriormente tiene 2 0 mas sitios de unién mutuamente diferentes a los
que pueden unirse 2 o mas especies diferentes de las cadenas de acido nucleico-sustancias
con afinidad de unioén.

Las cadenas de acido nucleico unidas a 2 0 mas especies de las cadenas de acido
nucleico-sustancias con afinidad de unidon que se usan en el procedimiento descrito
anteriormente son como se ha mencionado anteriormente. La longitud de las cadenas de acido



10

15

20

25

30

35

ES 2349949 T3

27

nucleico respectivas puede ser igual o diferente, permitiendo la separacion del complejo de la
diana de medicion-[2 o mas especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad
de unién-marcador] de 2 o mas especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con
afinidad de unién-marcadores no implicadas en la formacién de dicho complejo y, si es
necesario, del marcador. Mas especificamente, la relacién entre la cadena de &cido nucleico en
el complejo formado y esas 2 0 més especies de las cadenas de &cido nucleico-sustancias con
afinidad de union se representa por (la suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico
en el complejo — la longitud de cadena de acido nucleico de la cadena de acido nucleico méas
larga-sustancia con afinidad de union entre 2 0 mas especies de las cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de unién)/(la suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en
el complejo) = X, y el valor X esta habitualmente en el intervalo de 0 < X < 1, preferentemente
0,001 < X < 1, mas preferentemente 0,01 < X < 1, mas preferentemente 0,1 < X < 1y
particularmente 0,5 < X < 1.

Como 2 o mas especies de sustancias a las que se une una cadena de &cido nucleico y
que tienen afinidad por la diana de medicidn y, respectivamente, sitios de unién diferentes para
la diana de medicion, 2 o mas especies de sustancias que tienen sitios de union
respectivamente diferentes para la diana de medicién pueden seleccionarse de las sustancias a
las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen afinidad por la diana de medicion.

En el procedimiento mencionado anteriormente, en general se marcan todas las cadenas
de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unidon con un marcador, pero es suficiente marcar
al menos una especie de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién con un
marcador. Las otras especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de
unién pueden marcarse o no con un marcador.

En tal caso, el complejo formado finalmente de la diana de medicién-(2 o mas especies
de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién-marcador) puede
representarse por (la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién) 1 — la diana de
medicion-(la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de uniéon-marcador) m [donde 1
indica un nimero entero de 0 0 mas, m indica un nimero enterode 1Tomasy 1 + mes 2 o
mas).

A este respecto, en el procedimiento mencionado anteriormente, pueden usarse 1 6 2 o
mas especies de los marcadores.

Respecto al procedimiento mencionado anteriormente, los articulos siguientes son los
mismos que se han descrito anteriormente: un marcador; una muestra que contiene la diana de
medicién; un procedimiento para unir una cadena de acido nucleico a una sustancia que tiene
afinidad por la diana de medicién; un procedimiento para marcar una cadena de acido nucleico
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con un marcador; y un procedimiento para formar una muestra que contiene una diana de
medicién, 2 0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que
tienen afinidad por la diana de medicidén y, respectivamente, sitios de union diferentes para la
diana de medicion (2 o mas especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad
de unién) y un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico en un complejo de la
diana de medicion-(2 o mas especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad
de unién-marcadores).

Respecto al procedimiento mencionado anteriormente, como un procedimiento de
separacion del complejo resultante de la diana de medicion-(2 o més especies de las cadenas
de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unién-marcadores) de 2 o mas especies de las
cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union-marcadores no implicadas en la
formacion del complejo vy, si es necesario, del marcador, puede aplicarse cualquier tipo de los
denominados procedimientos de separacion B/F usado habitualmente en el presente campo,
como se ha mencionado anteriormente. Particularmente, se usa generalmente un procedimiento
electroforético usado en la separacion de proteinas o acidos nucleicos y se prefiere
electroforesis capilar (en microplaca) o dielectroforesis. El aparato de separacién, fuentes de
energia eléctrica para migracion, tampones, cargas, una diversidad de reactivos, su
concentracion en el uso, la calidad de un material para el capilar, las condiciones de separacién
(por ejemplo, pH, temperatura, voltaje aplicado, tiempo y etcétera) son los mismos que se han
mencionado anteriormente.

En el procedimiento de la invencién, una sustancia a la que se une una cadena de acido
nucleico y que tiene afinidad por la diana de mediciéon y un marcador capaz de marcar dicha
cadena de acido nucleico pueden unirse respectivamente a 2 o mas especies de las dianas de
medicién de modo que tengan cadenas de acido nucleico que tenga una longitud diferente entre
si y den 2 o mas especies de complejos de la diana de medicién-cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién-marcador. Por lo tanto, se hace posible separar 2 0 mas
especies de los complejos respectivamente de la cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién-marcador no implicada en la formacién de los complejos y, si es necesario, del
marcador. En otras palabras, pueden separarse multiples dianas de medicion al mismo tiempo.

El procedimiento mencionado anteriormente puede clasificarse en lineas generales en 2
tipos dependiendo de las propiedades de la sustancia usada que tiene afinidad por la diana de
medicion, es decir, un procedimiento en el que se usa al menos una especie de sustancia que
tiene una afinidad por todos los 2 0 mas tipos de dianas de medicién, y un procedimiento en el
que se usan 2 0 mas especies de sustancias que tienen afinidad por sélo un tipo de 2 o mas
tipos de dianas de medicion.



10

15

20

25

30

35

ES 2349949 T3

29

[Procedimiento de Separacion 3]

En primer lugar, se usa un procedimiento en el que al menos una especie de sustancia que
tiene afinidad por todos de 2 o mas tipos de las dianas de medicion y se muestra
esquematicamente en la Figura 4 (no parte de la invencion).

El procedimiento comprende formar primero (a) una muestra que contiene n tipos
mutuamente diferentes (en los que n es un nimero entero de 2 0 mas) de dianas de medicién Ay,
Ao, Az, ... A y A, (D) (1) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que
tiene afinidad hacia todos de n tipos de dianas de medicion de A; a A, (cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an), (2) una sustancia a la que se une una cadena
de acido nucleico y que tiene una afinidad hacia todas las dianas de medicién de A, a A,
excepto por A; (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an), (3) una
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las
dianas de medicién de A; a A, excepto por A;y A, (cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién Bas.an), -.., (n-1) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y
que tiene afinidad hacia las dianas A,.1 y An excepto por todas de A; a A, (cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,.1:an), ¥ (N) €s una sustancia a la que se une una
cadena de acido nucleico y que tiene afinidad sélo hacia la diana A, excepto por todas de A, a
A1 (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,), ¥ (C) un marcador capaz de
marcar dicha cadena de &cido nucleico en [1] un complejo de la diana de medicion A;-cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bay.a-marcador, [2] un complejo de la diana
de medicion A,-cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bai.a, Y cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.a,-marcador, [3] un complejo de la diana de
medicion Az-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bai.an, cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Baxan Y cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de union Bas.a-marcador, ..., [n-1] un complejo de la diana de medicion A, -cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bai.an, Cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de union Baz.an, cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Basz.an, ... ¥
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unidén Ba, 1.a:-marcador y [n] un complejo de
la diana A,-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unidn Bai.an, cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an, cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién Bas.an, ... cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ban.1:an Y cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,-marcador y, después, separar mutuamente
los complejos respectivos de [1] a [n] de los complejos de las cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de unién respectivas de (1) a (n) y los marcadores no implicados en la
formacién de dichos complejos vy, si es necesario, de los marcadores.
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Los n tipos de las dianas de medicion separados en el procedimiento mencionado
anteriormente significan que entre las dianas de medicién mencionadas anteriormente todas las
dianas de mediciéon de 1 a n tienen al menos un sitio de unién que es comun a todas las dianas
de medicion de 1 a ny al que es capaz de unirse una cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de union. Ademas, entre ellas, también se hace referencia a lo siguiente: las dianas de
medicion 2 a n tienen un sitio de unién que es comun a las dianas de medicién 2 a n distinto de
la diana de medicidén 1, y al que es capaz de unirse una cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de union (el sitio de unién no contenido en la diana 1 o el contenido en la diana 1 pero
estando inhibida por algun factor la union de la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad
de unién); ... las dianas de medicién de n-1 a n tienen un sitio de unién que es comun a las
dianas de medicion n-1 a n distinto de la diana de medicion 1 a n-2, y al que puede unirse una
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union (el sitio de unién no contenido en las
dianas de medicion 1 a n-2 o el contenido en las dianas de medicion 1 a n-2 pero estando
inhibida por algun factor la unién de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién); y la diana de medicion n tiene un sitio de union que esta contenido sélo en la diana de
medicién n y al que puede unirse una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién
(el sitio de unién no contenido en ninguna de las dianas de medicién 1 a n-1 o el contenido en
las dianas de medicién 1 a n-1 pero estando inhibida por algun factor la unién de la cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de union). En el procedimiento mencionado anteriormente,
la expresion “contenido pero estando inhibida por algun factor la unién de la cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién” significa, por ejemplo, que la estructura del sitio de
unién no estd modificada pero que la unién de la cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién al sitio de union en la diana de medicién se inhibe por la estructura vecina (por
ejemplo, cadena de azlcar, etc.) o que una sustancia determinada (por ejemplo, lectina) que se
acopla (se une) a la vecina del sitio de union esta inhibiendo la unién de la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de union al sitio de unién en la diana de medicién.

En el procedimiento mencionado anteriormente, cuando sélo se usa una especie de la
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad por todos los n
tipos de dianas de medicién de A; a A, (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de
union Bai.an), €n otras palabras, cuando entre una diversidad de los complejos separados existe
un complejo al que s6lo se une una especie de las cadenas de acido nucleico-sustancias de
unién, es preferible para las dianas de medicion mencionadas anteriormente que el pl en al
menos una de las dianas de medicion contenida en el complejo tenga una diferencia de 0,1 o
mas, preferentemente de 0,5 o mas, mas preferentemente de 1,0 0 mas, del pH del tampén
usado en la separacién electroforética.
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El procedimiento mencionado anteriormente es util en la medicion de una molécula que
contiene 2 0 mas especies de sustancias que tienen la misma accion o una molécula que
contiene 2 0 mas especies de sustancias que tienen una estructura similar pero acciones
mutuamente diferentes, tales como isozimas, isoformas, hormonas, etc., y que tiene las
propiedades que se han mencionado anteriormente. Dicha molécula se selecciona de, por
ejemplo, enzimas tales como amilasa (por ejemplo, tipo pancreatico, tipo glandula salivar, tipo X,
etc.), fosfatasa alcalina (por ejemplo, hepatica, osteoide, placentaria, de intestino delgado, etc.),
fosfatasa acida (por ejemplo, PAP, etc.), y-glutamil transferasa (por ejemplo, renal, pancreatica,
hepatica, etc.), lipasa (por ejemplo, pancredtica, gastrica, etc.), creatina quinasa (por ejemplo,
CK-1, CK-2, mCK, etc.), acido lactico deshidrogenasa (por ejemplo, de LDH1 a LDHS5, etc.),
acido glutdmico-acido oxaloacético transaminasa (por ejemplo, ASTm, ASTs, etc.), acido
glutamico-acido piravico transaminasa (por ejemplo, ALTm, ALTSs, etc.), colinoesterasa (por
ejemplo, de ChE1 a ChES5, etc.), leucina aminopeptidasa (por ejemplo, C-LAP, AA, CAP, etc.),
renina, proteina quinasa, tirosina quinasa y similares; sustancias fisiologicamente activas tales
como hormonas esteroideas, gonadotropina coribnica humana (familia hCG), prolactina,
hormona estimulante del tiroides (familia TSH), hormona luteinizante (familia LH) y similares;
antigenos relacionados con el cancer tales como antigeno prostatico especifico (familia PSA),
a®-macroglobulina, antigeno carcinoembrionario (por ejemplo, CEA, NCA, NCA-2, NFA, etc.), a-
fetoproteina (por ejemplo, de L1 a L3, etc.) y similares.

El nimero n de los n tipos de las dianas de medicion en el procedimiento mencionado
anteriormente es habitualmente de 2 o mas, preferentemente de 2 a 10, mas preferentemente
de2ab.

La cadena de acido nucleico en una diversidad de las cadenas de &acido nucleico-
sustancias con afinidad de unién que se usa en el procedimiento mencionado anteriormente es
como se ha mencionado anteriormente. Las cadenas de acido nucleico respectivas pueden ser
iguales o diferentes entre si en su longitud, que puede seleccionarse apropiadamente de modo
qgue los complejos [1] a [n] puedan separarse respectivamente de los complejos (1) a (n) de las
cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unién y el marcador no implicados en la
formacion de los primeros complejos y, si es necesario, del marcador. Mas especificamente, por
ejemplo, cuando se sea separar n tipos de las dianas de medicion con p especies (donde p es
un nuamero entero igual a o superior a n) de las cadenas de acido nucleico-sustancias con
afinidad de unién, la relacién entre la cadena de acido nucleico en n tipos de los complejos
respectivos y la de p tipos de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union
respectivas puede representarse por las formulas siguientes. (1) (Entre n especies de los
complejos y p especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union, la
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suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién cuya suma total de la longitud de la cadena de acido
nucleico acoplada (unida) es la mayor — la suma total de la longitud de la cadena de &cido
nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién cuya
suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 22
posicion)/la suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena
de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién cuya suma total de la longitud de la cadena
de acido nucleico acoplada (unida) es la mayor; (2) la suma total de la longitud de la cadena de
acido nucleico en el complejo o la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién
cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 22
posicion — la suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena
de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién cuya suma total de la longitud de la cadena
de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 32 posicién)/la suma total de la longitud de la
cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién cuya suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico acoplada (unida) ocupa
la 22 posicion; ...; y (n+p-1) [la suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico en el
complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de uniéon cuya suma total de la
longitud de la cadena de &cido nucleico acoplada (unida) ocupa la posicién n+p-1 — la suma total
de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién cuya suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico
acoplada (unida) ocupa la posicion n+p (mas pequefa)]/la suma total de la longitud de la
cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad
de union cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa
la posicién n+p-1. En estas férmulas, el valor resultante (X) est& habitualmente en el intervalo de
0 < X < 1, preferentemente de 0,001 < X < 1, mas preferentemente 0,01 < X < 1, mas
preferentemente 0,1 < X < 1 y particularmente 0,5 < X < 1.

En el procedimiento mencionado anteriormente, no es necesario considerar la condicion
que se ha mencionado anteriormente de separacién de las cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de unién libres respectivas debido a que la separacién es innecesaria.

Como la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene una
afinidad por la diana de medicion, pueden elegirse apropiadamente al menos n miembros de las
sustancias de entre las sustancias mencionadas anteriormente a las que se une una cadena de
acido nucleico y que tienen afinidad por la diana, de la forma siguiente: (1) entre n tipos de las
dianas de medicién, una sustancia que tiene afinidad por todas las dianas de mediciéon de 1 a n
(cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unidén Bai.an), (2) una sustancia que tiene
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una afinidad hacia las dianas de medicién 2 a n excepto por la diana de mediciéon 1 (cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bazan), ..., (N-1) una sustancia que tiene afinidad
hacia las dianas de medicién de n-1 a n excepto por las dianas de medicion 1 a n-2 (cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de union Ba,.1.an), ¥ (N) €S una sustancia que tiene afinidad
hacia la diana de medicién n excepto por las dianas de medicién 1 a n-1 (cadena de &acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,).

La cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bai.an, Ccadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an, Cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién Bas.an, ..., cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,.1.an, ¥ Cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,, usada en el procedimiento mencionado
anteriormente puede usarse en solitario 0 en combinacidén con 2 0 mas especies.

En el procedimiento mencionado anteriormente, al menos una especie de las cadenas
de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién contenidas en el complejo de [1] a [n] puede
marcarse con un marcador para realizar la medicion deseada. Aunque otras cadenas de &cido
nucleico-sustancias con afinidad de uniéon pueden marcarse o no marcarse, es de preferencia
marcar las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién (cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unidén Ba.an) para todos los n tipos de las dianas de medicion
con un marcador y, en general, marcar todas las cadenas de &cido nucleico-sustancias con
afinidad de unién con un marcador.

El marcador usado en el procedimiento mencionado anteriormente puede usarse en
solitario o en combinacién con 2 o mas especies. Por ejemplo, las especies del marcador a usar
pueden variarse de acuerdo con las propiedades de las cadenas de acido nucleico-sustancias
con afinidad de unién especificas. Por lo tanto, el marcador en 2 o mas especies de los
complejos de la diana de medicidén especifica-cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad
de unidon especifica-el marcador puede variarse. Por consiguiente, se hace posible distinguir
facilmente el complejo formado, es decir, las especies de la diana de medicion.

Respecto al procedimiento mencionado anteriormente, los articulos siguientes son
iguales a los que se han descrito anteriormente: un marcador; una muestra que contiene la
diana de medicién; un procedimiento para unir una cadena de &cido nucleico a una sustancia
que tiene afinidad por la diana de medicion; un procedimiento para marcar una cadena de acido
nucleico con un marcador; y un procedimiento para formar el complejo.

En el procedimiento mencionado anteriormente, los n tipos resultantes de los complejos
[1]1 a [n] {[1] complejo de diana de medicion A;-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién Bai.a-marcador; [2] complejo de diana de medicion A,-cadena de &acido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Bas.an Yy cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
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unién Bas.ap-marcador; [3] complejo de diana de medicion As-cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién Bay.an, cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de uniéon Bao.an Y
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.a,-marcador; ...; [n-1] complejo de
diana de medicién A.i-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an, cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.a,, cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién Bas.an, ... Yy cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Ba,.
1:an —Mmarcador; y [n] complejo de diana de medicién An-cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de union Bai.an, Cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baoan,
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an, -..; cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién Ba,1:an Y cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
union Ba,marcador} se separan de 2 o mas especies de las cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de unién-marcadores y, si es necesario, del marcador. En esta
separacion, un procedimiento convencional usado en el presente campo, denominado
procedimiento de separacion B/F, puede aplicarse de la misma forma que se ha mencionado
anteriormente. Particularmente, se usa generalmente un procedimiento electroforético usado en
la separacion de proteinas o acidos nucleicos y se prefiere electroforesis capilar (en
microplaca). Los aparatos de separacion, fuentes de energia eléctrica para migracion,
tampones, cargas, una diversidad de reactivos tales como soluciones de procesamiento, su
concentracion en el uso, la calidad de un material para el capilar, las condiciones de separacién
(por ejemplo, pH, temperatura, voltaje aplicado, tiempo y etcétera) son los mismos que se han
mencionado anteriormente.
[Procedimiento de Separacion 4]

A continuacion se explicard un procedimiento para usar 2 0 mas especies de sustancias
qgue tengan una afinidad por s6lo uno de 2 o mas tipos de las dianas de medicion.

En este procedimiento, una muestra que contiene 2 o0 mas tipos de dianas de medicion,
2 0 mas especies de sustancias que tienen afinidad por sélo uno de 2 0 més tipos de las dianas
de medicién y a las que se une un &acido nucleico (en lo sucesivo abreviada a veces como
cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union especifica) y un marcador capaz de
marcar la cadena de acido nucleico forma 2 o0 mas especies de complejos de las dianas de
medicidén especificas-cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union especificas-
marcadores que después se separan respectivamente de la cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién especifica-marcador no implicada en la formacién de los complejos vy, si
es necesario, del marcador por electroforesis.

El procedimiento de separacién mencionado anteriormente se basa en la diferencia de
migracion electroforética en 2 o mas especies de complejos de las dianas de medicidon
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especificas-las cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-
marcadores. Los procedimientos para diferenciar la migracién electroforética entre 2 0 mas
especies de los complejos pueden clasificarse en lineas generales en 2 categorias, es decir, (1)
un procedimiento para proporcionar una diferencia en el niumero de las cadenas de &cido
nucleico-sustancias con afinidad de unidén especificas a unir a 2 0 mas tipos de las dianas de
medicién y (2) un procedimiento para proporcionar una diferencia en el tamano (longitud de
cadena) de la cadena de acido nucleico contenida en las cadenas de acido nucleico-sustancias
con afinidad de union especificas a unir a 2 0 mas especies de las dianas de medicién.

En el procedimiento mencionado anteriormente, los marcadores, la muestra que
contiene dianas de medicion, el procedimiento para unir una cadena de &cido nucleico a una
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién, el procedimiento para marcar la cadena
de &cido nucleico con un marcador y el procedimiento para formar el complejo son los mismos
gue se han mencionado anteriormente.

[Procedimiento de Separacion 4-a]

En primer lugar, un procedimiento para proporcionar una diferencia en el numero de las
cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas a unir a 2 0 mas tipos
de dianas de medicion se muestra esquematicamente en la Figura 5 (no parte de la invencidn).

En primer lugar, una muestra que contiene 2 o mas tipos de dianas de medicidon cuyo
numero de sitios de unidén a sustancias que tienen afinidad solo por las dianas de medicion
respectivas es diferente, 2 0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de &cido
nucleico y que tienen afinidad por sélo una de las dianas deseadas (cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de unién especificas) y un marcador capaz de marcar la cadena de
acido nucleico, forman 2 o mas especies de complejos de las dianas especificas-cadenas de
acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-marcadores, que después se
separan respectivamente de las cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de union
especificas-marcadores no implicadas en la formacién de los complejos y, si es necesario, del
marcador por electroforesis.

Como 2 o mas tipos de las dianas de medicion separadas en el procedimiento
mencionado anteriormente, entre las dianas de medicion que se han mencionado anteriormente
y moléculas que contienen 2 o0 mas especies de sustancias que tienen la misma accién o
moléculas que contienen 2 0 mas especies de sustancias que tienen una estructura similar pero
acciones mutuamente diferentes como isozimas, isoformas, hormonas, etc., se incluyen
aquellas para la que existe una sustancia que tiene afinidad so6lo por las dianas de medicién
respectivas y cuyo numero de cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién a
unir a 2 o mas de las dianas de medicion respectivas es diferente. Cuando existe un complejo al
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gue se une so6lo una especie de la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién
especifica en una diversidad de los complejos separados, es deseable para las dianas de
medicion mencionadas anteriormente que el pl en al menos la diana de mediciéon contenida en
el complejo tenga una diferencia de 0,1 o mas, preferentemente de 0,5 o mas, mas
preferentemente de 1,0 o0 mas del pH, del tampdn usado en la separacién electroforética.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el nimero de 2 o mas tipos de las
dianas de medicién puede ser habitualmente de 2 o mas, preferentemente de 2 a 10, y mas
preferentemente de 2 a 5, aunque no existe una limitacion particular.

Dos 0 mas especies de las cadenas de acido nucleico en la cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién especifica que se usan en el procedimiento mencionado
anteriormente son como se han mencionado anteriormente. Las cadenas de &cido nucleico
respectivas pueden ser iguales o diferentes entre si en su longitud, que puede seleccionarse
apropiadamente de modo que 2 o0 mas especies de los complejos de las dianas de medicién
especificas-cadenas de 4cido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-marcadores
puedan separarse de la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica-
marcador no implicada en la formacion de los complejos vy, si es necesario, del marcador. En
esta operacion, se usa generalmente la cadena de acido nucleico de la misma longitud de
cadena. Méas especificamente, por ejemplo, cuando n tipos de dianas de medicion se separan
con p especies (p tiene el mismo significado que se ha mencionado anteriormente) de las
cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union especificas, la relacion entre la
cadena de acido nucleico contenida en n especies de los complejos formados y la contenida en
p especies de las cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas
respectivas usadas puede representarse mediante lo siguiente. (1) (Entre n especies de los
complejos y p especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union
especificas, la suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o la
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union especifica cuya suma total de la
longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) es la mayor — la suma total de la
longitud de la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de union especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico
acoplada (unida) ocupa la 22 posicién)/la suma total de la longitud de la cadena de acido
nucleico en el complejo o la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién
especifica cuya suma total de la longitud de la cadena acoplada (unida) es la mayor; (2) (la
suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica cuya suma total de la longitud de la cadena
de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 22 posiciéon — la suma total de la longitud de la
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cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada
(unida) ocupa la 32 posicién)/la suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico en el
complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica cuya suma
total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 22 posicion; ...; y
(n+p-1) [la suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica cuya suma total de la longitud de la
cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la posicién n+p-1 — la suma total de la longitud
de la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico
acoplada (unida) ocupa la posicion n+p (mas pequena)l/la suma total de la longitud de la
cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico acoplada
(unida) ocupa la posicion n+p-1. En estas formulas, el valor resultante (X) estd habitualmente en
el intervalo de 0 < X < 1, preferentemente 0,001 < X <1, mas preferentemente 0,01 < X < 1, més
preferentemente 0,1 < X < 1 y particularmente 0,5 < X < 1.

En el procedimiento mencionado anteriormente, no es necesario considera la condicién
que se ha mencionado anteriormente de separacién de las cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de unién especificas libres respectivas porque la separacion es
innecesaria.

Como las sustancias a las que se une una cadena de &cido nucleico y que tiene una
afinidad por la diana de medicion especifica, las que tienen una afinidad sélo por la diana
especifica deseada separada pueden seleccionarse apropiadamente de entre las sustancias a
las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen una afinidad por la diana de
medicion, como se ha mencionado anteriormente.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el numero de las cadenas de &acido
nucleico-sustancias con afinidad de union especificas a unir a la diana de medicion especifica
no es necesario que sea s6lo de una como minimo y pueden usarse 2 0 mas especies.

Cuando se usan 2 o mas especies de las cadenas de &cido nucleico-sustancias con
afinidad de unién especificas, en general se marcan todas con un marcador, pero es suficiente
marcar al menos una especie de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de
unién especificas con un marcador. Las otras especies de las cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de unién especificas puede marcarse o no con un marcador.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el marcador puede usarse en solitario o
en combinacién con 2 o mas especies. Por ejemplo, las clases del marcador pueden variarse de
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acuerdo con las propiedades de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién
especifica. En tal caso, puesto que las clases de los marcadores son mutuamente diferentes
entre los complejos de las dianas de medicion especificas-las cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de union especificas-marcadores, es posible distinguir facilmente los
complejos formados, es decir, las clases de dianas de medicion.

En el procedimiento mencionado anteriormente, los marcadores, la muestra que
contiene dianas de medicion, el procedimiento para unir una cadena de &cido nucleico a una
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién, el procedimiento para marcar la cadena
de &cido nucleico con un marcador y el procedimiento para formar el complejo son los mismos
gue se han mencionado anteriormente.

En el procedimiento mencionado anteriormente, que da como resultado por lo tanto que
2 0 mas especies de los complejos de las dianas de medicion especificas-las cadenas de acido
nucleico-sustancias con afinidad de union especificas-marcadores se separen respectivamente
de 2 0o més especies de las cadenas de &acido nucleico-sustancias con afinidad de unién
especificas-marcadores vy, si es necesario, del marcador. En esta separacién, un procedimiento
convencional usado en este campo, denominado procedimiento de separacién B/F, puede
aplicarse de la misma forma que se ha mencionado anteriormente. Particularmente, se usa
generalmente un procedimiento electroforético usado en la separacion de proteinas o acidos
nucleicos y se prefiere electroforesis capilar (en microplaca). Los aparatos de separacion,
fuentes de energia eléctrica para migracion, tampones, cargas, una diversidad de reactivos tales
como soluciones de procesamiento, su concentracion en el uso, la calidad de un material para el
capilar, las condiciones de separacién (por ejemplo, pH, temperatura, voltaje aplicado, tiempo y
etc.) son los mismos que se han mencionado anteriormente.

[Procedimiento de Separacién 4-b]

A continuacion, un procedimiento para proporcionar una diferencia en la longitud de la
cadena de &cido nucleico de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union
especificas a unir a 2 o mas tipos de dianas de medicion se muestra esquematicamente en la
Figura 6 (no parte de la invencion)

En primer lugar, una muestra que contiene 2 o mas tipos de dianas de medicién, 2 o
mas especies de sustancias a las que se unen cadenas de acidos nucleicos de una longitud
respectivamente diferente y que tienen afinidad por sélo un tipo de las dianas de medicion
deseadas (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica) y un marcador
capaz de marcar la cadena de acido nucleico, forman 2 o mas especies de complejos de las
dianas de medicion especificas-las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién
especificas-marcadores, en los que la longitud del acido nucleico en la cadena de acido
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nucleico-sustancia con afinidad de union especifica es diferente. Después, los complejos se
separan respectivamente de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién
especificas-marcadores no implicadas en la formacion de los complejos, y si es necesario, del
marcador por electroforesis.

Como 2 o mas tipos de las dianas de medicién separadas en el procedimiento
mencionado anteriormente, de forma similar, se incluyen las dianas de medicién que se han
mencionado anteriormente, es decir, las moléculas que contienen 2 o mas especies de
sustancias que tienen la misma accion o moléculas que contienen 2 0 mas especies de
sustancias que tienen una estructura similar pero acciones mutuamente diferentes tales como
isozimas, isoformas, hormonas, etc. Cuando existe un complejo al que se une sélo una especie
de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica en una diversidad de
los complejos separados, es deseable para las dianas de medicion mencionadas anteriormente
que el pl en al menos la diana de medicion contenida en el complejo tenga la diferencia de 0,1 o
mas, preferentemente de 0,5 o mas, mas preferentemente de 1,0 o mas, del pH del tampdn
usado en separacion electroforética.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el nimero de 2 o mas tipos de dianas
de medicién puede ser habitualmente de 2 o mas, preferentemente de 2 a 10 y mas
preferentemente de 2 a 5, aunque no existe una limitacion particular.

Como la cadena de nucleico en 2 0 mas especies de sustancias a las que se unen
cadenas de acido nucleico de una longitud respectivamente diferente y que tienen una afinidad
por s6lo un tipo de las dianas de medicion deseadas (las cadenas de &cido nucleico-sustancias
con afinidad de unién especificas) que se usan en el procedimiento mencionado anteriormente,
la longitud de la cadena de acido nucleico puede disefarse de modo que 2 0 mas especies de
complejos de las dianas de medicion especificas-las cadenas de &cido nucleico-sustancias con
afinidad de unién especificas-marcadores, en las que la longitud de acido nucleico respectiva es
diferente en las cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas que se
unen mutuamente, pueden separarse de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién especifica-marcador no implicada en la formacién de los complejos vy, si es necesario, del
marcador. No existe ninguna limitacion particular para la separacion. Mas especificamente, por
ejemplo, cuando n tipos de dianas de medicion se separan con p especies (p tiene el mismo
significado que se ha mencionado anteriormente) de las cadenas de acido nucleico-sustancias
con afinidad de unién especificas, la relacion entre la cadena de acido nucleico contenida en n
especies de los complejos formados y la contenida en p especies de las cadenas de acido
nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas respectivas usadas puede representarse
por lo siguiente. (1) (Entre n especies de los complejos y p especies de las cadenas de acido
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nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas, la suma total de la longitud de la cadena
de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién
especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico acoplada (unida) es la
mayor — la suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena
de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica cuya suma total de la longitud de la
cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 22 posicidén)/la suma total de la longitud de
la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada
(unida) es la mayor; (2) (la suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el
complejo o la cadena de acido nucleico especifica-sustancia con afinidad de unién cuya suma
total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 22 posiciéon — la
suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unidén especifica cuya suma total de la longitud de la cadena
de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la 32 posicién)/la suma total de la longitud de la
cadena de &cido nucleico en el complejo o la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unién especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada
(unida) ocupa la 22 posicion; ...; y (n+p-1) [la suma total de la longitud de la cadena de acido
nucleico en el complejo o la cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union
especifica cuya suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa
la posicion n+p-1 — la suma total de la longitud de la cadena de &cido nucleico en el complejo o
la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién especifica cuya suma total de la
longitud de la cadena de acido nucleico acoplada (unida) ocupa la posicion n+p (mas
pequena)]/la suma total de la longitud de la cadena de acido nucleico en el complejo o la cadena
de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union especifica cuya suma total de la longitud de la
cadena de &cido nucleico acoplada (unida) ocupa la posicion n+p-1. En estas formulas, el valor
resultante (X) esta habitualmente en el intervalo de 0 < X < 1, preferentemente 0,001 < X < 1,
mas preferentemente 0,01 < X < 1, mas preferentemente 0,1 < X < 1 y particularmente 0,5 < X <
1.

En el procedimiento mencionado anteriormente, no es necesario considerar la condicién
que se ha mencionado anteriormente de separacién de las cadenas de acido nucleico-
sustancias con afinidad de unién especificas libres respectivas debido a que la separacion es
innecesaria.

Como las sustancias a las que se une una cadena de &cido nucleico y que tienen
afinidad por la diana de medicion especifica, las que tienen una afinidad sélo por la diana
especifica deseada separada pueden seleccionarse apropiadamente de entre las sustancias a
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las que se une una cadena de &cido nucleico y que tienen afinidad por la diana de medicion
como se ha mencionado anteriormente.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el nimero de las cadenas de acido
nucleico especificas-sustancias con afinidad de unién a unir a la diana de medicion especifica
no es necesario que sea individual y pueden usarse 2 0 mas especies.

Cuando se usan 2 0 mas especies de las cadenas de acido nucleico-sustancias con
afinidad de union especificas, en general se marcan todas con un marcador pero es suficiente
marcar al menos una especie de las cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de
unién especificas con un marcador. Las otras especies de las cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de union especificas pueden marcarse o no con un marcador.

En el procedimiento mencionado anteriormente, el marcador puede usarse solo o en una
combinacién de 2 o mas especies. Por ejemplo, las clases del marcador pueden variarse de
acuerdo con las propiedades de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién
especifica. En tal caso, puesto que las clases de los marcadores son mutuamente diferentes
entre los complejos de las dianas de medicidn especificas-cadenas de acido nucleico-sustancias
con afinidad de unién especificas-marcadores, es posible distinguir facilmente los complejos
formados, es decir, los tipos de dianas de medicion.

En el procedimiento mencionado anteriormente, los marcadores, la muestra que
contiene dianas de medicion, el procedimiento para unir una cadena de &cido nucleico a una
sustancia que tiene una afinidad por la diana de medicién, el procedimiento para marcar la
cadena de acido nucleico con un marcador y el procedimiento para formar el complejo son los
mismos que se han mencionado anteriormente.

En el procedimiento mencionado anteriormente, que da como resultado por lo tanto que
2 0 mas especies de los complejos de las dianas de medicidén especificas-las cadenas de acido
nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-marcadores, en las que la longitud de la
cadena de acido nucleico es diferente entre si, se separen respectivamente de las cadenas de
acido nucleico-sustancias con afinidad de union especificas-marcadores y, si es necesario, del
marcador por electroforesis. En esta separacion, un procedimiento convencional usado en el
presente campo, denominado procedimiento de separacion B/F, puede aplicarse de la misma
forma que se ha mencionado anteriormente. Particularmente, se usa generalmente un
procedimiento electroforético usado en la separacion de proteinas o acidos nucleicos y se
prefiere electroforesis capilar (en microplaca). Los aparatos de separacion, fuentes de energia
eléctrica para migracion, tampones, cargas, una diversidad de reactivos tales como soluciones
de procesamiento, su concentracién en el uso, la calidad de un material para el capilar, las
condiciones de separacién (por ejemplo, pH, temperatura, voltaje aplicado, tiempo y etc.) son
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los mismos que se han mencionado anteriormente.

Estos procedimientos de separacién 1, 2, 3, 4, 4-a y 4-b mencionados anteriormente
pueden realizarse en una combinacién de 2 o0 mas procedimientos.

En los procedimientos de separacion de la invencidbn (como se definen en las
reivindicaciones) usando un complejo de cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de
unién (especifica)-marcador junto con una sustancia libre que tiene una afinidad por la diana de
medicién y que no se une ni a la cadena de &cido nucleico ni a un marcador (sustancia con
afinidad de union libre), se puede permitir que forme un complejo que comprenda la sustancia
con afinidad de unién libre, la diana de medicion y la cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de unién (especifica)-marcador, un denominado complejo tipo sandwich {un complejo
de la sustancia con afinidad de unién libre-la diana de medicion-[la cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de union (especifica)-marcador]}.

Como la sustancia con afinidad de union libre usada de tal forma, las mismas sustancias
qgque se han mencionado anteriormente que tienen afinidad por la diana de medicion se
ejemplifican y, por ejemplo, los anticuerpos contra las dianas de medicibn que se han
mencionado anteriormente, lectinas y similares pueden usarse de forma preferente. La
formacién del complejo de la sustancia con afinidad de unién libre-la diana de medicion-[la
cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unidén (especifica)-marcador] puede
realizarse en la misma forma que en la formacién del complejo de la diana de medicién-(la
cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union-marcador).

La diana de mediciéon separada por el procedimiento de separacion de la invencion
puede determinarse mediante un procedimiento de medicion que se corresponda con las
propiedades del marcador contenido en el complejo que contiene la diana de medicion. Por lo
tanto, la cantidad de la diana de medicion contenida en una muestra puede determinarse
basandose en la presencia de la diana de medicién en la muestra o la cantidad del marcador
resultante.

En resumen, el complejo que comprende la diana de medicion, la sustancia a la que se
une una cadena de acido nucleico y que tiene una afinidad por la diana de medicién (cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién) y un marcador capaz de marcar la cadena de
acido nucleico [complejo de la diana de medicion-(cadena de &acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién-marcador)] se separa de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de union-marcador no implicada en la formacion del complejo y, si es necesario, del marcador
de acuerdo con el procedimiento de separacion de la invencion. El complejo resultante puede
medirse por un procedimiento de medicibn que se corresponda con las propiedades del
marcador contenido en el en complejo. Por lo tanto, la cantidad de diana de medicion contenida
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en una muestra puede determinarse con gran sensibilidad y en un periodo de tiempo corto
basandose en la presencia de la diana de medicion en la muestra o la cantidad del marcador
resultante.

Lo siguiente sirve para ilustrar en detalle los casos en los que se utilizan el procedimiento
de separacion 1, el procedimiento de separacién 2, el procedimiento de separacion 3, el
procedimiento de separacion 4, el procedimiento de separacion 4-a y el procedimiento de
separacion 4-b.

[Procedimiento de Medicién 1]

En primer lugar, a partir de una muestra que contiene una diana de medicion, una
especie de una sustancia a la que se une una cadena de &cido nucleico y que tiene una afinidad
por la diana de medicién (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién) y un
marcador capaz de marcar la cadena de acido nucleico, un complejo de la diana de medicion-[la
cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador] se prepara y se separa de
la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union-marcador no implicada en la
formacién del complejo y, si es necesario, del marcador de acuerdo con el procedimiento de
separacion 1 de la invencion. Por lo tanto, la presencia de la diana de medicidén en la muestra
puede determinarse por medicion del complejo por un procedimiento que se corresponda con
las propiedades del marcador contenido en el complejo. Ademas, la cantidad de la diana de
medicién en la muestra puede determinarse basandose en la cantidad del marcador obtenido de
este modo.

[Procedimiento de Medicién 2]

En primer lugar, a partir de una muestra que contiene una diana de medicion, 2 o més
especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen afinidad por
la diana de medicion y, respectivamente, un sitio de unién diferente y un marcador capaz de
marcar la cadena de acido nucleico, complejos de la diana de medicién-[2 0 mas especies de la
cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcadores] se preparan y se
separan de las 2 o méas especies de cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién-
marcador no implicadas en la formacién de los complejos vy, si es necesario, del marcador de
acuerdo con el procedimiento de separacion 2 de la invencién. Por lo tanto, la presencia de la
diana de medicién en la muestra puede determinarse por medicién del complejo mediante un
procedimiento que se corresponda con las propiedades del marcador contenido en el complejo.
Ademas, la cantidad de diana de medicién en la muestra puede determinarse basandose en la
cantidad del marcador obtenido de este modo.

[Procedimiento de Medicién 3]
En primer lugar, a partir de (a) una muestra que contiene n tipos mutuamente diferentes
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de dianas de medicién Aq, As, As, ... An1 Y An, (b) (1) una sustancia a la que se une una cadena
de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las dianas de medicién de A; a A, (cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an), (2) una sustancia a la que se une una
cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las dianas de medicion de A, a An
excepto por A; (cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Basan), (3) una
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todas las
dianas de medicién de A; a An excepto por A; y A, (cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unién Bas.an), ..., (n-1) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y
que tiene afinidad hacia las dianas de medicién de A, y An excepto por todas de A; a A,»
(cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union Ba,.1:an), Y (n) Una sustancia a la que
se une una cadena de acido nucleico que tiene afinidad sélo hacia la diana de medicion A,,
excepto por todas de A;a A1 (cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Ba,), ¥y
(c) un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico, [1] un complejo de la diana
de medicion A;-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baj.a,-marcador, [2]
un complejo de la diana de medicién A,-cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de
union Baian Y cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Bao.an-marcador, [3] un
complejo de la diana de medicion As-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién
Bai:an, cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baa, ¥ cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an-marcador, ..., [n-1] un complejo de la diana de
medicién A,.i-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Ba.an, cadena de &cido
nucleico-sustancia con afinidad de unién Bao.an, cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad
de unién Bas.an, ... Y cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unidén Ban.1.ap-marcador,
y [n] un complejo de la diana de medicion A,-cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad
de unidn Bas.an, cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién Baoan, cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién Bas.an, ... cadena de &cido nucleico-sustancia con
afinidad de unién Ba,.1.an Y cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union Ban-
marcador se preparan y después se separan de los complejos de las cadenas de &cido
nucleico-sustancias con afinidad de unién respectivos de (1) a (n) y el marcador no implicados
en la formacion de estos complejos [1] a [n] y, Si es necesario, de los marcadores de acuerdo
con el procedimiento de separacion 3 de la invencién. Por lo tanto, la presencia de n tipos de las
dianas de medicion Ay, Az, As, ... Ay y A, mutuamente diferentes contenidos en la muestra
puede determinarse por medicion de los complejos respectivos mediante un procedimiento que
se corresponda con las propiedades del marcador contenido en los complejos [1] a [n]
respectivos. Ademds, la cantidad de la diana de medicién en la muestra también puede
determinarse baséndose en la cantidad del marcador obtenido de este modo.
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[Procedimiento de Medicién 4]

A partir de una muestra que contiene 2 o0 mas tipos de dianas de medicion, 2 0 mas
especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico y que tienen afinidad por
sblo una de las dianas de medicion deseadas (cadenas de acido nucleico-sustancias con
afinidad de unién especificas) y un marcador capaz de marcar la cadena de acido nucleico, 2 o
mas especies de complejos que comprenden las dianas de medicion especificas-las cadenas de
acido nucleico-sustancias con afinidad de union especificas-el marcador se preparan y se
separan de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-
marcadores no implicados en la formacién de los complejos y si es necesario del marcador de
acuerdo con el procedimiento de separacidn 4 de la invencion. Por lo tanto, la presencia de 2 o
mas tipos de las dianas de medicién en la muestra pueden determinarse por mediciéon de 2 o
mas especies de los complejos que comprenden las dianas de medicion especificas-las
cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-el marcador por un
procedimiento que se corresponda con las propiedades del marcador contenido en los
complejos respectivos. Ademds, la cantidad de la diana de medicion en la muestra puede
determinarse basandose en la cantidad de marcador obtenido de este modo.

[Procedimiento de Medicion 4-a]

A partir de una muestra que contiene 2 0 mas tipos de dianas de medicion en la que el
numero de sitios de unién para las sustancias que tienen afinidad por las dianas de medicidn es
diferente, 2 0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de 4cido nucleico y que
tienen afinidad por sélo una de las dianas de medicion deseadas (cadenas de &cido nucleico-
sustancias con afinidad de unién especificas) y un marcador capaz de marcar la cadena de
acido nucleico, 2 0 mas especies de complejos que comprenden las dianas de medicion
especificas-las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-el
marcador, en las que el niumero de cadenas de acido nucleico-sustancias de union especificas
que se unen mutuamente es diferente, se preparan y se separan respectivamente de las
cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de unidn especificas- marcadores no
implicadas en la formacion de los complejos y, si es necesario, del marcador de acuerdo con el
procedimiento de separacion 4-a de la invencion. Por lo tanto, la presencia de 2 o mas tipos de
dianas de medicién en las que el nimero de sitios de unién capaces de unirse a una sustancia
que tiene una afinidad sélo por las dianas de medicién respectivas en la muestra es diferente,
las cadenas de acido nucleico especificas-sustancias de uniéon que se unen mutuamente es
diferente, puede determinarse por medicion de 2 o mas especies de los complejos que
comprenden las dianas de medicién especificas-las cadenas de acido nucleico-sustancias con
afinidad de unién especificas-el marcador, donde el nimero de la cadena de acido nucleico
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especifica-sustancias de unién que se unen mutuamente es diferente, por un procedimiento que
se corresponda con las propiedades del marcador contenido en los complejos respectivos.
Ademas, la cantidad de diana de medicién en la muestra puede determinarse basandose en la
cantidad del marcador obtenido de este modo.

[Procedimiento de Medicién 4-b]

En primer lugar, a partir de una muestra que contiene 2 o més tipos de dianas de
medicion, 2 0 mas especies de sustancias a las que se unen cadenas de acido nucleico de una
longitud respectivamente diferente y que tienen afinidad por un solo tipo de las dianas de
medicion deseadas (cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas) y
un marcador capaz de marcar la cadena de acido nucleico, 2 o mas especies de complejos de
las dianas de medicidén especificas-las cadenas de &cido nucleico-sustancias con afinidad de
union especificas-marcadores en los que la longitud del acido nucleico en la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de union especifica es diferente, se preparan y respectivamente
se separan de las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de unién especificas-
marcadores no implicadas en la formacién de estos complejos vy, si es necesario, del marcador
de acuerdo con el procedimiento de separacién 4-b de la invencion. Por lo tanto, la presencia de
2 0 mas tipos de dianas de medicidon en la muestra puede determinarse respectivamente por
medicion de 2 o0 mas especies de los complejos que comprenden las dianas de medicion
especificas-las cadenas de acido nucleico-sustancias con afinidad de union especificas-el
marcador, en los que la longitud del 4cido nucleico en la cadena de &cido nucleico-sustancia
con afinidad de union especifica que se unen respectivamente es diferente, por un
procedimiento que se corresponde con las propiedades del marcador contenido en los
complejos respectivos. Ademas, la cantidad de la diana de medicion en la muestra puede
determinarse basandose en la cantidad del marcador obtenido de este modo.

En el procedimiento mencionado anteriormente, al determinar la cantidad de diana de
medicién en una muestra basandose en la cantidad del marcador del complejo resultante, por
ejemplo, se usa otra muestra que contiene la diana de medicién a una concentracién conocida
en las mismas condiciones de medicién que se han mencionado anteriormente para preparar
una curva de calibracion que muestra una relacion entre la cantidad de la diana de medicion
obtenida de este modo y la del marcador en el complejo. A esta curva de calibracion se adapta
el valor medido del marcador obtenido por medicidon de una muestra que contiene la diana de
medicién para determinar la cantidad de la diana de medicién deseada.

Ademas, es posible calcular la cantidad relativa de la diana de medicion contenida en
una muestra por adicién de una sustancia detectable como patrén interno a una concentracion
conocida a una muestra, seguida de comparacion de la cantidad de la sustancia afiadida como
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patrén interno con la del marcador contenido en el complejo. De tal forma, se ha posible corregir
el error entre los aparatos electroforéticos.

En el procedimiento mencionado anteriormente, como sustancia detectable, se usa en
general cadenas de &cido nucleico marcadas con un marcador como se ha mencionado
anteriormente.

En el procedimiento de la invencién, puede conseguirse la medicién del marcador
contenido en una diversidad de complejos separados de acuerdo con una forma convencional
que responda al tipo de marcador usado. Por ejemplo, cuando la propiedad del marcador
depende de una actividad enzimatica, la medicién puede realizarse de una forma convencional
de EIA o hibridacion como se describe en, por ejemplo, "Enzyme Immunoassay" Protein, Nucleic
Acid and Enzyme, Volumen Suplementario 31, Editado por Tsunehiro Kitagawa, Toshio
Nambara, Akio Tuji y Eiji Ishikawa, paginas 51-63, Kyoritsu Shuppan Co., Ltd., Publicado el 10
de septiembre de 1987. Cuando el marcador es un material radiactivo, puede detectarse de
acuerdo con una forma convencional de RIA o hibridacion usando un detector adecuado tal
como un contador GM de tipo bafo, contador de escintilacion liquida, contador de escintilacién
tipo pocillo, etc. que responda a la clase e intensidad de la radiacion emitida por el material
radiactivo [véase: lkagaku Jikken Koza (Experimental Manual in Medical Chemistry), vol. 8,
Editado por Yuichi Yamamura, Primera edicién, Nakayama Shoten, 1971; Seikagaku Jikkenn
Koza (Experimental Manual in Biochemistry), 2, Experimental Procedure for Tracer, Ultimo
Volumen, Akihiro Takemura, Tasuku Honjo, paginas 501-525, Tokyo Kagaku Dojin, Publicado el
25 de febrero de 1977]. Cuando la propiedad del marcador depende de fluorescencia, la
medicion puede realizarse de una forma convencional de FIA o hibridacion usando un detector
tal como un fluorofotémetro o un microscopio laser confocal como se describe en Zusetu
(Nustrative Description) Fluorescent Antibodies, Akira Kawao, Primera Edicion, Soft Science,
1983; Seikagaku Jikkenn Koza (Experimental Manual in Biochemistry), 2, Chemistry of Nucleic
Acid Ill, Mineo Saneyoshi, paginas 299-318, Tokyo Kagaku Dojin, Publicado el 15 de diciembre
de 1977. Cuando la propiedad del marcador depende de luminiscencia, la medicion puede
realizarse de una forma convencional usando un detector tal como un contador de fotones de
acuerdo con un procedimiento como se describe en, por ejemplo, "Enzyme Immunoassay"
Protein, Nucleic Acid and Enzyme, Volumen Suplementario 31, Editado por Tsunehiro Kitagawa,
Toshio Nambara, Akio Tuji, y Eiji Ishikawa, paginas 252-263, Kyoritsu Shuppan Co., Ltd.,
Publicado el 10 de septiembre de 1987. Ademas, cuando la propiedad es de absorbancia en
una regién ultravioleta, la deteccion puede realizarse de una forma convencional usando un
detector tal como un espectrofotometro. Cuando la propiedad es de coloracién, la deteccién
puede realizarse de una forma convencional usando un detector tal como un espectrofotometro
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o0 microscopio. Ademas, cuando el analito tiene una propiedad de espin, la deteccién puede
realizarse de una forma convencional usando un detector tal como un aparato de resonancia de
espin electrénico de acuerdo con un procedimiento descrito como se describe en, por ejemplo,
"Enzyme Immunoassay" Protein, Nucleic Acid y Enzyme, Volumen Suplementario 31, Editado
por Tsunehiro Kitagawa, Toshio Nambara, Akio Tuji, y Eiji Ishikawa, paginas 264-271, Kyoritsu
Shuppan Co., Ltd., Publicado el 10 de septiembre de 1987.

El procedimiento de mediciébn en la invencion puede realizarse de acuerdo con los
procedimientos conocidos por si mismos mencionados anteriormente usando reactivos
seleccionados apropiadamente de una forma convencional por si misma, excepto la utilizacion
del procedimiento de separacién de la invencion.

En el procedimiento de medicidn de la invencion, los procedimientos de medicion 1, 2, 3,
4, 4-a 'y 4-b mencionados anteriormente pueden usarse en una combinacion de 2 0 mas.

En la realizacion del procedimiento de separacion y del procedimiento de medicion de la
invencién, cuando existe una posibilidad de existencia de una nucleasa o nucleasas tales como
ADNasa, ARNasa, etc., es apropiado afadir un inhibidor de nucleasas tal como bis(2-
aminoetiléter)tetraacetato de etilenglicol (EGTA), tetraacetato de etilendiamina (EDTA), heparina
y similar a un liquido que contiene una cadena de acido nucleico (incluyendo la cadena de acido
nucleico contenida en una cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién o un
complejo de una cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de union y una diana de
medicion, o un complejo que comprende una cadena de acido nucleico, una diana de medicion
y un marcador).

En resumen, cuando la cadena de &cido nucleico (incluyendo la cadena de acido
nucleico contenida en una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién o un
complejo de una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de union y una diana de
medicién) se pone en contacto con otra sustancia [por ejemplo, cuando la cadena de &cido
nucleico (incluyendo la cadena de &cido nucleico contenida en una cadena de &cido nucleico-
sustancia con afinidad de unién o un complejo de una cadena de acido nucleico-sustancia con
afinidad de unioén y una diana de medicién) se pone en contacto con una muestra que contiene
una diana de medicién o cuando la cadena de &cido nucleico se pone en contacto con una
sustancia que tiene afinidad por la diana de medicién, o cuando la cadena de acido nucleico
(incluyendo la cadena de acido nucleico contenida en una cadena de acido nucleico-sustancia
con afinidad de unién) se marca con un marcador, o cuando la cadena de acido nucleico forma
un complejo con una diana de medicién y un marcador y etc.] o cuando un complejo de una
cadena de acido nucleico, diana de medicién y marcador se separa de la cadena de acido
nucleico-sustancia con afinidad de unién-marcador no implicada en la formacién del complejo vy,
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si es necesario, del marcador, es apropiado anadir un inhibidor como se ha mencionado
anteriormente a un liquido que contiene la cadena de acido nucleico (incluyendo la cadena de
acido nucleico contenida en una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién o un
complejo de una cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién y una diana de
medicién, o un complejo que comprende una cadena de acido nucleico, una diana de medicion
y un marcador) o un liquido que se pone en contacto con la cadena de acido nucleico para llevar
a cabo el contacto en presencia del inhibidor.

Los reactivos, etc. usados para realizar la presente invencién pueden formularse en un
kit de medicién electroforética de una diana o dianas de modo que el procedimiento de la
invencién mencionado anteriormente pueda realizarse con éxito.

En concreto, el kit de medicién de una diana o dianas de la invencion comprende una
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico y que tiene una afinidad por la diana de
medicion y un marcador capaz de marcar la cadena de &cido nucleico. La realizacion preferida o
ejemplos de los componentes respectivos son como se han mencionado anteriormente.

En el kit de la invencidn, es particularmente ventajoso marcar una sustancia a la que se
une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad por la diana de medicién de antemano
con un marcador capaz de marcar la cadena de acido nucleico, puesto que puede omitirse la
etapa de marcaje de la sustancia con el marcador.

El kit mencionado anteriormente puede usarse en una combinacién con un aparato
electroforético, particularmente, un aparato electroforético capilar.

La invencion se explicara mas especificamente mediante los siguientes Ejemplos y
Ejemplos Comparativos, que no pretenden limitar el ambito de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo Comparativo 1
Deteccion de AFP usando electroforesis en microplaca capilar en un procedimiento
convencional
[Diana de medicion (antigeno)]
o-Fetoproteina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
[Anticuerpos]

Usando 3 tipos de anticuerpos anti-AFP, WA2, A4-4 y WA1 (todos disponibles en Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.), que reconocen respectivamente diferentes epitopes de AFP, los
anticuerpos usados en el presente ejemplo se prepararon de la forma siguiente.

. Anticuerpo Fab’ de WA2 marcado con YS5: Usando el anticuerpo anti-AFP WA2, se
prepar6 un fragmento Fab’ del anticuerpo anti-AFP al que se habia unido una cadena
peptidica (YS5) que tenia 5 restos tirosina sulfatados (anticuerpo Fab’ de WA2 marcado
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con YS5) de acuerdo con el procedimiento que se describe en la Patente Japonesa
Abierta a Inspeccién Publica N° 301995/1997.

Anticuerpo Fab’ de A4-4 marcado con YS8: De la misma forma que se ha mencionado
anteriormente, usando el anticuerpo anti-AFP A4-4, se prepardé un fragmento Fab’ del
anticuerpo anti-AFP al que se habia unido una cadena peptidica (YS8) que tenia 8 restos
tirosina sulfatados (anticuerpo Fab’ de A4-4 marcado con YS8) de acuerdo con el
procedimiento que se describe en la Patente Japonesa Abierta a Inspeccién Publica N°
301995/1997.

Anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con Alexa488: Se procesé el anticuerpo anti-AFP
WAT1 de forma convencional para dar un fragmento Fab’ en el que se introdujo una
sustancia fluorescente Alexa488 (Molecular Probes, Inc.) en el grupo amino de forma
convencional para dar un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-AFP marcado con Alexa488
(anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con Alexa488).

[Muestras]

Se permiti6 que una diversidad de anticuerpos especificos descritos en la Tabla 1

reaccionaran como una mezcla con AFP en una concentracién especificada y se disolvieron en
un tampon ACES [acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfonico (ACES) 50 mM pH 7,5] para
usarlos como muestras. Cuando las muestras se sometieron a electroforesis, se diluyeron 10

veces con un tampon usado en electroforesis. Ademas, cuando se usaron las multiples

muestras como mezcla en electroforesis, las muestras respectivas se mezclaron y se diluyeron

inmediatamente antes de aplicarse en la electroforesis.

Tabla 1
Muestra | Anticuerpo YS5 | Anticuerpo YS8 | AFP |Anticuerpo Alexa488| Punto isoeléctrico
e 11,3 uM 11,3 uM 11,3 uM 11,3 uM
1 + + + + mancha de 5,2+ 0,5
2 + - + + mancha de 4,9 + 0,3
3 - + + + mancha de 4,5+ 0,2
4 - - + + mancha de
aproximadamente 4,5
5 - - - + mancha de
aproximadamente
7,35

[Condiciones de electroforesis]

Como un aparato electroforético, un aparato electroforético capilar “Hitachi SV1100

Cosmo Al” (un producto de Hitachi Chemical Co., Ltd.). Como microplaca capilar, se usé un kit i-
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chip para analizar una longitud de cadena de ADN (Hitachi Chemical Co., Ltd.) suministrado por
Hitachi SV1100 Microchip Electrophoretic Apparatus Cosmo Al.

En la realizacion de la electroforesis, un tampén electroforético como se menciona a
continuacién se carg6 en una microplaca capilar en la que se introdujo una muestra. Después,
se aplicé un voltaje especifico al mismo para comenzar la electroforesis usando una fuente de
energia especialmente encargada para electroforesis (Apple Electronics).

La Figura 7 muestra un dibujo esquematico del aparato electroforético usado.

. Introduccién de una muestra: 40 segundos
. Separacién de la muestra: 120 segundos
. Voltaje aplicado: como se muestra en la Figura 7

En esta operacion, la deteccion se realizé inmediatamente desde el inicio de la
separacion de muestra con un lapso de tiempo por medicibn por medio de
fotomultiplicacién de fluorescencia excitada con una ldmpara de xendn de la intensidad
de fluorescencia en la parte separada 3 cm del punto de cruce con el capilar usando un
microscopio de fluorescencia (BX-50; KS Olympus Co., Ltd.).

. Tampon electroforético: tampoén Tris borato 50 mM (pH 8,0).

[Resultados]

La Figura 8 muestra los resultados de electroforesis (cromatograma electroforético en
microplaca capilar) en una mezcla de Muestra 1 y Muestra 5 (que contiene un complejo de
anticuerpo Fab’ de WA2 marcado con YS5-anticuerpo Fab’ de A4-4 marcado con YS8-AFP-
anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con Alexa488 y un anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con
Alexa488 libre). La Figura 9 muestra el resultado de la Muestra 5 (que contiene sélo anticuerpo
Fab’ de WA1 marcado con Alexa488).

Como es evidente a partir de la Figura 8 y Figura 9 se descubrié que cuando se usaba
Muestra 1 + Muestra 5, se reconocian dos picos, es decir, un pico ancho de tiempo de retencién
retardado correspondiente al anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con Alexa488 libre y un pico de
tiempo de retencion corto correspondiente al complejo de anticuerpo Fab’ de WA2 marcado con
YS5-anticuerpo Fab’ de A4-4 marcado con YS8-AFP-anticuerpo Fab’ de WA1 marcado con
Alexa488, pero su separacion era insuficiente debido a que los dos picos se superponian a
mitad de los picos.

Ademas, cuando se usaba Muestra 2 + Muestra 5, Muestra 3 + Muestra 5, y Muestra 4 +
Muestra 5, el complejo tampoco podia separarse de forma distintiva del anticuerpo libre.

Ademas, la concentracién del tampoén electroforético se cambiaba a Tris-borato 5 mM
(pH 8,0) para disminuir la concentracion de agente tamponante y la deteccion se realiz6 de la
misma forma. El pico del complejo y el pico del anticuerpo libre, sin embargo, no estaban



10

15

20

25

ES 2349949 T3

52

suficientemente separados y por consiguiente este procedimiento de separacién se juzgd
practicamente insuficiente.
Ejemplo 1
Separacién y deteccion de proteinas por electroforesis en microplaca capilar usando ADN
[Diana de medicién (Antigeno)]

De la misma forma que en el Ejemplo Comparativo 1, se us6 AFP como diana de
medicion.
[Anticuerpos]

Un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-AFP al que se unia ADN se prepard de acuerdo
con el procedimiento que se muestra en la Tabla 2 a continuacion.

Tabla 2

ADN aminado terminal purificado

«Reaccion con Engarce Sulfo-SMPB
«Eliminacién de Engarce sin reaccionar por filtracion en gel
«—Reaccion con fragmento Fab’ de anticuerpo anti-AFP
(Fragmento de ADN de 227 pb: Fab’ de anticuerpo anti-AFP WA2) ]
(Fragmento de ADN de 160 pb: Fab’ de anticuerpo anti-AFP A4-4)
«Purificacién de ADN-anticuerpo por una columna de DEAE

ADN-anticuerpo

En resumen, fragmentos de ADN de 160 pb y 227 pb en los que se habia introducido un
grupo NH, en el extremo 5’ se purificaron de una forma convencional y el grupo NH, introducido
en estos fragmentos de ADN se dej6é que reaccionara con el grupo succinimido de un engarce
de sulfosuccinimidil-4-(p-maleimidofenil)butirato (Sulfo-SMPB) (engarce que tiene un grupo
succinimido y un grupo maleimido; Pierce chemical Co.) de una forma convencional. El producto
se aplico a filtracion en gel para eliminar los engarces sin reaccionar, dando fragmentos de ADN
(160 pb y 227 pb) que se habian unido respectivamente al engarce. Por lo tanto, se dejé que el
fragmento de ADN de 227 pb de union a engarce resultante reaccionara con un fragmento Fab’
del anticuerpo anti-AFP WA2 que se habia preparado a partir de un anticuerpo anti-AFP WA2
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) de antemano. Ademas, el fragmento de ADN de 160 pb
de unién a engarce preparado de forma similar se dejé que reaccionara con un fragmento Fab’
qgue se habia preparado a partir del anticuerpo anti-AFP A4-4 (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.). Los productos respectivos se purificaron con una columna de DEAE para dar un
fragmento Fab’ de anticuerpo anti-AFP WA2 que se unia al fragmento de ADN de 227 pb
(anticuerpo 227WA2) y un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-AFP A4-4 que se unia al
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fragmento de ADN de 160 pb (anticuerpo 160A4-4), respectivamente.
[Muestras]

Una diversidad de anticuerpos especificos se mezclaron y reaccionaron con AFP a una
concentracion especificada como se describe en la Tabla 3 en un tampén ACES [&4cido N-(2-
acetamido)-2-aminoetanosulfénico (ACES) 50 mM, pH 7,5] para usarlos como muestras como
soluciones.

Para llevar a cabo la electroforesis, las muestras respectivas se diluyeron 10 veces con
un tampon electroforético que contenia 0,5 ug/ml de bromuro de etidio. Ademas, cuando se
usaron multiples muestras como mezcla en electroforesis, las muestras respectivas se
mezclaron y se diluyeron con dicho tampén inmediatamente antes de aplicarlas a la
electroforesis. Como patrones internos, se afiadié un ADN bicatenario de 100 pb a la muestra a
31 nM y/o se anadi6 un ADN bicatenario de 800 pb a 3,9 nM. Ademas, como controles, se
anadi6 a la muestra un fragmento de ADN de 160 pb que no se unia a ningun anticuerpo a 194
nM y/o se anadié un fragmento de ADN de 227 pb a 136 nM. En este procedimiento, el patrén
interno y el control se mezclaron con la muestra inmediatamente antes de aplicarlos a la
electroforesis.

Tabla 3
Muestra N¢ Anticuerpo 227WA2 | Anticuerpo 160A4-4 AFP 20 nM
15 nM 20 nM
1 + - -
2 - + -
3 + - +
4 - + +
5 + + -
6 + + +

[Condiciones de electroforesis]
Se usé el mismo aparato electroforético y microplaca capilar que en el Ejemplo
Comparativo 1.

. Introduccién de una muestra: 40 segundos
. Separacion de la muestra: 180 segundos
. Voltaje aplicado: el mismo que en el Ejemplo Comparativo 1

En esta operacion, la deteccion se realizé inmediatamente desde el inicio de la
separacion de muestra con un lapso de tiempo por medicion por una lampara de xenén
LED-fotodiodo de la intensidad de fluorescencia en la parte separada 3 cm del punto de
cruce con el capilar usando un microscopio de fluorescencia (BX-50; KS Olympus Co.,



10

15

20

25

30

35

ES 2349949 T3

54

Ltd.).

. Tampon electroforético: un tampdn unid a un kit i-chip para andlisis de una longitud de
ADN (Hitachi Chemical Co., Ltd.) suministrado por Hitachi SV1100 Microchip
Electrophoretic Apparatus Cosmo Al.

[Resultados]

La Figura 10 muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar)
de electroforesis para la Muestra 1 (que contiene un anticuerpo WA2 de 227 pb). La Figura 11
muestra el resultado (cromatograma electroforético en microplaca capilar) de electroforesis para
la Muestra 2 (que contiene un anticuerpo A4-4 de 160 pb). La Figura 12 muestra el resultado
(cromatograma electroforético en microplaca capilar) de electroforesis para una mezcla de
Muestra 1 y Muestra 3 (que contiene un anticuerpo WA2 de 227 pb libre y un complejo de
anticuerpo WA2 de 227 pb-AFP). La Figura 13 muestra el resultado (cromatograma
electroforético en microplaca capilar) de electroforesis para la Muestra 4 (que contienen un
complejo de anticuerpo A4-4 de 160 pb-AFP). La Figura 14 muestra el resultado (cromatograma
electroforético en microplaca capilar) de electroforesis para la Muestra 5 (que contiene un
anticuerpo WA2 de 227 pb y un anticuerpo A4-4 de 160 pb). La Figura 15 muestra el resultado
(cromatograma electroforético en microplaca capilar) de electroforesis para una mezcla de
Muestra 6 y Muestra 5 (que contiene un complejo de anticuerpo WA2 de 227 pb-anticuerpo A4-
4 de 160 pb-AFP y un anticuerpo WA2 de 227 pb libre y un anticuerpo A4-4 de 160 pb libre).

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 10 y en la Figura 12, se entiende
que la union de AFP al anticuerpo 227WA2 (formacion del complejo) prolonga el tiempo de
retencidn en comparacion con el del anticuerpo 227WA2 en solitario. Y a partir de los resultados
que se muestran en la Figura 13 y en la Figura 14, se entiende que la uniéon de AFP al
anticuerpo 160A4-4 prolonga el tiempo de retencion en comparacién con el del anticuerpo
160A4-4 en solitario. A partir de los hechos anteriores, se entiende que, en el procedimiento de
separacion de la invencion, la formacion de un complejo que comprende una diana de medicion,
una cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién y un marcador permite una
separacion eficaz de dicho complejo de un complejo de la cadena de &cido nucleico-sustancia
con afinidad de unién y el marcador no implicado en la formacion de dicho complejo en un
periodo de tiempo corto, formandose dicho complejo por unién a la diana de medicion de una
sustancia (cadena de 4cido nucleico-sustancia con afinidad de unién) que tiene una afinidad por
la diana de medicién y esta marcada con un marcador y unida a una cadena de acido nucleico.

Como se observa en la Figura 12 y la Figura 13, se entiende que el complejo de
anticuerpo A4-4 de 160 pb-AFP y el complejo de anticuerpo WA2 de 227 pb-AFP son diferentes
en su tiempo de retencion. En otras palabras, se entiende que la variacién de la longitud de la
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cadena de acido nucleico permite un control opcional del tiempo de retencién del complejo
formado. Ademas, como para 2 o mas tipos de dianas de medicion, el tiempo de retencion de
un complejo que contiene 2 0 mas tipos de dianas de medicion puede variarse por unién a
longitudes de cadenas de acido nucleico respectivamente diferentes. También se entiende, por
consiguiente, que pueden medirse 2 0 mas tipos de dianas de medicién al mismo tiempo.

Ademas, como se observa a partir de los resultados de la Figura 14 y de la Figura 15, un
complejo formado a partir de 3 componentes, es decir, AFP, anticuerpo A4-4 de 160 pb y
anticuerpo WA2 de 227 pb, tiene un tiempo de retencién mas retardante que el complejo de A4-
4 de 160 pb y AFP (Figura 13) o de WA2 de 227 pb y AFP (Figura 12). En otras palabras, se
entiende que los complejos pueden separarse con mayor exactitud. Es decir, se entiende que la
unién de multiples sustancias de afinidad, que se unen a cadenas de acido nucleico, a la diana
de medicién permite una mejora adicional de la resolucién.

Ejemplo 2

Separacién y deteccion de proteinas por electroforesis en microplaca capilar usando ADN
[Diana de medicién (Antigeno)]

Antigeno carcinoembrionario (CEA) (CosmoBio Co., Ltd.)

[Anticuerpos]

Un fragmento de Fab’ de anticuerpo anti-CEA al que se ha unido ADN se prepar6 de
acuerdo con el mismo procedimiento que en la Tabla 2 del Ejemplo 1, excepto por que se usé
engarce de N-(e-maleimidocaproiloxi)succinimida (EMCS) en lugar del engarce Sulfo-SMPB en
la reaccion de la Tabla 2 del Ejemplo 1.

En resumen, fragmentos de ADN de 250 pb y 500 pb en los que se habia introducido un
grupo NH, en el extremo 5’ se purificaron de una forma convencional y el grupo NH, introducido
en estos fragmentos de ADN se dej6é que reaccionara con el grupo succinimido de un engarce
de N-(e-maleimido-caproiloxi)succinimida (EMCS) (engarce que tiene un grupo succinimido y un
grupo maleimido; Pierce chemical Co.) de una forma convencional. El producto se aplicé a
filtracion en gel para eliminar el engarce sin reaccionar, dando fragmentos de ADN (250 pb y
500 pb) a los que se habia unido el engarce, respectivamente. Por lo tanto, se dej6 que los
fragmento de ADN de 250 pb y 500 pb que se unian al engarce resultantes reaccionaran con un
fragmento Fab’ de anticuerpo anti-CEA WAC1 que se habia preparado a partir de un anticuerpo
anti-CEA WAC1 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) de antemano. Ademas, el fragmento de
ADN de 500 pb de unién a engarce preparado de forma similar se dejé que reaccionara con un
fragmento Fab’ que se habia preparado a partir de un anticuerpo anti-CEA WAC2 (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.). Los productos respectivos se purificaron con una columna de DEAE
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para dar un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-CEA WAC1 que se unia al fragmento de ADN
250 pb (anticuerpo 250bpWACT1), un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-CEA WAC1 que se unia
al fragmento de ADN de 500 pb (anticuerpo 500bpWAC1) y un fragmento de Fab’ del anticuerpo
anti-CEA WAC2 que se unia al fragmento de ADN 500 pb (anticuerpo 500bpWAC2),
respectivamente.

[Muestras]

Se mezclaron una diversidad de anticuerpos especificos y reaccionaron con CEA a una
concentracion especificada como se describe en la Tabla 4 en un tamp6n ACES [acido N-(2-
acetamido)-2-aminoetanosulfénico 50 mM (ACES), pH 7,5] para usarlos como muestras como
soluciones.

Al aplicar las muestras a la electroforesis, se afadio a la muestra como patrones internos
un ADN bicatenario a 50 pb a 251 nM y/o un ADN bicatenario de 10380 pb a 0,61 nM. Ademas,
como controles, se afadié a la muestra un fragmento de ADN de 250 pb que no se unia a
ningun anticuerpo a 75 nM y/o se afadi6é un fragmento de ADN de 500 pb a 45 nM. En este
procedimiento, el patron interno y el control se mezclaron con la muestra inmediatamente antes
de aplicarlos a la electroforesis.

Tabla 4
Muestra N°¢ Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo CEA 300 nM
250bpWACH 500bpWACT 500bpWAC2
2,1 nM 1,4 nM 4,5 nM
1 + - - -
2 + - - +
3 - + - -
4 - + - +
5 - - + -
6 - - + +

[Condiciones electroforéticas]
Un aparato electroforético en microplaca capilar “Agilent 2100” (Agilent Technologies
Inc.) se us6 como aparato electroforético. Se us6 como analizador un analizador “7500DNA Lab
Chip™ kit” (Agilent Technologies Inc.).
El andlisis se realiz6 de acuerdo con el manual de instrucciones para su uso unido al kit.
En este producto, se us6 un colorante intercalante como marcador en el gel envasado en
una microplaca capilar para realizar la electroforesis.
[Resultados]



10

15

20

25

30

35

ES 2349949 T3

57

La Figura 16 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido
poniendo el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis de la Muestra 1
(que contiene anticuerpo 250bpWAC1) sobre el de (cromatograma electroforético capilar) la
Muestra 2 (que contiene un complejo de anticuerpo 250bpWAC1-CEA). La Figura 17 muestra
un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido poniendo el resultado
(cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis de la Muestra 3 (que contiene
anticuerpo 500bpWACT1) sobre el de (cromatograma electroforético capilar) la Muestra 4 (que
contiene un complejo de anticuerpo 500bpWAC1-CEA). La Figura 18 muestra un cromatograma
electroforético en microplaca capilar obtenido poniendo el resultado (cromatograma
electroforético capilar) de la electroforesis para la Muestra 5 (que contiene el anticuerpo
500bpWAC2) sobre el de (cromatograma electroforético capilar) la Muestra 6 (que contiene un
complejo de anticuerpo 500bpWAC2-CEA).

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 16 a la Figura 18, se entiende
que la unién de CEA el anticuerpo (formacién del complejo) prolonga el tiempo de retenciéon en
comparacion con la del anticuerpo en solitario. A partir de los resultados que se muestran en la
Figura 17 y Figura 18, se entiende también que la separacion es posible de forma similar para
clases diferentes de anticuerpos. Ademas, puede entenderse a partir de la comparacion con el
Ejemplo 1 que también es posible la separacion para diferentes dianas de medicion.

De los hechos anteriores se entiende que, en el procedimiento de separacién de la
invencién, la formacion de un complejo que comprende una diana de medicién, una cadena de
acido nucleico-sustancia con afinidad de unién y un marcador permite una separacion eficaz de
dicho complejo de un complejo de la cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién y
el marcador no implicada en la formacion de dicho complejo dentro de un periodo de tiempo
corto, estando dicho complejo formado por unién a la diana de medicion de una sustancia
(cadena de &cido nucleico-sustancia con afinidad de unién) que se ha unido a una cadena de
acido nucleico marcada con un marcador y que tiene afinidad hacia la diana de medicion.
Ejemplo 3

Separacion y deteccién de proteinas dependiendo de una diferencia de procedimiento de
marcaje
[Diana de medicion (antigeno)]

o-Fetoproteina (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)

[Anticuerpos]

Usando un anticuerpo anti-AFP A4-4 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), se
prepararon los anticuerpos marcados respectivos mediante procedimientos de marcaje
diferentes como se muestran a continuacion.
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* Preparacion de Fab’ de anti-AFP A4-4 marcado con Cy5

Usando un cebador 1 (ACTTTTTATATGAGGAGGGCTG) en el que se habia introducido
un marcador Cy5 en el extremo 5’ y un cebador 2 (ATCTATGACTGTACGCCACTGTCCCTAG)
en el que se habia introducido un grupo NH, en el extremo 5’ de una forma convencional, se
realizd una reacciéon de PCR en un AADN como molde. Por lo tanto, se prepar6 un fragmento de
ADN de 160 pb que tenia Cy5 en un extremo y el grupo NH, en el otro extremo.

Usando un fragmento de ADN de 160 pb y los mismos reactivos de acuerdo con el
procedimiento del Ejemplo 2, se prepar6 un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-AFP A4-4
(anticuerpo Cy160A4-4) al que se unié un fragmento de ADN de 160 pb marcado con una
molécula de Cy5 por medio de un engarce EMCS.

La Figura 19 muestra esquematicamente un modo de marcaje del anticuerpo Cy160A4-4
resultante.

* Preparacion de Fab’ de anti-AFP A4-4 marcado con Cy5 por medio de estreptavidina

Usando un cebador 1 (ACTTTTTATATGAGGAGGGCTG) en el que se habia introducido
biotina en el extremo 5’ y un cebador 2 (ATCTATGACTGTACGCCACTGTCCCTAG) en el que
se habia introducido un grupo NH, en el extremo 5’ de una forma convencional, se realiz6 una
reaccion de PCR en un AADN como molde. Por lo tanto, se preparé un fragmento de ADN de
160 pb que tenia biotina en un extremo y el grupo NH. en el otro extremo.

Usando este fragmento de ADN de 160 pb y los mismos reactivos de acuerdo con el
mismo procedimiento que en el Ejemplo 2, se preparé un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-
AFP A4-4 (anticuerpo b-160A4-4) al que se unié un fragmento de ADN de 160 pb biotinilado en
el extremo por medio de un engarce EMCS.

Ademas, se sintetiz6 un oligonucleétido de una forma convencional. Usando este
oligonucledtido, se preparé un fragmento de ADN de 21 pb (cadena de &cido nucleico de
engarce) (AATCTTC CGAGTTTGCTAGGC) (fragmento de ADN de 21 pb marcado con Cy5)
que tenia biotina en el extremo 5’ y se marc6 con Cy5 en el extremo 3.

Se realiz6 la reaccion de biotina-avidina a una proporcién molecular de anticuerpo b-
160A4-4:Estreptavidina = 1:20. La eliminacién de la estreptavidina restante sin reaccionar
usando una columna de Sepharose S-400 (Amersham Pharmacia Biotech, Co.) proporciond un
anticuerpo b-160A4-4 que se unia a estreptavidina. Después, se dejé que el anticuerpo b-
160A4-4 de union a estreptavidina reaccionara con una cantidad 20 equimolar del fragmento de
ADN de 21 pb marcado con Cy5 y la mezcla de reaccion se purificé por medio de una columna
de Sepharose S-400 (Amersham Pharmacia Biotech, Co.) para dar un anticuerpo b-160A4-4 de
union a estreptavidina (anticuerpo Cy(3)160A4-4) en el que se introdujeron 3 moléculas de
fragmento de ADN de 21 pb marcado con Cy5.
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La Figura 20 muestra esquematicamente una forma de marcaje del anticuerpo
Cy(3)160A4-4 resultante.

* Preparacion de Fab’ de anti-AFP A4-4 al que se une una estreptavidina marcada con Cy5.

Usando un cebador 3 (GCCTAGCAAACTCGGAAGATT) en el que se habia introducido
biotina en el extremo 5’ y un cebador 2 (ATCTATGACTGTACGCCACTGTCCCTAG) en el que
se habia introducido un grupo NH, en el extremo 5’ de una forma convencional, se realiz6 una
reaccion de PCR en un AADN como molde. Por lo tanto, se preparé un fragmento de ADN de
250 pb que tenia biotina en un extremo y el grupo NH, en el otro extremo.

Usando este fragmento de ADN de 250 pb y los mismos reactivos de acuerdo con el
mismo procedimiento que en el Ejemplo 2, se preparé un fragmento Fab’ de anticuerpo anti-
AFP A4-4 al que se unié un fragmento de ADN de 250 pb biotinilado en el extremo (anticuerpo
b-250A4-4) por medio de un engarce EMCS.

Ademas, se marco estreptavidina con Cy5 de una forma convencional usando un kit de
colorante monofuncional Cy5 FluoroLink™ (Amersham Pharmacia Biotech, Co.) de acuerdo con
el manual de instrucciones para su uso unido al kit para dar una estreptavidina marcada con
Cy5.

Se llevo a cabo una reaccion de biotina-avidina a una proporcion molecular de
anticuerpo b-250A4-4:estreptavidina marcada con Cy5 = 1:20. La mezcla de reaccién se purifico
usando una columna de Sepharose S-400 (Amersham Pharmacia Biotech, Co.) para dar un
anticuerpo b-250A4-4 de unién a estreptavidina marcado con Cy5 (anticuerpo CySA250A4-4).

La Figura 21 muestra esquematicamente una forma de marcaje del anticuerpo
CySA250A4-4 resultante.

[Muestras]

Una diversidad de anticuerpos especificos se mezclaron y se hicieron reaccionar con
AFP a una concentracién especificada como se describe en la Tabla 5 en un tampén ACES
[acido N-(2-acetamido)-2-aminoetanosulfénico (ACES) 50 mM, pH 7,5] para usarlos como
muestras como soluciones.

Tabla 5
Muestra N° Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo AFP 100 nM
CY160A4-4 Cy(3)160A4-4 CySA250A4-4
10 nM 10 nM 10 nM
1 + - - -
2 + - - +
3 - + - -
4 - + - +
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5 - - + -

6 - - + +

[Condiciones electroforéticas]

Se usd un aparato electroforético en microplaca capilar “Agilent 2100” (Agilent
Technologies Inc.) como aparato electroforético. Se us6 como analizador un analizador
“7500DNA Lab Chip™ kit” (Agilent Technologies Inc.).

El andlisis se realiz6 de acuerdo con el manual de instrucciones para su uso unido al kit.

En este ejemplo, no se usé colorante intercalante como mezcla en el gel envasado en
una microplaca capilar para llevar a cabo la electroforesis.

[Resultados]

La Figura 22 muestra el resultado (cromatograma electroforético capilar) de
electroforesis realizada para la Muestra 1 (que contiene anticuerpo Cy160bpA4-4), y la Figura
23 muestra el resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis realizada
para la Muestra 2 (que contiene un complejo de anticuerpo Cy160bpA4-4-AFP). La Figura 24
muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido poniendo el resultado
(cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la Muestra 3 (que contiene
anticuerpo A4-4 de 160 pb con Cy(3)) sobre el de (cromatograma electroforético capilar) la
Muestra 4 (que contiene un complejo de anticuerpo A4-4 de 160 pb con Cy(3)-AFP). La Figura
25 muestra un cromatograma electroforético en microplaca capilar obtenido poniendo el
resultado (cromatograma electroforético capilar) de la electroforesis para la Muestra 5 (que
contiene anticuerpo CySA250bpA4-4) sobre el de (cromatograma electroforético capilar) la
Muestra 6 (que contiene un complejo de anticuerpo CySA250bpA4-4-AFP).

A partir de los resultados que se muestran en la Figura 22 y en la Figura 23, se entiende
que, cuando la cadena de acido nucleico se marca directamente con Cy5, la union de AFP al
anticuerpo (formacion del complejo) prolonga el tiempo de retencion en comparacién con el del
anticuerpo en solitario. A partir de los resultados que se muestran en la Figura 24 y la Figura 25,
también se entiende que, cuando se une una cadena de acido nucleico de engarce marcada
con Cy5 a una cadena de acido nucleico por medio de estreptavidina (Figura 24) o cuando se
une una estreptavidina marcada con Cy5 a una cadena de acido nucleico (Figura 25) la unién de
AFP al anticuerpo (formacion del complejo) prolonga el tiempo de retencién en cualquiera de los
casos en comparacion con el del anticuerpo en solitario.

Esto significa que la separacién es posiblemente similar aun cuando la forma de marcaje
del &cido nucleico sea diferente.

Aplicabilidad Industrial
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Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencidon proporciona un
procedimiento para separar una diana de medicion por electroforesis, particularmente
electroforesis capilar, de forma eficaz con gran sensibilidad en un periodo de tiempo corto. De
acuerdo con la invencién, puede separarse eficazmente un complejo que contiene una diana de
medicion en un periodo de tiempo corto y ademas una diana de medicién contenida en una
muestra puede determinarse con gran sensibilidad en un periodo de tiempo corto. Ademas, la
sensibilidad de deteccién puede controlarse libremente.

Hasta ahora, existen algunos ejemplos de separacion de &acidos nucleicos por
electroforesis capilar pero no se ha descrito ningun ejemplo de separacion satisfactoria de
proteinas nativas. La razdén que se asume es que las proteinas compuestas por 20 clases de
aminoacidos tienen estructuras estéricas complicadas en comparacién con la de los acidos
nucleicos sencillos compuestos por 4 clases de nucle6tidos y, por lo tanto, no puede
conseguirse un efecto de tamiz molecular eficaz para las proteinas.

En la invencién, una diana de medicién, por ejemplo, proteina nativa, que era dificil de
separar mediante una electroforesis convencional, podia separarse eficazmente con éxito por
primera vez en un periodo de tiempo corto.

Por lo tanto, la invencidén hace época.
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la separacion de una diana de medicién por electroforesis que

comprende usar una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria

marcada con un marcador, en el que dicha sustancia que tiene afinidad por dicha diana de

medicién tiene una propiedad de unién por la diana de medicién basada en la interaccién entre

“antigeno” y “anticuerpo”, “cadena de azucar” y “lectina”, “enzima” e “inhibidor”, “proteina” y

“cadena peptidica” o “receptor” y “ligando”.

2.

4.

El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:

formar un complejo 1 que comprende la a) diana de medicion, b) una sustancia a la que se
une una cadena de &cido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia la diana de
medicién (la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién) y c) un
marcador de una muestra que contiene una diana de medicién, una cadena de acido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién y un marcador capaz de marcar dicha
cadena de &cido nucleico bicatenaria y

separar dicho complejo 1 de un complejo 2 de la cadena de acido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de union y el marcador no implicado en la formacién de dicho
complejo 1y, si es necesario, del marcador por electroforesis.

El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:

poner mutuamente en contacto a) una muestra que contiene una diana de medicion, b) una
sustancia a la que se une una cadena de &cido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad
hacia la diana de medicién (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
unién) y ¢) un marcador capaz de marcar dicha cadena de 4cido nucleico bicatenaria y
separar el complejo 1 resultante que comprende la diana de medicidn, la cadena de &cido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién y el marcador de un complejo 2 de la
cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de uni6n y el marcador no
implicado en la formacion de dicho complejo 1 y, si es necesario, del marcador por
electroforesis.

El procedimiento de la reivindicaciéon 3, en el que la muestra que contiene la diana de

medicién, la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene

afinidad hacia la diana de medicién (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad

de union) y el marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico bicatenaria se ponen
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en contacto todos al mismo tiempo.

5.

El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que el marcador capaz de marcar una

cadena de acido nucleico bicatenaria se pone en contacto con la cadena de acido nucleico

bicatenaria-sustancia con afinidad de unién y después el producto se pone en contacto con la

diana de medicion.

6.

El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que la cadena de acido nucleico

bicatenaria-sustancia con afinidad de unién se pone en contacto con la diana de medicién y

después el producto se pone en contacto con el marcador capaz de marcar una cadena de

acido nucleico bicatenaria.

7.

El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:
formar un complejo 1 que comprende a) una diana de medicién, b) dos 0 mas especies de
sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tienen afinidad
hacia la diana de medicién y sitios de union mutuamente diferentes para la diana de
medicién (dos 0 mas especies de la cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de unién) y ¢) un marcador de una muestra que contiene una diana de medicion,
dos 0 mas especies de la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
unién y un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico bicatenaria y
separar dicho complejo 1 de un complejo 2 de la cadena de acido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de union y el marcador no implicado en la formacién de dicho
complejo 1y, si es necesario, del marcador por electroforesis.

El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:
poner mutuamente en contacto a) una muestra que contiene una diana de medicién, b) dos
0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de 4cido nucleico bicatenaria y
que tienen afinidad hacia la diana de medicion y sitios de unibn mutuamente diferentes para
la diana de medicion (dos o mas especies de la cadena de acido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de unién) y ¢) un marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido
nucleico bicatenaria y
separar el complejo 1 resultante que comprende la diana de medicién, las dos o mas
especies de la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union y el
marcador de un complejo 2 de la cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de unién y el marcador no implicado en la formacion de dicho complejo 1y, si es
necesario, del marcador por electroforesis.
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9. El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que la muestra que contiene la diana de
medicion y dos 0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico
bicatenaria y que tienen afinidad hacia la diana de medicién y sitios de union mutuamente
diferentes para la diana de medicién se ponen en contacto todos al mismo tiempo.

10. El procedimiento de la reivindicaciéon 8, en el que el marcador capaz de marcar dicha
cadena de acido nucleico bicatenaria se pone en contacto con dos o mas especies de
sustancias a las que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tienen afinidad
hacia la diana de medicion y sitios de union mutuamente diferentes para la diana de medicion y
después el producto se pone en contacto con la diana de medicién.

11. El procedimiento de la reivindicacién 8, en el que dos o mas especies de sustancias a las
gue se une una cadena de 4cido nucleico bicatenaria y que tienen afinidad hacia la diana de
medicion y sitios de unidbn mutuamente diferentes para la diana de medicion se ponen en
contacto con la diana de medicion, y después el producto se pone en contacto con el marcador
capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico.

12. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:
formar [1] un complejo de una diana de medicion A;, una cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bai.an Y Un marcador, [2] un complejo de una
diana de medicion A,, una cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
union Bai.an, Una cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union
Baz2:an Y Un marcador, [3] un complejo de una diana de medicién A;, una cadena de acido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an, Una cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de uniébn Basa,, uUna cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Basz.an, ¥ un marcador, ..., [n-1] un complejo de
una diana de medicién A,; , una cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de unién Ba1.an, Una cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
union Bao.an, UNa cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién
Basz:an, ..., UNa cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ban.1:an
y un marcador, y [n] un complejo de una diana de medicién A, una cadena de &cido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an, Una cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de uniébn Basa,, uUna cadena de 4acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de uniéon Basa,, ... una cadena de &cido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba,i1.an, Una cadena de &cido nucleico
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bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba, y un marcador de (a) una muestra que
contiene n tipos mutuamente diferentes de diana de medicidén A4, Az, As, ... Anq Yy A, para su
medicién, (b) (1) una sustancia a la que se une una cadena de &cido nucleico bicatenaria
que tiene afinidad hacia todos los tipos de la diana de medicién A; a A, (cadena de acido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bai.an), (2) una sustancia a la que se
une una cadena de acido nucleico y que tiene afinidad hacia todos los tipos de la diana de
medicion A, a A, excepto por A, (cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de unién Baz.an), (3) una sustancia a la que se une una cadena de &cido nucleico
bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los tipos de la diana de medicién A; a A,
excepto por A; y A, (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién
Basan), .-+ (N-1) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y
que tiene afinidad hacia la diana de medicion A.; y A, excepto por todas de A; a Anx
(cadena de acido nucleico-sustancia con afinidad de unién B,.1.an), ¥ (n) una sustancia a la
que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad sélo hacia la
diana de medicién A,, excepto por todas de A; a A,.1 (cadena de acido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de unién Ba,), y (c) un marcador capaz de marcar dicha cadena de
acido nucleico bicatenaria y, después,

separar los complejos respectivos [1] a [n] de complejos de la cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancias con afinidad de unién (1) a (n) respectivos y los marcadores no
implicados en la formacion de dichos complejos [1] a [n] y, si es necesario, de los
marcadores por electroforesis.

El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que nes de 2 a 10.

El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:
poner mutuamente en contacto (a) una muestra que contiene n tipos mutuamente
diferentes de diana de medicidén Ay, A,, As, ... An1 Y An, (b)(1) una sustancia a la que se une
una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todas las dianas de
medicién A, a A, (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién
Bar:an), (2) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que
tiene afinidad hacia todos los tipos de la diana de medicion A, a A, excepto por A; (cadena
de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an), (3) una sustancia a la
gue se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los
tipos de la diana de medicion Az a A, excepto por A; y A, (cadena de &cido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an), ..., (N-1) una sustancia a la que se une
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una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia las dianas de medicion
A1y A, excepto por todas de A; a A, (cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de union B,.1.an), ¥ (N) una sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico
bicatenaria y que tiene afinidad sélo hacia la diana de medicion A, excepto por todas de A,
a A,.1 (cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba,), y (c) un
marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido nucleico bicatenaria y separar el
resultante [1] complejo de diana de medicién A, cadena de &cido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de unién Bai.an Y marcador resultante, [2] complejo de la diana de
medicién A,, la cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba.an,
la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Basa, Yy el
marcador, [3] complejo de la diana de medicién Ag, la cadena de &cido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de unién Ba.an, 12 cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia
con afinidad de unidén Baz.an, la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad
de unién Bas.an, Yy €l marcador, ..., [n-1] complejo de la diana de medicion A, , la cadena de
acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bai.a,, la cadena de &cido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union Bas.an, la cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Basan, ..., 12 cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba,.1.an ¥ €l marcador, y [n] un complejo de la
diana de medicién A, la cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
unién Bai.an, la cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an,
la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an, ... la cadena
de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba,.1:an, 12 cadena de &cido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union Ba, y el marcador de complejos de las
cadenas de acido nucleico bicatenarias-sustancias con afinidad de union (1) a (n)
respectivos y los marcadores no implicados en la formacion de dichos complejos [1] a [n] v,
si es necesario, de los marcadores por electroforesis.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que (a) la muestra que contiene n tipos
mutuamente diferentes de diana de medicion Aq, Ag, As, ... An1 Y An (b)(1) la sustancia a la que
se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los tipos de
dianas de medicion A; a A, (cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
unién Bai.an), (2) la sustancia a la que se une una cadena de &cido nucleico bicatenaria y que
tiene afinidad hacia todos los tipos de diana de medicion A, a A, excepto por A; (cadena de
acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba2an), (3) la sustancia a la que se
une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los tipos de diana
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de medicién A; a A, excepto por A; y A, (cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de unién Baszan), ..., (N-1) la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico
bicatenaria y que tiene afinidad hacia las dianas de medicion A,.; y A, excepto por todas de A; a
A.. (cadena de &acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union By.1.an), ¥ (n) la
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad sélo
hacia la diana de medicidon A, excepto por todas de A; a A, (cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Ba,), y (c) el marcador capaz de marcar dicha
cadena de 4cido nucleico bicatenaria, se ponen todos en contacto al mismo tiempo.

16. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que (b)(1) la sustancia a la que se une
una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los tipos de la diana
de medicién A; a A, (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién
Baran), (2) la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene
afinidad hacia todos los tipos de diana de medicién A, a A, excepto por A; (cadena de acido
nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bao.an), (3) la sustancia a la que se une una
cadena de &cido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los tipos de diana de
medicion A; a A, excepto por A; y A, (cadena de &cido nucleico bicatenaria-sustancia con
afinidad de unién Baszan), ..., (N-1) la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico
bicatenaria y que tiene afinidad hacia las dianas de medicion A,.; y A, excepto por todas de A; a
A.. (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union B,.an), ¥ (n) la
sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad sélo
hacia la diana de medicidon A, excepto por todas de A; a A, (cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién B,,), se pone en contacto con (c) el marcador capaz
de marcar dicha cadena de acido nucleico bicatenaria y, después, el producto se pone en
contacto con (a) la muestra que contiene n tipos mutuamente diferentes de diana de medicién
Ai, A, Ag, ... Anq Y A

17. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que (a) la muestra que contiene n tipos
mutuamente diferentes de diana de medicion A;, A, As, ... Ar1 Y A, Se pone en contacto con
(b)(1) la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad
hacia todos los tipos de diana de medicion A; a A, (cadena de &cido nucleico bicatenaria-
sustancia con afinidad de unién Baj.an), (2) la sustancia a la que se une una cadena de acido
nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia todos los tipos de diana de medicion A, a A,
excepto por A; (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an), (3)
la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia
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todos los tipos de diana de medicion A; a A, excepto por A; y A, (cadena de acido nucleico
bicatenaria-sustancia con afinidad de unién Bas.an), ..., (n-1) la sustancia a la que se une una
cadena de acido nucleico bicatenaria y que tiene afinidad hacia las dianas de medicién A, y A,
excepto por todas de A; a A, (cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de
unién B,.1.an), ¥ (n) la sustancia a la que se une una cadena de acido nucleico bicatenaria y que
tiene afinidad solo hacia la diana de medicién A, excepto por todas de A; a A, (cadena de
acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union Bap,), y después, el producto se pone
en contacto con (c) el marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico bicatenaria .

18. El procedimiento de la reivindicacién 1 que comprende:

formar 2 0 mas especies de complejo 1 que comprende a) un tipo especifico de diana de
medicién, b) una cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia de uniéon que tiene afinidad
sé6lo por dicho tipo especifico de diana de medicién y c) el marcador de una muestra que
contiene 2 o mas tipos de diana de medicién, 2 0 mas especies de sustancias a las que se
une una cadena de &cido nucleico bicatenaria y que tienen afinidad sélo por uno de los tipos
de diana de medicion deseados (cadenas de acido nucleico bicatenarias-sustancias con
afinidad de unién especificas) y un marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido
nucleico bicatenaria y, después, separar dicho complejo 1 de un complejo 2 de la cadena
de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de union especifica y el marcador no
implicado en la formacién de dicho complejo 1 y, si es necesario, del marcador,
respectivamente, por electroforesis.

19. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende:

poner mutuamente en contacto (a) una muestra que contiene 2 o mas tipos de diana de
medicion, b) 2 o0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de acido
nucleico bicatenaria y que tienen afinidad sélo hacia un tipo cualquiera de los tipos de diana
de medicion deseados (cadenas de acido nucleico bicatenarias-sustancias con afinidad de
union especificas) y ¢) un marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico
bicatenaria y

separar las resultantes 2 0 mas especies de complejo 1 que comprende un tipo especifico
de diana de medicion, una cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia de unién que
tienen afinidad sélo por dicha diana de medicién especifica y un marcador, de un complejo
2 de la cadena de acido nucleico bicatenaria-sustancia con afinidad de unién especifica y el
marcador no implicado en la formaciéon de dicho complejo 1 y, si es necesario, del
marcador, respectivamente, por electroforesis.
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20. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que la muestra que contiene 2 o0 mas tipos
de diana de medicién, 2 0 mas especies de sustancias a las que se une una cadena de acido
nucleico bicatenaria y que tienen afinidad sélo por un tipo cualquiera de los tipos de diana de
medicion deseados y el marcador capaz de marcar dicha cadena de &cido nucleico bicatenaria
ponen en contacto todos al mismo tiempo.

21. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que 2 o mas especies de sustancias a las
que se une una cadena de &cido nucleico bicatenaria y que tienen afinidad sé6lo por un tipo
cualquiera de los tipos de diana de mediciéon se ponen en contacto con el marcador capaz de
marcar dicha cadena de &cido nucleico bicatenaria y después el producto se pone en contacto
con la muestra que contiene 2 0 mas tipos de diana de medicion.

22. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que la muestra que contiene 2 0 mas tipos
de diana de medicién se pone en contacto con 2 0 mas especies de sustancias a las que se une
una cadena de acido nucleico bicatenaria y que tienen afinidad sélo por un tipo cualquiera de los
tipos deseados de diana de medicion y, después, el producto se pone en contacto con el
marcador capaz de marcar dicha cadena de acido nucleico bicatenaria.

283. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 22, en el que cada uno
de los 2 0 més tipos de diana de medicién tienen un numero diferente de sitios capaces de
unirse a una sustancia que tiene afinidad soélo por la misma .

24. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 22, en el que el acido
nucleico bicatenario que se une a cada una de 2 o0 mas especies de las sustancias que tienen
afinidad sélo por un tipo cualquiera de los tipos de diana de medicién es de un tamano diferente.

25. El procedimiento de la reivindicacion 1, que es adecuado para la medicién de 1 o mas
tipos de diana de medicion a una muestra y que comprende medir el complejo o complejos
separados por el procedimiento que se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a
24.

26. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en el que la
electroforesis es electroforesis capilar.



ES 2349949 T3

71
Fig. 1
OGND . OGND :
. GND 250V - 130V 130V

Deposito de muestra Deposito de muestra

OGND | - 750V

Introduccién de la muestra Separacion de la muestra

| Fig.2
O + Y+ X

. Cadena de acido Marcador
D|anla_c’ie nucleico-sustancia
medicion con &finidad

' MQ Cadena de &cido nucleico
(marcada) - sustancia con

Complejo de diana de medicién afinidad
[Cadena de acido nucleico- ) ( Y Marcador )
sustancia con afinidad - Marcador]

Separacion



ES 2349949 T3

72
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Fig. 5
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Fig. 11
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Fig. 15
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Fig. 17
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‘Fig. 19
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Fig. 24
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