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DESCRIPCION
Aparato de electroforesis y método de electroforesis
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un aparato de separacion de muestras bioldgicas automatizado, a un aparato que
constituye el aparato de separacion de muestras bioldgicas automatizado y al uso del mismo. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a un aparato de electroforesis automatizado y a un método de electroforesis automatizado.

Antecedentes de la técnica

Después del logro de los proyectos del genoma humano, se han llevado a cabo investigaciones intensas sobre el
proteoma. El término “proteoma” abarca cualquier proteina que se produzca por medio de traduccién de ciertas células,
érganos, etc. Un ejemplo de las investigaciones sobre el proteoma es la obtencion del perfil de una proteina.

Una de las técnicas mas comunes para la obtencion del perfil de una proteina es la electroforesis bidimensional de la
proteina. Las proteinas tienen cargas eléctricas y pesos moleculares diferentes Unicos para ellas mismas. A partir del
proteoma, que es una mezcla de muchas clases de proteinas, las proteinas pueden separarse basandose en las cargas
eléctricas o pesos moleculares. Sin embargo, es posible realizar la separaciéon de proteinas a partir del proteoma con
mayor resolucion para mas clases de las proteinas separando las proteinas del proteoma basandose en cargas eléctricas
y pesos moleculares en combinacion.

La electroforesis bidimensional incluye dos etapas de electroforesis: electroforesis de isoelectroenfoque para separar
proteinas basandose en sus diferencias de carga eléctrica; y electroforesis en gel plano (especialmente, SDS-PAGE) para
separar las proteinas basandose en sus diferencias de peso molecular. Ademas, la electroforesis bidimensional puede
llevarse a cabo con una muestra preparada con o sin un agente desnaturalizante. Como tal, la electroforesis bidimensional
es una excelente técnica capaz de separar varios cientos de clases de proteinas de una vez.

En la electroforesis bidimensional, se somete una muestra a la electroforesis de isoelectroenfoque en un gel en una
primera dimension. Entonces, el gel en una primera dimension se transfiere para aplicarse a un gel en una segunda
dimensién en el que la muestra se somete a la separacion basada en el peso molecular. Generalmente, el gel en una
primera dimension para la electroforesis de isoelectroenfoque es muy delgado en comparacion con su anchura y longitud.
Por tanto, es dificil reconocer qué lado es el lado frontal o el lado posterior del gel, y de qué modo el gel tiene un gradiente
de pH. Ademas, el gel puede deformarse o torcerse facilmente, y tiene por tanto una escasa estabilidad de forma. Esto
seria una causa de escasa reproducibilidad de los resultados de la electroforesis. Ademas, la manipulacion del gel en una
primera dimensién no es facil, lo que supone un impedimento para un esfuerzo de mejorar la transferencia del gel en una
primera dimension al gel en una segunda dimensioén en cuando a precision de posicionamiento. Ademas, en el caso en
el que la separacion en la segunda dimension se lleva a cabo con SDS-PAGE, se requiere realizar el tratamiento de
equilibrado (tratamiento con SDS y reduccion) (tratamiento quimico) en el gel en una primera dimensién después de la
electroforesis en la segunda dimension, de modo que las proteinas en el gel en una primera dimensién seran capaces de
migrar a través del gel en una segunda dimension. Debido a la necesidad de tal tratamiento en el gel en una primera
dimensidn, la electroforesis bidimensional produce resultados diferentes dependiendo de la aptitud del operario.

Tal como se describié anteriormente, la electroforesis bidimensional es una excelente técnica, aunque requiere que el
operario de la misma tenga mucha experiencia en la realizaciéon de la misma. La dependencia de la aptitud del operario
dificulta que la electroforesis bidimensional obtenga datos cuantitativos con buena reproducibilidad.

Con el fin de superar este problema, se han desarrollado técnicas para automatizar la electroforesis bidimensional (véanse
el documento de patente 1 y el documento no de patente 1).

Lista de menciones

Documentos de patente

Documento de patente 1

Publicacion de solicitud de patente japonesa, Tokukai, n.° 2007-64848 A (fecha de publicacion: 15 de marzo de 2007)
Documento de patente 2

JP 63-138250 (fecha de publicacion: 10 de junio de 1988)

Documentos no de patente

Documento no de patente 1

Hiratsuka et al., Fully Automated Two-Dimensional Electrophoresis System for High-Throughput Protein Analysis, Anal.
Chem., 79 (15), 5730 -5739, 2007
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Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Tal como se describiéd anteriormente, ha habido una gran demanda de una mayor precision de deposicién en la
electroforesis para analizar una muestra biolégica. En respuesta a esto, existe la necesidad de una técnica de
electroforesis que pueda lograr una mayor precision que las técnicas del documento de patente 1 y el documento no de
patente 1.

La presente invencion se logra en vista de los problemas mencionados anteriormente, y un objeto principal de la presente
invencion es proporcionar una técnica de electroforesis con mayor exactitud de las técnicas convencionales.

Solucién al problema

Segun la presente invencion, se proporciona un aparato de electroforesis segun la reivindicaciéon independiente 1, que
comprende: una seccién de separacion de muestras para contener un medio de separacién de muestras para separar
una muestra en una direccion de separacién, conteniendo la seccion de separacion de muestras el medio de separacion
de muestras de tal manera que el medio de separacién de muestras tiene una porcion expuesta en un extremo de una
superficie del medio de separacion de muestras, estando la superficie en paralelo con la direccién de separacion; medios
de conexion del medio para conectar un medio que contiene muestra con el medio de separacion de muestras en una
region de conexién sobre la porcidén expuesta, conteniendo el medio que contiene muestra una muestra, y satisfaciendo
la region de conexion la siguiente ecuacion (1):

Y>04xX - (1),

donde X > 0y X es una distancia en la direccion de separacion desde un extremo interior de la porcidon expuesta expuesta
sobre la superficie superior del medio de separacion de muestras, hasta un extremo interior del medio que contiene
muestra, e Y es una distancia en una direccion perpendicular a la direccion de separacion desde el extremo interior de la
porcion expuesta (151) expuesta sobre la superficie superior del medio de separacién de muestras (150) hasta la region
de conexion; un primer depdsito de tampodn que contiene al menos parte de la porcién expuesta; y un segundo depésito
de tampodn que esta ubicado de tal manera que la seccién de separacion de muestras estara entre el segundo depdsito
de tampdn y la porcién expuesta, teniendo la seccion de separacion de muestras una abertura de comunicacion para la
comunicacion entre el medio de separacion de muestras y el segundo depdsito de tampon.

Con esta disposicion, el medio que contiene muestra que contiene la muestra puede estar conectado, en una posicion
apropiada, con el medio de separacion de muestras para separar la muestra. Por tanto, es posible mejorar la exactitud de
las manchas obtenidas como resultado de la electroforesis, en comparacion con las técnicas convencionales.

Con esta disposicion, en la que se proporcionan los depositos de tampén, que estan conectados respectivamente con
ambos extremos del medio de separacion de muestras, es posible realizar facilmente la electroforesis.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede disponerse preferiblemente de manera que el medio de
separacion de muestras tiene una seccién de soporte cuya parte superior alcanza una altura igual a o mayor que el
extremo interior de la porcidon expuesta, y la region de conexion esta sobre la seccion de soporte.

Con esta disposicion, los medios de conexiéon del medio conectan el medio que contiene muestra con el medio de
separacion de muestras de tal modo que la electroforesis desplazara la muestra lejos de donde esta ubicada la seccion
de soporte. Por tanto, la presencia de la seccién de soporte, sorprendentemente, mejora la electroforesis. Obsérvese que,
por ejemplo, en el caso en el que la porcion expuesta tiene una parte superior plana, la porcién expuesta del medio de
separacion de muestras se deforma mediante el medio que contiene muestra empujado contra una porcién de lado no
terminal de la porcion expuesta, de modo que una porcion de lado terminal de la porcion expuesta sirve como seccién de
soporte (véase la figura 3(b)).

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto preferiblemente de manera que la seccion
de separacion de muestras tiene dos placas que son paralelas entre si, para contener el medio de separacion de muestras
entre medias.

Con esta disposicion, el medio de separacion de muestras tiene una forma similar a un tablero definido por las superficies
planas paralelas entre si. Como resultado, la electroforesis puede realizar una separacion de muestras mas apropiadas.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto de manera que el medio que contiene
muestra y el medio de separaciéon de muestras son un gel o geles que contiene(n) un agente gelificante seleccionado del
grupo que consiste en amidas poliacrilicas, agarosa, agar y almidén.

Con esta disposicion, el uso de un gel o geles de este tipo conduce a una separacioén de muestras mas apropiada.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto de manera que el medio que contiene
muestra tiene una mayor viscoelasticidad que el medio de separacién de muestras. En otras palabras, es preferible que
el medio de separacion de muestras y el medio que contiene muestra estén configurados respectivamente para tener
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resistencias estructurales tales que el medio que contiene muestra no se deformara sino que el medio de separacién de
muestras se deformara cuando el medio que contiene muestra se conecta con el medio de separacion de muestras.

Con esta disposicion, el medio de separacion de muestras se deformara sin deformar el medio que contiene muestra
cuando el medio que contiene muestra se conecta con el medio de separacion de muestras. Por tanto, se hace posible
empujar el medio que contiene muestra dentro del medio de separacion de muestras apropiadamente.

El aparato de electroforesis segun la presente invencidn puede estar dispuesto de manera que incluye una estructura en
la que la seccion de separacion de muestras, el primer depdsito de tampoén y el segundo depdsito de tampdn se integran.

Con esta disposicion, en la que la seccion de separacién de muestras, el primer depdsito de tampoén y el segundo depdsito
de tampdn se integran en una Unica unidad, es facil manipularlos.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto de manera que incluye ademas: un tapén
para la conformacion del medio, proporcionandose el tapén de manera desprendible para cubrir la porciéon expuesta del
medio de separacién de muestras en el primer depdsito de tampén; y un sello para la conformacion del medio, sellando
el sello la abertura de comunicacion.

Con esta disposicion en la que se proporcionan el tapon para la conformacion del medio y el sello para la conformacion
del medio, el medio de separacién de muestras puede colarse facilmente para dar una conformacién en la seccion de
separacion de muestras usando el tapon y el sello.

El aparato de electroforesis segun la presente invenciéon puede estar dispuesto de manera que el primer depésito de
tampodn y el tapon estan configurados de manera que, cuando el tapén se une dentro del primer depésito de tampén, el
primer depdsito de tampon tiene todavia espacio para contener un liquido.

Con esta disposicion, el tapon para la conformacion del medio no llena el primer depdsito de tampdn. Por tanto, el tapon
puede retirarse facilmente del primer depdsito de tampén. Ademas, por ejemplo, en el caso en el que el medio de
separacion de muestras sea un gel de amida acrilica, que se solidifica en condiciones anaerobias, no es preferible que el
tapon llene el primer depésito de tampdn, porque el gel se solidificaria en un hueco entre el tapén y el primer depdsito de
tampdn. En la presente realizacion, sin embargo, se configura que el tapdon no llene el primer depdsito de tampoén
completamente, impidiendo de ese modo la solidificaciéon del gel en el hueco.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto preferiblemente de manera que la seccion
de separacion de muestras tenga una primera seccién de acoplamiento y el tapdon tenga una tercera seccion de
acoplamiento, en el que la primera seccion de acoplamiento y la tercera seccion de acoplamiento estan configuradas para
acoplarse entre si, y el primer depésito de tampdn tenga una segunda seccién de acoplamiento y el tapén tenga una
cuarta seccion de acoplamiento, en el que la segunda seccién de acoplamiento y la cuarta seccion de acoplamiento estan
configuradas para acoplarse entre si.

Con esta disposicion, es posible sujetar faciimente el tapon al aparato de electroforesis.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto preferiblemente de manera que: la primera
seccion de acoplamiento y la tercera seccion de acoplamiento estan configuradas para acoplarse entre si al estar
configuradas de manera que la primera seccidén de acoplamiento tiene una seccién de saliente y la tercera seccion de
acoplamiento tiene una seccion de rebajo correspondiente a la seccion de saliente, o al estar configuradas de manera
que la primera seccion de acoplamiento tiene una seccion de rebajo y la tercera seccién de acoplamiento tiene una seccion
de saliente correspondiente a la seccion de rebajo, y la segunda secciéon de acoplamiento y la cuarta seccién de
acoplamiento estan configuradas para acoplarse entre si al estar configuradas de manera que la segunda seccion de
acoplamiento tiene una seccidon de saliente y la cuarta seccién de acoplamiento tiene una secciéon de rebajo
correspondiente a la seccion de saliente, o al estar configuradas de manera que la segunda seccidon de acoplamiento
tiene una seccion de rebajo y la cuarta seccidon de acoplamiento tiene una seccion de saliente correspondiente a la seccion
de rebajo. Es preferible que el acoplamiento entre la primera seccion de acoplamiento y la tercera seccion de acoplamiento
tenga una profundidad diferente del acoplamiento entre la segunda seccién de acoplamiento y la cuarta seccion de
acoplamiento.

Con esta disposicion, la segunda seccion de acoplamiento y la cuarta seccién de acoplamiento pueden acoplarse
suavemente incluso después del acoplamiento de la primera seccion de acoplamiento y la tercera seccion de
acoplamiento, en el caso en el que el acoplamiento de la segunda seccion de acoplamiento y la cuarta seccion de
acoplamiento sea mas profundo que el acoplamiento de la primera seccién de acoplamiento y la tercera seccion de
acoplamiento. Alternativamente, en el caso en el que la primera seccion de acoplamiento y la tercera seccion de
acoplamiento es mas profunda que el acoplamiento del acoplamiento de la segunda seccion de acoplamiento y la cuarta
seccién de acoplamiento, la primera seccion de acoplamiento y la tercera secciéon de acoplamiento pueden acoplarse
suavemente incluso después del acoplamiento de la segunda seccion de acoplamiento y la cuarta seccion de
acoplamiento. De este modo, el acoplamiento de un par de las secciones de acoplamiento puede realizarse después del
acoplamiento del otro par de las secciones de acoplamiento, al tiempo que se deja que salga el aire del medio de
separacion de muestras. Por tanto, la conformaciéon del medio de separacién de muestras puede realizarse
apropiadamente.
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El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto preferiblemente de manera que: el tapén
tiene una seccion de solapamiento para solaparse con una superficie de la seccidon de separacion de muestras o una
pared lateral del primer depdsito de tampon.

Con esta disposicion, la seccién de solapamiento no permite que entre aire dentro del tapon, haciendo posible de ese
modo realizar la conformacion del medio de separacion de muestras apropiadamente.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto preferiblemente de manera que: la seccion
de solapamiento tiene una anchura de solapamiento de al menos 1 mm.

Con esta disposicién, en la que la seccidon de solapamiento tiene una anchura de solapamiento de al menos 1 mm, se
hace mas dificil que entre aire dentro del tapon. Por tanto, es posible realizar la conformacién del medio de separacién de
muestras mas apropiadamente.

El aparato de electroforesis segun la presente invencién puede estar dispuesto preferiblemente de manera que la abertura
de comunicacién esta ubicada sobre una superficie superior de la seccién de separacion de muestras.

Con esta disposicion, en la que la abertura de comunicacion esta ubicada sobre la superficie superior de la seccion de
separacion de muestras, el sello para sellar la abertura de comunicacion esta también unido sobre la superficie superior
de la seccion de separaciéon de muestras. Por tanto, es muy conveniente que el sello pueda retirarse faciimente de la
seccién de separacion de muestras.

El aparato de electroforesis segun la presente invencion puede estar dispuesto preferiblemente de manera que el medio
de separacion de muestras tiene una porcion abombada que esta abombada hacia abajo y ubicada sobre un lado distal
a la seccidn expuesta y en una region que va desde la abertura de comunicacion hasta un borde del medio de separacion
de muestras.

Con esta disposicion, la porcion abombada esta ubicada mas cerca del borde del medio de separacion de muestras que
lo que esta la abertura de comunicacion. Por tanto, la ubicacion de la porcién abombada no impide la separacion de
muestras en el medio de separacion de muestras. La porcién abombada permite que el medio de separacion de muestras
tenga un peso superior. Al desensamblar la seccidon de separaciéon de muestras para la retirada del medio de separacion
de muestras, esto facilita que el medio de separacion de muestras se mantenga en una parte inferior de la seccion de
separacion de muestras. Ademas, al permitir que el medio de separacion de muestras contenga un electrolito, se hace
posible suministrar el electrolito a partir de la porciéon abombada.

Segun un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona un método de realizacion de electroforesis segun la
reivindicacion independiente 15, con el uso de un aparato de electroforesis que comprende una seccién de separacion de
muestras para contener un medio de separacion de muestras para separar una muestra en una direccién de separacion,
conteniendo la seccidn de separacion de muestras el medio de separacion de muestras de tal manera que el medio de
separacion de muestras tiene una porcion expuesta en un extremo de una superficie del medio de separaciéon de muestras,
estando la superficie en paralelo con la direccién de separacion, comprendiendo dicho método: conectar el medio de
separacion de muestras con un medio que contiene muestra en una regidén de conexion, conteniendo el medio que
contiene muestra la muestra, y satisfaciendo la region de conexion la ecuacion (1):

Y=04xX- (1),

donde X > 0y X es una distancia en la direccion de separacion desde un extremo interior de la porcidon expuesta expuesta
sobre la superficie del medio de separacion de muestras, hasta un extremo interior del medio que contiene muestra, e Y
es una distancia por la cual el medio que contiene muestra se empuja dentro del medio de separacion de muestras en
una direccién perpendicular a la direccion de separacioén, en el que: el aparato de electroforesis comprende ademas un
primer depésito de tampén y un segundo depdésito de tampdn, conteniendo el primer depésito de tampén al menos parte
de la porcion expuesta, estando ubicado el segundo depdsito de tampdn de tal manera que la seccidn de separacion de
muestras estara entre el segundo depdsito de tampdn y la porcidon expuesta, y teniendo la seccion de separacion de
muestras una abertura de comunicacion para la comunicacion entre el medio de separacion de muestras y el segundo
deposito de tampodn.

Efectos ventajosos de la invencion

Con la técnica de electroforesis segun la presente invenciéon, un medio de separacion de muestras para separar una
muestra puede conectarse, en una posicion apropiada, con un medio que contiene muestra para contener la muestra. Por
tanto, la técnica de electroforesis segun la presente invencion puede lograr una mayor precision que las técnicas
convencionales.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1

La figura 1 es una vista en seccion transversal que ilustra esquematicamente una configuracion de un aparato de
electroforesis segun una realizacion de la presente invencion.
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Figura 2

La figura 2 es una vista en perspectiva que ilustra esquematicamente la configuracién del aparato de electroforesis segun
la realizacion de la presente invencion.

Figura 3

La figura 3 es una vista esquematica que ilustra una variaciéon de un modo de conexién de un medio que contiene muestra
y un medio de separacion de muestras en la electroforesis segun una realizacion de la presente invencion.

Figura 4

La figura 4 es una vista en seccioén transversal que ilustra esquematicamente el aparato de electroforesis segun una
realizacion de la presente invencion en cuanto a la formacién de un medio de separacién de muestras.

Figura 5

La figura 5 es una vista en perspectiva que ilustra esquematicamente una configuracion de un tapon para la conformacion
del medio para el aparato de electroforesis segun una realizacion de la presente invencion.

Figura 6

La figura 6 es una vista en seccion transversal que ilustra un modelo de un aparato de electroforesis usado en el ejemplo
de célculo 1.

Figura 7

La figura 7 es una vista que ilustra los resultados de simulacion en el ejemplo de calculo 1.
Figura 8

La figura 8 es una vista que ilustra un resultado de simulacion en el ejemplo de calculo 1.
Figura 9

La figura 9 es una vista que ilustra un resultado de simulacion en el ejemplo de calculo 1.
Figura 10

La figura 10 es una vista que ilustra un resultado de simulacion en el ejemplo de calculo 2.
Figura 11

La figura 11 es una vista que ilustra un resultado de electroforesis en el ejemplo 1.

Figura 12

La figura 12 es una vista que ilustra un resultado de electroforesis en el ejemplo 2.
Descripcion de realizaciones

La figura 1 es una vista en seccion transversal que ilustra esquematicamente una configuracion de un aparato de
electroforesis 100 segun una realizacion de la presente invencion. La figura 2 es una vista en perspectiva que ilustra
esquematicamente una configuracién del aparato de electroforesis 100. Tal como se ilustra en la figura 1, el aparato de
electroforesis 100 esta configurado de manera que una seccidn de separacion de muestras 101 que incluye una primera
placa 102 y una segunda placa 103 paralela con la primera placa contiene un medio de separacion de muestras 150 entre
medias. El medio de separacién de muestras 150 es un medio en el que va a separarse una muestra en una direccion
horizontal a lo largo del medio. La seccién de separacion de muestras 101 contiene el medio de separaciéon de muestras
150 de tal manera que una porcion (una porcion expuesta 151) del medio de separacion de muestras 150 esta expuesta
en un borde de una superficie paralela con la direccion horizontal. El término “extremo interior de la porcion expuesta
(parte expuesta)” usado en esta descripcién pretende significar la porcion del medio de separacién de muestras que esta
expuesta y esta en contacto con una seccion de separacion de muestras.

Ademas, el aparato de electroforesis 100 tiene un primer depdsito de tampoén 104 y un segundo depésito de tampén 105.
Al menos parte de la porcidon expuesta 151 se inserta dentro del primer depdsito de tampdn 104. El segundo depdsito de
tampodn 105 esta ubicado de tal manera que la seccidn de separacion de muestras 101 esta entre el segundo depdsito de
tampdn 105 y la seccién expuesta 151. La primera placa 102 de la seccidon de separacion de muestras 101 tiene una
abertura de comunicacién 106 para la comunicacién entre el medio de separacion de muestras 150 y el segundo depdsito
de tampén 105.
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El medio de separacion de muestras 150 tiene una porcion abombada 152 en una regiéon que va desde la abertura de
comunicacion 106 hasta un borde del medio de separacién de muestras 150 y en un lado distal hasta la seccién expuesta
151. La porciéon abombada 152 estd abombada hacia abajo.

Ademas, el aparato de electroforesis 100 incluye medios de conexion del medio que incluyen una seccién de contencién
107 y un brazo de transporte 108. La seccidn de contencion 107 soporta un medio que contiene muestra 160 en el que
esta contenida una muestra. El brazo de transporte 108 esta configurado para desplazar la seccion de contencion 107.
En una realizacion, el brazo de transporte 108 es un brazo de transporte capaz de desplazar la seccién de contencion
107 en direcciones bidimensionales tal como se ilustra en la figura 2, y esta configurado para transferir el medio que
contiene muestra 160 desde un sitio de almacenamiento de medio que contiene muestra 161 hasta una posicion en la
que el medio que contiene muestra 160 se conecta con el medio de separacion de muestras 150.

Tal como se ilustra en la figura 1, la seccidon de separacion de muestras 101, el primer depdsito de tampon 104 y el
segundo depdsito de tampon 105 pueden integrarse en una Unica estructura, de modo que la unica estructura puede
usarse como un chip para su uso en electroforesis.

La primera placa 102 y la segunda placa 103 pueden estar hechas de un material aislante tal como un material acrilico,
vidrio, etc. La seccion de separaciéon de muestras 101 esta configurada de manera que la primera placa 102 y la segunda
placa 103 se adhieren entre si para contener el medio de separacion de muestras 150 entre medias. Después de que se
realice la electroforesis con la seccidn de separacion de muestras 101, la primera placa 102 y la segunda placa 103 se
quitan de la seccidén de separacion de muestras 101 usando una herramienta tal como una espatula. De ese modo, el
medio de separacion de muestras 150 se retira de la seccion de separacion de muestras 101 para someterse a un analisis
posterior. La primera placa 102 y la segunda placa 103 pueden adherirse entre si con un adhesivo general, pero es
preferible adherir la primera placa 102 y la segunda placa 103 mediante soldadura ultrasénica porque la soldadura
ultrasonica esta libre de dispersion del adhesivo, y problemas similares.

La segunda placa 103 se extiende tanta longitud como el medio de separacién de muestras 150. Por tanto, cuando la
primera placa 102 y la segunda placa 103 estan separadas entre si, el medio de separacién de muestras 150 puede
permanecer facilmente sobre la segunda placa 103. Es decir, es la segunda placa 103 la que soporta un lado lateral del
medio de separacion de muestras 101 (noilustrado). Ademas, tal como se describié anteriormente, el medio de separacion
de muestras 150 tiene la porcién abombada 152, haciendo de ese modo mas facil que permanezca el medio de separacion
de muestras 150 sobre la segunda placa 103. Debido a que al analisis posterior se le suministra el medio de separacion
de muestras 150 de tal forma que permanezca sobre la segunda placa 103, el analisis posterior puede realizarse de una
manera fija.

El medio que contiene muestra 160 y el medio de separacion de muestras 150 pueden ser cualquier clase de medio que
se use generalmente para electroforesis. Por ejemplo, el medio que contiene muestra 160 y el medio de separacion de
muestras 150 pueden ser un gel o geles que contiene(n) un agente gelificante seleccionado del grupo que consiste en
amidas poliacrilicas, agarosa, agar y almidon.

El medio que contiene muestra 160 contiene una muestra que va a someterse a la electroforesis. La muestra puede estar
distribuida uniformemente por todo el medio que contiene muestra 160. Sin embargo, puede realizarse una electroforesis
primaria sobre el medio que contiene muestra 160.

El medio que contiene muestra 160 esta conectado con la seccidn expuesta 151 del medio de separacidon de muestras
150 tal como se ilustra en la figura 3. Ademas, en una realizacion, el medio que contiene muestra 160 se transfiere sobre
la parte superior de la porcién expuesta 151 tal como se ilustra en la figura 3(a), entonces el medio que contiene muestra
160 se empuja dentro de la porcién expuesta 151 hacia abajo, de modo que el medio que contiene muestra 160 y la
porcion expuesta 151 se conectan entre si (etapa de conexién de medios). Cuando estan conectados entre si, el medio
que contiene muestra 160 y la porcién expuesta 151 estan conectados por medio de una regién de conexién que satisface
la siguiente ecuacion (1). Mediante esto, se hace posible transferir apropiadamente la muestra desde el medio que
contiene muestra 160 hasta el medio de separaciéon de muestras.

Y=04xX- (1),

donde X es una distancia horizontal desde un extremo interior de la porcion expuesta 151 hasta el medio que contiene
muestra 160, e Y es una distancia en una direccion vertical.

Ademas, es preferible que el medio de separacion de muestras 150 tenga una seccién de soporte 153 cuya parte superior
alcanza una altura igual a 0 mayor que el extremo interior de la porcién expuesta 151 tal como se ilustra en la figura 3(b),
y que la region de conexion esté ubicada sobre la seccién de soporte 153, tal como se ilustra en la figura 3(b). Por ejemplo,
una configuracion en la que la region de conexién esta sobre la seccion de soporte 153 tal como se ilustra en la figura
3(b) es mas preferible que una configuracién en la que la regidon de conexion esta fuera de la seccidn de soporte 153 tal
como se ilustra en la figura 3(c).

Ademas, es preferible que el medio que contiene muestra 160 tenga una mayor viscoelasticidad que el medio de
separacion de muestras 150. En otras palabras, es preferible que el medio de separacién de muestras 150 y el medio que
contiene muestra 160 se diferencien respectivamente en cuanto a su resistencia estructural de manera que el medio que
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contiene muestra 160 no se deformara sino que el medio de separacién de muestras 150 se deformara, cuando el medio
de separacion de muestras 150 esta unido al medio que contiene muestra 160. Con esta configuracion, se hace posible
deformar apropiadamente la seccion de soporte 153 tal como se ilustra en la figura 3. Para diferenciar el medio de
separacion de muestras 150 y el medio que contiene muestra 160 en cuanto a viscoelasticidad y resistencia estructural,
la viscoelasticidad y resistencia estructural del medio de separacion de muestras 150 y el medio que contiene muestra
160 pueden ajustarse, por ejemplo, preparando el medio de separacién de muestras 150 y el medio que contiene muestra
160 con diferentes clases de agentes gelificantes, o mas preferiblemente, con un agente gelificante idéntico en cantidades
diferentes de manera que el medio que contiene muestra 160 tenga un mayor contenido de agente gelificante que el
medio de separacion de muestras 150.

La figura 4 es una vista en seccioén transversal que ilustra esquematicamente el aparato de electroforesis segun una
realizacion de la presente invencién en cuanto a la formacién de un medio de separacion de muestras. Tal como se ilustra
en la figura 4, la seccion de separacion de muestras 101 se sella de tal manera que la porcién expuesta 151 se cubre con
un tapon 130 para la conformacién del medio y la abertura de comunicacién 106 se cubre con un sello 120 para la
conformacion del medio. De este modo, el medio de separacion de muestras 150 puede formarse dentro de la seccion de
separacion de muestras 101.

En este caso, el tapén 130 no llena el primer depdsito de tampdn 104. Por tanto, el tapdn 130 puede retirarse facilmente
del primer depésito de tampdn 104. Ademas, por ejemplo, en el caso en el que el medio de separaciéon de muestras 150
es un gen de amida acrilica, que se solidifica en condiciones anaerobias, no es preferible que el tapén 130 llene el primer
deposito de tampdn 104, porque el gel se solidificaria en un hueco entre el tapdn 130 y el primer depdsito de tampon 104.
En la presente realizacion, sin embargo, esta configurado de manera que el tapén 130 no llena el primer depdsito de
tampon 104 completamente, impidiendo de ese modo la solidificacion del gel en el hueco.

La figura 5 (a) es una vista en perspectiva que ilustra conformaciones de la seccién de separacién de muestras 101 y el
primer depdsito de tampodn 104, con el que el tapdn 130 para la conformacion del medio va a acoplarse. La figura 5(b) es
una vista en perspectiva que ilustra esquematicamente una configuracion del tapén 130 para la conformacion del medio,
tal como se ilustra en las figuras 5(a) y 5(b), una seccioén de rebajo (primera seccién de acoplamiento) 109 de la seccién
de separaciéon de muestras 101 y una seccion de saliente (tercera seccion de acoplamiento) 131 del tapén 130 van a
acoplarse entre si. Mientras tanto, una seccion de rebajo (segunda seccion de acoplamiento) 110) del primer depdsito de
tampon 104 y una seccion de saliente (cuarta seccién de acoplamiento) 132 del tapén 130 van a acoplarse entre si.
Debido a que el acoplamiento entre la seccion de rebajo 110 y la seccion de saliente 132 se acopla mas profundamente
que el acoplamiento entre la seccién de rebajo 109 y la seccién de saliente 131, un usuario puede realizar en primer lugar
el acoplamiento entre la seccion de rebajo 110 y la seccién de saliente 132, y en segundo lugar el acoplamiento entre la
seccion de rebajo 109 y la seccién de saliente 131. De este modo, es posible acoplar el tapén 130 con la seccién de
separacion de muestras 101 y el primer depésito de tampdn 104 sin permitir que entre aire en el mismo.

Tal como se ilustra en la figura 5(b), el tapdn 130 tiene una seccion de solapamiento de 1 mm de anchura, que se solapa
con una superficie de la seccion de separacion de muestras 101 y una pared lateral del primer depésito de tampdn 104.
Con esta configuracion, el tapon 130 puede acoplarse con la seccion de separacion de muestras 101 y el primer depdsito
de tampén 104, impidiendo de ese modo que entre aire en el gel después del acoplamiento.

(Ejemplo de calculo 1)

Para determinar una posicion de conexién apropiada para la conexién entre el medio de separacion de muestras y el
medio que contiene muestra, se llevd a cabo una simulacién informatica de una electroforesis de una muestra usando,
como modelo, un aparato de electroforesis tal como se ilustra en la figura 6.

Tal como se ilustra en la figura 6, el aparato de electroforesis 200 se configuré de manera que, entre un catodo 201 y un
anodo 202, se proporcioné un gel (medio de separacion de muestras) 205 de 1 mm de grosor intercalado entre placas
acrilicas 203 y 204 de 2 mm de grosor. La placa acrilica 203 estaba ausente en el lado del catodo 201, exponiendo de
ese modo el 205 por 10 mm sobre el lado del catodo 201. Un gel (medio que contiene muestra) 207 de 0,4 mm de grosor
y 1,2 mm de anchura y soportado sobre un soporte 206 se empujo dentro de la porcidn expuesta del gel 205. En este
caso, X era la distancia entre el gel 207 y el extremo del lado del catodo de la placa acrilica 203, siendo el extremo del
lado del catodo proximal al catodo 201 (es decir, X era una distancia por la cual la muestra se desplazaba a través del gel
expuesto 205), e Y era una distancia entre el lado superior del gel 205 y el lado superior del gel 207 (es decir, Y era la
distancia por la cual el gel 207 se empujé dentro del gel 205).

Los geles 205 y 207 tenian una constante dieléctrica igual a la del agua. Una muestra (particulas cargadas) sometida a
prueba en el presente documento era lisozima modelada. La movilidad de la lisozima modelo se calculd a partir de los
valores de medicion reales de SDS-PAGE de lisozima. Se supuso que la lisozima modelo iba a introducirse en el gel
(medio de separacién de muestras) 205 desde ocho (8) posiciones del gel (medio que contiene muestra) 207, donde las
ocho posiciones eran internas en el gel 205 por 0,02 mm desde las cuatro esquinas del gel 207 y los puntos medios de
los cuatro lados del gel 207, respectivamente.

La figura 7 es una vista que ilustra resultados de simulaciéon donde Y era 0 mm y X se varié en un intervalo de 0 a 3 mm.
En la figura 7, el lado a mano izquierda muestra el movimiento de la lisozima modelada en las proximidades de la posicion
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donde el gel 207 se empujo, mientras que el lado a mano derecha muestra el movimiento de la lisozima modelada en las
proximidades el extremo del lado del anodo del gel 205, siendo el extremo del lado del anodo proximal al anodo 202. Las
figuras 8, 9 y 10 se ilustran de la misma manera.

Cuando X =0 mm, la lisozima modelada se desplazé en el gel 205 pero no se difundié en el tampédn, tal como se muestra
en el n.° 1. La lisozima modelada se introdujo en el gel 205 desde el punto medio del lado superior del gel 207 y las
posiciones en el lado a mano derecha del gel 207 se bloquearon mediante una pared (placa acrilica 203) proporcionada
en el gel. Cuando X =0,5 mm, 0,75 mm, 1 mm, 1,5 mm o 2 mm, se observé difusién de la lisozima modelada en el tampoén
tal como se muestraen el n.° 2, n.° 3, n.° 4, o n.° 6. Mientras tanto, la lisozima modelada no se bloqued mediante la pared
en estos casos. Cuando X = 3 mm, tal como se ilustra en el n.° 7, se observé difusion de la lisozima modelada en el
tampdn. En este caso, sin embargo, la lisozima modelada desde el medio del lado superior del gel 207 se bloqued
mediante la pared (placa acrilica 203).

Tal como se describié anteriormente, cuando Y = 0 mm, se observé el movimiento de la lisozima modelada en el gel
(medio de separacién de muestras) 205 desde todas las posiciones del gel (medio que contiene muestra) 207 solo en el
caso en el que X =0 mm.

La figura 8 es una vista que ilustra resultados de simulacién, en donde Y = 0,3 mm y X se varié en el intervalo de 0 a
3 mm.

Cuando X =0 mm, 0,5 mm o 0,75 mm, se observd el movimiento de la lisozima modelada en el 205, pero la lisozima
modelada no se difundié en el tampdn y tampoco se bloqued mediante la placa acrilica. Cuando X =1 mm, 1,5 mm o
2 mm, la lisozima modelada se difundié en el tampon tal como se muestraen el n.° 11, n.° 12 o n.° 13. En estos casos, la
lisozima modelada no se bloque6 mediante la pared. Cuando X = 3 mm, se observé la difusion de la lisozima modelada
en el tampén tal como se ilustra en el n.° 14, pero la lisozima modelada desde el punto medio del lado superior del gel
207 se bloqued mediante la pared (placa acrilica 203).

Tal como se describié anteriormente, cuando Y = 0,3 mm, se observé el movimiento de la lisozima modelada en el gel
(medio de separacién de muestras) 205 desde todas las posiciones del gel (medio que contiene muestra) 207 solo en el
caso en el que X = 0,75 mm o menos.

La figura 9 es una vista que ilustra resultados de simulacion en donde Y = 0,6 mm y X se varié en un intervalo de 0 a
3 mm.

Cuando X = 0 mm, se observé el movimiento de la lisozima modelada en el gel 205 sin la difusion del mismo en el tampén,
tal como se ilustra en el n.° 15. La lisozima modelada desde la porcion izquierda del lado inferior del gel 207 se bloqued
mediante la pared (placa acrilica 204). Cuando X = 0,5 mm, 0,75 mm, 1 mm o 1,5 mm, se observé el movimiento de la
lisozima modelada en el gel 205 sin la difusion del mismo en el tampdn, tal como se ilustraen el n.° 16,n.°17o0n.° 19. La
lisozima modelada desde tres posiciones en el lado inferior del gel 207 se bloqued mediante la pared (placa acrilica 204).
Cuando X = 2 mm, la lisozima modelada se difundié en el tampdn, tal como se ilustra en el n.° 20. Ademas, la lisozima
modelada desde las tres posiciones en el lado inferior del gel 207 se bloqueé mediante la pared (placa acrilica 204).
Cuando X = 3 mm, tal como se ilustra en el n.° 21, la lisozima modelada se difundié en el tampoén. Mientras tanto, en este
caso, la lisozima modelada desde el punto medio del lado superior del gel 207 se bloqued mediante la pared (placa acrilica
203) y la lisozima modelada desde los tres puntos en el lado inferior del gel 207 se bloqueé mediante la pared (placa
acrilica 204).

Tal como se describié anteriormente, cuando Y = 0,6 mm, se observé el movimiento de la lisozima modelada en el gel
(medio de separacién de muestras) 205 desde todas las posiciones del gel (medio que contiene muestra) 207 solo en el
caso donde X = 1,5 mm o menos.

La tabla 1 muestra los resultados anteriores, “O” indica que la lisozima modelada desde todos los puntos se desplazé en

el gel (medio de separacion de muestras 205) mientras que “X” indica que la lisozima modelada desde cualquiera de los
puntos se difundié en el tampon.

Tabla 1

X (mm)
0 0,5 0,75 1 15 2 3
Y=00mm Neqo0  N°2X  NO°3X  NP°4X NO°5X  NO°GX NO°7X
Y=03mm Nego N°9O N°100 N°11X N°12X NP°13X N°14X
Y=06mm NLf150 Noqg0 N°170 N°180 N°190 N°20X N.L°21X

Tal como se ilustra en la tabla 1, se obtuvieron resultados favorables cuando la regiéon de conexion por medio de la cual
se conectaban el gel 207 y el gel 205 satisfacia la siguiente ecuacién (1):

Y=04xX- (1),
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donde X es una distancia desde el gel (medio que contiene muestra) 207 hasta la placa acrilica (placa superior para el
gel) 203, e Y es una distancia desde el lado superior del gel 207 hasta el lado superior del gel (medio de separacién de
muestras) 205.

(Ejemplo de calculo 2)

Para analizar como el grosor del gel 025 afectaba a los resultados de la simulacién en el ejemplo de célculo 1, se repitié
la simulacion basandose en el modelo del ejemplo de calculo 1 pero con diferentes grosores del gel 205.

La figura 10 es una vista que ilustra resultados de simulacién, en donde X =1 mm, Y = 0,6 mm, y el grosor del gel 205 se
varié en el intervalo de 1 a 9 mm. Los modelos 1 a 4 muestran respectivamente los resultados de la simulacién con el gel
205 de 1 mm, 3 mm, 6 mmy 9 mm de grosor.

Tal como se muestra en los modelos 1 a 4, no se observé difusion de la lisozima modelada en el tampén con el gel 205
de cualquiera de estos grosores. En el modelo 1, la lisozima modelada desde tres posiciones en el lado inferior del gel
207 se bloque6 mediante la pared (placa acrilica 204). En los modelos 2 a 4, el grosor grueso del gel 205 impidié que la
lisozima modelada hiciera tope con la pared.

En los modelos 2 a 4 con el grosor grueso del gel 205, se observé que el transcurso del movimiento de la lisozima
modelada mostré curvas hacia abajo grandes inmediatamente después de que la lisozima modelada se desplazara fuera
del gel 207, en comparacion con el modelo 1. Se deduce que el grosor grueso del gel 205 se atribuia al movimiento
peculiar con las curvas hacia abajo grandes. En las proximidades del gel 207, las lineas de flujo eléctrico se bloquearon
mediante el soporte 206 y de ese modo se curvaron hacia abajo. Se deduce que, en el modelo 1, la placa acrilica 204
esta ubicada justo por debajo del gel 207, impidiendo de ese modo la curvatura hacia abajo de las lineas de flujo eléctrico,
mientras que el grosor grueso del gel 205 permite que las lineas de flujo eléctrico se curven hacia abajo en el gel 205
justo por debajo del gel 207 en los modelos 2 a 4, dando como resultado de ese modo el transcurso hacia abajo del
movimiento de la lisozima modelada inmediatamente después de que la lisozima modelada se desplace fuera del gel 207.

Por tanto, se considera que el transcurso del movimiento de electroforesis de la lisozima modelada (muestra) no se ve
influido por el grosor del gel (medio de separacion de muestras) 205.

(Ejemplo experimental 1)

Se preparé un aparato de electroforesis segun la presente invencion tal como se ilustra en la figura 1. Se realiz6 realmente
la electroforesis usando el aparato de electroforesis con diversos parametros X e Y. Se detectd la separacion de las
muestras mediante fluorescencia. El medio que contiene muestra era un medio de gel IPG en el que se habia realizado
una electroforesis en una primera dimension de proteinas solubles de higado de ratén.

La figura 11 es una vista que ilustra manchas fluorescentes obtenidas como resultado de la electroforesis en la que Y =
0,3 mm y X se vari6 en un intervalo de 0 a 2 mm. Tal como se ilustra en la figura 11, habia una tendencia a que un
aumento en X provocara una disminucién en la intensidad de proteina global. Ademas, cuando X e Y satisfacian la
ecuacion (1), es decir, cuando X = 0 mm o 0,5 mm, las manchas no mostraban colas tal como se muestraen eln.°8 o n.°
9. Cuando X =1 mm, las manchas mostraban ligeras colas tal como se muestra en el n.° 11. Por otro lado, en el caso en
el que X e Y no satisfagan la ecuacion (1), es decir, cuando X = 1,5 mm o0 2 mm, las manchas mostraban colas tal como
se muestraeneln.°®120n.°13.

(Ejemplo experimental 2)

Se prepard un aparato de electroforesis segun la presente invencion tal como se ilustra en la figura 1. Se realizé realmente
la electroforesis usando el aparato de electroforesis. Se detect6 la separacién de las muestras mediante fluorescencia. El
medio que contiene muestra era un medio de gel IPG en el que se habia realizado una electroforesis en una primera
dimensién de proteinas solubles de higado de ratén. La figura 12(a) muestra resultados de electroforesis usando un
método de conexion (1 etapa) en el que la seccion de soporte 153 se formo tal como se ilustra en la figura 3(b). La figura
12(b) muestra resultados de electroforesis usando un método de conexion (2 etapas) en el que no se formé una seccién
de soporte tal como se ilustra en la figura 3(c). Tal como se ilustra en la figura 12, el resultado era mejor en la configuracion
en la que el medio que contiene muestra se conecté verticalmente al medio de separacion de muestras a lo largo de una
direccion perpendicular a una direccion en la que se separaba la muestra, que en la configuracién (2 etapas) en la que el
medio que contiene muestra se conectd lateralmente al medio de separacion de muestras a lo largo de la direccién en la
que se separaba la muestra.

Ademas, las respectivas imagenes de los resultados se detectaron usando Typhoon (GE healthcare), y se sometieron a
procesamiento de imagenes mediante PDQuest (BioRad). Entonces, usando ProFinder (Perkin Elmer), se detectd cada
mancha y se analizé en cuanto a su intensidad de fluorescencia de mancha y punto de gravedad de mancha. A partir de
las coordenadas de la gravedad de la mancha, se determinaron una posicién superior del pico y la mitad del valor de la
anchura de la mancha. La tabla 2 muestra los resultados del analisis.
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Tabla 2
Mancha 1 etapa 2 etapas
Mitad del valor de la anchura¥Y | CV Mitad del valor de la anchuraY | CV

N.°1 9,75 9,819765 | 14,25 15,56039
N.°2 8,75 5,714286 | 11,75 23,43647
N.° 3 13,25 11,32075 | 14,75 10,16949
N.°4 12,5 10,32796 | 13,25 7,225865
N.°5 13,75 12,42055 | 14,25 3,508772
N.°6 11 16,59765 | 13,75 19,12695
N.°7 13,25 16,73476 | 16 26,02082
N.° 8 16 29,3151 15 19,62614
N.°9 12,25 13,94143 | 11,75 8,148316
N.°©10 10,5 19,82539 | 9,75 21,14413
N.°11 15,25 18,83463 | 16 5,103104

Tal como se muestra en la tabla 2, la configuraciéon de 1 etapa tenia una mitad del valor de la anchura mas pequefia,
teniendo de ese modo una mayor resolucién. Se deduce que una transferencia mas suave de la muestra desde el gel que
contiene muestra hasta el gel de separaciéon de muestras se atribuye a la mitad del valor de la anchura mas pequefiay a
la mayor resolucion. La simulacion (no mostrada) no mostré diferencias entre la configuracion de 1 etapa y la configuracion

de 2 etapas.

Aplicabilidad industrial

La presente invencién, capaz de proporcionar una solucidon a los inconvenientes del aparato de electroforesis
bidimensional, puede facilitar las investigaciones del proteoma realizadas recientemente con intensidad. Al producir y
sellar diversos componentes para su uso en el aparato de electroforesis segun la presente invencion, es posible estimular

los mercados.

Lista de signos de referencia

100, 200: Aparato de electroforesis

101: Seccién de separacion de muestras

102: Primera placa

103: Segunda placa

203, 204: Placa acrilica

104: Primer depdsito de tampon

105: Segundo depdsito de tampdn

106: Abertura de comunicacién

107, 206: Seccién de contencion

108: Brazo de transporte

109: Seccién de rebajo (primera seccién de acoplamiento)

110: Seccién de rebajo (seccion de acoplamiento de seccién)

120: Sello para la conformacién del medio

130: Tapon para la conformacién del medio

131: Seccidn de saliente (tercera seccion de acoplamiento)

132: Seccidn de saliente (cuarta seccion de acoplamiento)

150, 205: Medio de separacion de muestras

151: Porcidn expuesta

152: Porciéon abombada

153: Seccidén de soporte

160, 207: Medio que contiene muestra

11
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161: Sitio de almacenamiento de medio que contiene muestra

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 830 526 T3

REIVINDICACIONES
1. Aparato de electroforesis (100), que comprende:

una seccion de separacion de muestras (101) para contener un medio de separacion de muestras (150) para separar una
muestra en una direccion de separacion, conteniendo la seccidn de separacion de muestras (101) el medio de separacion
de muestras (150) de tal manera que el medio de separacion de muestras (150) tiene una porcién expuesta (151) en un
extremo de una superficie del medio de separacién de muestras (150), estando la superficie en paralelo con la direccion
de separacion;

medios de conexion del medio (107, 108) para conectar un medio que contiene muestra (160) con el medio de separacion
de muestras (150) en una region de conexion sobre la porcion expuesta (151), conteniendo el medio que contiene muestra
(160) una muestra, y satisfaciendo la region de conexion la siguiente ecuacion (1):

Y=04xX- (1),

donde X > 0 y X es una distancia en la direcciéon de separacion desde un extremo interior de la porcién expuesta (151)
expuesta sobre la superficie superior del medio de separacion de muestras (150), hasta un extremo interior del medio que
contiene muestra (160), e Y es una distancia en una direccion perpendicular a la direccion de separaciéon desde el extremo
interior de la porcion expuesta (151) expuesta sobre la superficie superior del medio de separacién de muestras (150)
hasta la region de conexion;

un primer deposito de tampdn (104) que contiene al menos parte de la porcion expuesta (151); y

un segundo depdsito de tampdn (105) que esta ubicado de tal manera que la seccién de separacion de muestras (101)
estara entre el segundo deposito de tampdn (105) y la porcidon expuesta (151),

teniendo la seccion de separacion de muestras (101) una abertura de comunicacion (106) para la comunicacion entre el
medio de separacion de muestras (150) y el segundo depdsito de tampdn (105).

2. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacion 1, en el que:

el medio de separacion de muestras (150) tiene una seccién de soporte (153) cuya parte superior alcanza una altura igual
a o mayor que el extremo interior de la porcidon expuesta (151), y

la region de conexion esta sobre la seccion de soporte (153).
3. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacién 1 o 2, en el que:

la seccién de separacion de muestras (101) tiene dos placas (102, 103) que son paralelas entre si, para contener el medio
de separacién de muestras (150) entre medias.

4. Aparato de electroforesis (100) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que:

el medio que contiene muestra (160) y el medio de separacion de muestras (150) son un gel o geles que contiene(n) un
agente gelificante seleccionado del grupo que consiste en amidas poliacrilicas, agarosa, agar y almidon.

5. Aparato de electroforesis (100) segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que:
el medio que contiene muestra (160) tiene una viscoelasticidad mayor que el medio de separacion de muestras (150).

6. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacion 1 que comprende una estructura en la que la seccion de
separacion de muestras (101), el primer depdsito de tampdn (104) y el segundo depdsito de tampdn (105) se integran.

7. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacién 1 o 6, que comprende, ademas:

un tapén (130) para la conformacién del medio, proporcionandose el tapén (130) de manera desprendible para cubrir la
porcion expuesta (151) del medio de separacién de muestras (150) en el primer depésito de tampén (104); y

un sello (120) para la conformacion del medio, sellando el sello (120) la abertura de comunicacion.
8. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacion 7, en el que:

el primer depésito de tampdn (104) y el tapén (130) estan configurados de manera que, cuando el tapon (130) esta unido
dentro del primer depdsito de tampdn (104), el primer depdsito de tampdn (104) tiene todavia un espacio para contener
un liquido.

9. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacién 7 u 8, en el que:

13



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 830 526 T3

la seccidn de separacion de muestras (101) tiene una primera seccién de acoplamiento (109) y el tapén (130) tiene una
tercera seccion de acoplamiento (131), en el que la primera seccién de acoplamiento (109) y la tercera seccion de
acoplamiento (131) estan configurada para acoplarse entre si, y

el primer depdsito de tampédn (104) tiene una segunda seccion de acoplamiento (110) y el tapdn (130) tiene una cuarta
seccién de acoplamiento (132), en el que la segunda seccion de acoplamiento (110) y la cuarta seccion de acoplamiento
(132) estan configuradas para acoplarse entre si.

10. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacion 9, en el que:

la primera seccion de acoplamiento (109) y la tercera seccion de acoplamiento (131) estan configurada para acoplarse
entre si al estar configuradas de manera que la primera seccion de acoplamiento (109) tiene una seccién de saliente y la
tercera seccién de acoplamiento (131) tiene una seccién de rebajo correspondiente a la seccién de saliente, o al estar
configuradas de manera que la primera seccion de acoplamiento (109) tiene una seccion de rebajo y la tercera seccién
de acoplamiento (131) tiene una seccion de saliente correspondiente a la seccién de rebajo,

la segunda seccion de acoplamiento (110) y la cuarta seccién de acoplamiento (132) estan configuradas para acoplarse
entre si al estar configuradas de manera que la segunda seccion de acoplamiento (110) tiene una seccién de saliente y
la cuarta seccion de acoplamiento (132) tiene una seccion de rebajo correspondiente a la seccion de saliente, o al estar
configuradas de manera que la segunda seccion de acoplamiento (110) tiene una seccidn de rebajo y la cuarta seccion
de acoplamiento (132) tiene una seccién de saliente correspondiente a la seccion de rebajo, y

el acoplamiento entre la primera seccidén de acoplamiento (109) y la tercera seccién de acoplamiento (131) tiene una
profundidad diferente del acoplamiento entre la segunda seccién de acoplamiento (110) y la cuarta secciéon de
acoplamiento (132).

11. Aparato de electroforesis (100) segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que:

el tapdén (120) tiene una seccién de solapamiento para solaparse con una superficie de la seccion de separacion de
muestras (101) o una pared lateral del primer depésito de tampén (104).

12. Aparato de electroforesis (100) segun la reivindicacion 11, en el que:

la seccion de solapamiento tiene una anchura de solapamiento de al menos 1 mm.

13. Aparato de electroforesis (100), segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, en el que:

la abertura de comunicacion (106) esta ubicada sobre una superficie de la seccion de separacién de muestras (101).
14. Aparato de electroforesis (100) segun en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 13, en el que:

el medio de separacién de muestras (150) tiene una porcidon abombada (152) que esta abombada hacia abajo y ubicada
sobre un lado distal a la seccién de prolongacion y en una region que va desde la abertura de comunicacién hasta un
borde del medio de separaciéon de muestras (150).

15. Método de realizacion de electroforesis con el uso de un aparato de electroforesis (100) que comprende una seccién
de separacién de muestras (101) para contener un medio de separacion de muestras (150) para separar una muestra en
una direccion de separacion, conteniendo la seccion de separacion de muestras (101) el medio de separacion de muestras
(150) de tal manera que el medio de separacion de muestras (150) tiene una porcién expuesta (151) en un extremo de
una superficie del medio de separaciéon de muestras (150), estando la superficie en paralelo con la direccion de
separacion, comprendiendo dicho método:

conectar el medio de separacion de muestras (150) con un medio que contiene muestra (160) en una regién de conexion,
conteniendo el medio que contiene muestra (160) la muestra, y satisfaciendo la regidon de conexién la ecuacién (1):

Y>04xX (1),

donde X > 0 y X es una distancia en la direcciéon de separacion desde un extremo interior de la porcién expuesta (151)
expuesta sobre la superficie del medio de separacion de muestras (150), hasta un extremo interior del medio que contiene
muestra (160), e Y es una distancia por la cual el medio que contiene muestra (160) se empuja dentro del medio de
separacion de muestras (150) en una direccién perpendicular a la direccidon de separacion, en el que:

el aparato de electroforesis (100) comprende ademas un primer depdsito de tampdn (104) y un segundo depdsito de
tampodn (105),

conteniendo el primer depdsito de tampén (104) al menos parte de la porcion expuesta (151),

estando ubicado el segundo depdsito de tampdn (105) de tal manera que la seccion de separacion de muestras (101)
estara entre el segundo depdsito de tampodn (105) y la porcién expuesta (151), y

14
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teniendo la seccion de separacion de muestras (101) una abertura de comunicacion (106) para la comunicacion entre el
medio de separacion de muestras (150) y el segundo depdsito de tampdn (105).

16. Método de realizacion de electroforesis segun la reivindicacion 15, en el que:

el medio de separacion de muestras tiene una seccion de soporte cuya parte superior alcanza una altura igual a o mayor
que el extremo interior de la porcion expuesta (151), y

la region de conexion esta sobre la seccion de soporte.

15



ES 2 830 526 T3

100

?88\,/"‘»

o

i

101

mm—
102 3
<

150

103
[

rnnnn

Y
152

G

1.

16



ES 2 830 526 T3

Fla. 3
{a) T
107
102t
/
\ A
]
150t |
\ . ‘3
1034~ RS L)
154
(b)
102
(o7
02t
e
107
\
{I

17




ES 2 830 526 T3

\.
52

18



ES 2 830 526 T3

FIG.

,/W
102~

i

e
f/ e

(b)

19



ES 2 830 526 T3

Fl1G ©
200
i S
10mm s
1. 2mm
>y
: { /
ZOB\A/"\ \ j!
A | 7 !
201 - f \
/ 207 2mm ;
(.Y L0 \?mm "
\‘_// y = 7 . 4mm Ay i
2mm
N
/
\
204

20

D8



F1G. 7

ES 2 830 526 T3

N.°1

N.°9

N.°3

N.°4

N.°5

N.°§

N.°7

g SR

i
T, IO S

21




ES 2 830 526 T3

N.°G

N.°10

N.°11

N.°13

N.°id

ST T

..........

2 e

22




ES 2 830 526 T3

N.°16

N.°17

N.°18

N.°16

N.°20

N.221

t -
S s
¢

23




El& 14

ES 2 830 526 T3

Modelol

Modelo?

24




ES 2 830 526 T3

T
o
ek
3

N.°§ N.e1Z

25




ES 2 830 526 T3

13
&
P 3
AN

(a) (b)

26




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

