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DESCRIPCION

Procedimiento para utilizar una plataforma de deteccion.
Antecedentes
Descripcion

Esta invencion se refiere generalmente al campo de analizar muestras y tiene aplicacion particular, pero no exclusi-
va, en el campo de la deteccion de afinidad, por ejemplo la conocida generalmente como tecnologia de chip de ADN,
proteina, péptido y anticuerpo. La invencion se refiere a un procedimiento para analizar muestras que hace uso de una
plataforma de deteccidn.

Se conocen técnicas para analizar series bidimensionales de muestras. Una de tales técnicas se conoce como un
ensayo ELISA y se basa en la intensa reaccién bioquimica entre anticuerpos y antigenos. Se inmovilizan anticuerpos
mono o policlonales especiales sobre sustratos y se hacen reaccionar con especies complementarias. Se afladen indi-
cadores marcados fluoréforos, activados mediante anticuerpos unidos a enzimas, y se irradian las muestras con luz
con el fin de inducir la fluorescencia. Se detecta la fluorescencia y la intensidad de la fluorescencia es indicativa de la
reaccion de afinidad.

Otra técnica conocida es la descrita en el documento W098/27430. Es ella, se inmoviliza un gran niimero de espe-
cies diferentes en una serie sobre un sustrato. Las especies se inmovilizan sobre el sustrato por medio fotolitografico.
Se afiaden indicadores marcados fluoréforos a las especies. Se prepara una muestra y se hace reaccionar con las es-
pecies inmovilizadas y se explora todo el chip con un haz laser focalizado. Alternativamente, se prepara una muestra
y se modifica con indicadores marcados fluor6foros y se hace reaccionar con las especies inmovilizadas y se explora
todo el chip con un haz l4ser focalizado. Se detectan las sefales fluorescentes mediante fotodetectores y se produce un
patrén en 2D. Los cambios en este patrén entre muestras individuales proporcionan una indicacién de diferencias en
la expresion génica y por tanto proporcionan informacién sobre farmacologia y toxicidad.

Otra técnica conocida es la basada en detectores de onda evanescente. Hace uso de luz l4ser coherente que estd
atrapada en una capa muy fina y crea los denominados campos electromagnéticos evanescentes que se extienden en
una distancia pequefia fuera del detector fisico real.

Este campo puede interaccionar con moléculas unidas a la superficie del detector. Esta interaccién o excitacién
evanescente estd limitada a una regién muy cercana a las proximidades del guiaondas, normalmente 0,5 micras para
la luz visible desde la superficie. Los campos evanescentes permanecen espacialmente localizados y no transfieren
su energia almacenada a otras regiones. La interaccion de la luz laser con las moléculas puede utilizarse de varias
maneras. Incluyen:

1 Deteccién de luminiscencia inducida por el campo evanescente.

2 Deteccién de cambios del indice de refraccidn que se producen cuando las moléculas de una muestra se unen a
moléculas de captura.

3 Deteccién de resonancia de plasmén superficial.

Un detector particular que utiliza un campo evanescente se conoce como un detector de guiaonda plano. El detector
de guiaonda plano comprende un sustrato plano que tiene formado sobre el mismo una capa de guiado de ondas fina.
Parte de la capa de guiado de ondas incorpora una trama sobre la que es incidente la luz laser y desde la que se envia
la Iuz laser de modo que se propaga a través de la capa de guiaondas hacia una regién de deteccién alejada de la
trama. El detector de guiaondas puede utilizarse o bien en un modo sensible a la masa (véase 2, 3 anteriormente), o
bien con sensibilidad superior en combinacion con la deteccidn y excitacion de luminiscencia (véase 1 anterior). Las
moléculas de captura se inmovilizan sobre la zona de deteccion y entonces se pone el analito (muestra) en contacto
con las moléculas de la zona de deteccién/captura en presencia de moléculas marcadas afiadidas con afinidad similar
(competicion). Alternativamente, las moléculas de analito pueden unirse a las moléculas de captura inmovilizadas y
se introducen marcadores de fluorescencia mediante reaccion de una especie marcada adicional con las moléculas de
analito capturadas. La luz laser lanzada dentro de la capa de guiado de onda conduce a la excitacién evanescente de
los fluor6foros que entonces permiten la cuantificacién del analito.

Se detecta la fluorescencia emitida y la intensidad de la fluorescencia proporciona una indicacién de la interaccién
que se ha producido entre los reactivos de afinidad presentes en el analito y las moléculas de captura inmovilizadas.
Debe observarse que en este tipo de disposicidn la radiacion ldser se propaga dentro del guiaondas a través de distancias
relativamente largas y la trama de acoplamiento y las zonas de deteccion estdn geométricamente separadas. (Véanse
los documentos WO 95/33197, W095/33198, y WO 96/35940).

El documento EP-0 455 067 A2 describe un detector de guiaondas plano que explota el principio de deteccion de
los cambios del indice de refraccion. Las ranuras poco profundas de la plataforma formadas sobre toda la plataforma
acoplan luz polarizada, coherente dentro de la capa de guiado de ondas transparente que se desacopla tras una cierta
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distancia. El dngulo del haz de desacoplamiento cambia cuando las moléculas del analito se unen a las moléculas de
captura.

Otro ejemplo del tipo de indice de refraccion se facilita en el documento US-A-5738825. La plataforma contiene
tramas individuales que estdn en contacto los pocillos de una placa de microtitulacion.

El documento EP 178083 describe resonancia de plasmén superficial (SPR) en la que la energia de los fotones
entrantes se convierte en energia eléctrica como una onda de plasmén superficial. La arquitectura del detector requiere
una capa de metal al contrario que la plataforma de la presente invencion, y la cantidad de luz reflejada en el dngulo
critico es, o se aproxima a, cero, al contrario que la presente invencién en la que la intensidad reflejada alcanza casi el
100%.

Todas las técnicas anteriores presentan diversas desventajas. Algunas son muy lentas debido a que cada muestra
debe excitarse individualmente. Otras tales como los guiaondas planos permiten una excitaciéon de mas de una muestra
a la vez, pero no proporcionan resultados totalmente fiables debido a la interferencia de fluorescencia entre diferentes
elementos de captura e intensidades de luz de excitaciéon que varian localmente debido a pérdidas del guiaondas y
variaciones locales de potencia acoplada debidas a variaciones de eficacias de acoplamiento de la trama.

La presente invencidn se refiere a una técnica que permite analizar multiples muestras simultdneamente de una
manera extremadamente sensible, fiable y cuantitativa.

Al contrario que los detectores de guiaondas planos, la presente invencion no muestra interferencia de luminiscen-
ciay las intensidades de luz locales estan bien definidas. La presente invencién permite una auténtica multiplexacion,
es decir, el transductor no requiere una subestructura superpuesta (como es el caso de los guiaondas planos) y puede
considerarse una plataforma universal, en la que, dependiendo de los requisitos, puede hacerse variar el tamafio y
nimero de los elementos de reconocimiento dentro de los limites factibles técnicos, sin requerir cambios en la estruc-
tura del chip (las zonas onduladas y zonas de deteccién no estdn separadas como en el caso de los guiaondas planos).
Ademads, la invencidn proporciona intensidades de luminiscencia aproximadamente 100 veces més fuertes comparadas
con las técnicas de epifluorescencia anteriores. La configuracion experimental es muy sencilla y inicamente requiere
un sencillo ajuste del dngulo del haz de luz incidente. Los transductores descritos en la presente invencién pueden
adaptarse facilmente a microscopios de fluorescencia convencionales, microscopios confocales, y analizadores laser.
Ademds, para los transductores con un amplio ancho de resonancia (definidos como Anchura de Altura Media, AAM)
y una posicién de resonancia en, o cerca de, la incidencia normal, los ajustes de dngulo estdn obsoletos.

El procedimiento de produccidn de la plataforma es relativamente sencillo (barato) y el rendimiento de los sistemas
existentes (es decir, analizadores de fluorescencia, microscopios, lectores de placa de microtitulacién de fluorescen-
cia, ...) pueden aumentarse facilmente mediante modificaciones modestas de las configuraciones respectivas.

Segin la presente invencidn se proporciona un procedimiento para analizar una muestra o muestras que comprende
poner en contacto la muestra o muestras con la zona de deteccién de una plataforma de deteccién, comprendiendo
dicha plataforma un sustrato dpticamente transparente que tiene un indice de refraccién n;, una capa Spticamente
transparente no metdlica, formada sobre una superficie del sustrato, teniendo dicha capa un indice de refraccién n, que
es superior a n;, incorporando dicha plataforma sobre la misma una o multiples estructuras onduladas que comprenden
ranuras periddicas que definen una o mdltiples zonas o regiones de deteccién, cada una para uno o multiples elementos
de captura, en la que

(a) la profundidad de las ranuras esté en el intervalo de 3 nm al espesor de la capa 6pticamente transparente,
(b) el espesor de la capa 6pticamente transparente estd en el intervalo de 30 a 1000 nm,
(c) el periodo de la estructura ondulada estd en el intervalo de 200 a 1000 nm,

(d) la razén de profundidad de ranura con respecto al espesor de la capa Opticamente transparente estd en el
intervalode 0,02 a1,y

(e) la razén de ancho de ranura con respecto al periodo de las ranuras estd en el intervalo de 0,2 a 0,8, mediante lo
cual

1) puede difractarse la luz coherente incidente sobre dicha plataforma a un dngulo apropiado en haces indi-
viduales u 6rdenes de difraccidon que interfieren dando como resultado una reduccién del haz transmitido
y una alta reflexiéon anémala de la luz incidente generando asi un aumento del campo evanescente en la
superficie de la una o multiples zonas de deteccion; o

2) puede difractarse la luz coherente y linealmente polarizada incidente sobre dicha plataforma a un dngulo
apropiado en haces individuales u 6rdenes de difraccion que interfieren dando como resultado una extincién
casi total del haz transmitido y una alta reflexién anémala de la luz incidente generando asi un aumento
del campo evanescente en la superficie de la una o multiples zonas de deteccién, y mediante lo cual la
plataforma de deteccidn se irradia con un haz de luz que es incidente sobre la plataforma a un dngulo tal que
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se provoca que se produzca resonancia evanescente creando dicho aumento del campo evanescente dentro
de la zona de deteccidn de la plataforma, y detectando la radiacién que emana de la zona de deteccion.

Tal como se utiliza en el en el presente documento, se entiende que la orientacion significa que el vector del campo
eléctrico de la luz linealmente polarizada es paralela o perpendicular a las ranuras. Tal como se utiliza en el presente
documento, se entiende que la luz coherente significa que la longitud de coherencia de la radiacion, es decir el alcance
espacial hasta el que el haz incidente tiene una relacién de fase definida, es grande comparado con el espesor de la
plataforma.

El campo evanescente disminuye exponencialmente dentro de las dimensiones de la longitud de onda del haz
incidente (inferior a 1 um).

Un aspecto importante de la presente invencion es el uso de una plataforma en la que puede crearse la denominada
resonancia evanescente. La reflexién anémala es un fendmeno que se ha descrito tedricamente en la técnica anterior,
por ejemplo, en un articulo titulado “Theory and applications of guided mode resonance filters” de SS Wang y R
Magnusson en Applied Optics, Vol. 32, Numero 14, 10 de mayo de 1993, paginas 2606 a 2613 y en un articulo
titulado “Coupling gratings as waveguide functional elements” de O. Parriaux et al, Pure & Applied Optics 5, (1996)
paginas 453-469. Tal como se explica en esos articulos, el fendmeno de resonancia puede producirse en tramas de
capas dieléctricas planas en las que se produce casi el 100% de cambio de la energia Optica entre las ondas reflejadas y
transmitidas cuando las ranuras de la trama de difraccién tienen suficiente profundidad y la radiacién incidente sobre
la estructura ondulada esta a un dngulo particular. En la presente invencién se explota este fendmeno en la zona de
deteccién de la plataforma cuando la zona de deteccién incluye ranuras de difraccion de suficiente profundidad y
se hace que la luz sea incidente sobre la zona de deteccién de la plataforma a un dngulo de manera que se produce
la resonancia evanescente en esa region de deteccion. Esto crea en la region de deteccion un aumento del campo
evanescente que se utiliza para excitar muestras en investigaciéon. Debe observarse que el cambio del 100% al que
se hizo referencia anteriormente se produce con un haz paralelo y luz coherente linealmente polarizada y el efecto
de un aumento del campo evanescente también puede lograrse con luz no polarizada de un haz laser focalizado no
paralelo.

En las condiciones de resonancia los haces individuales interfieren de manera que el haz transmitido se elimina
por cancelacién (interferencia destructiva) y el haz reflejado interfiere de manera constructiva dando lugar a una alta
reflexién anémala.

Seleccionando los pardmetros apropiados para la estructura de capas onduladas mencionada anteriormente, la ener-
gia de excitacion permanece sumamente localizada. Tales estructuras se describen en la bibliografia como estructuras
de hueco de banda foténica, materiales con variaciones espaciales peridicas de su indice de refraccién de manera que
la radiacién electromagnética no puede propagarse en cualquier direccidn. Las estructuras de hueco de banda foténica
permiten que aparezcan modos sumamente localizados, véase por ejemplo el articulo titulado “Localisation of One
Photon States” de C. Adlard, E. R Pike y S. Sarkar en Physical Review Letters, Vol. 79, Numero 9, paginas 1585-87
(1997). Tales estructuras muestran pérdidas de propagacién extremadamente grandes que corresponden a un régimen
de localizacién de modo en ellas.

La plataforma utilizada en la presente invencidn puede considerarse pticamente activa al contrario que las pla-
taformas Opticamente pasivas construidas a partir de, por ejemplo, vidrio o polimero. En el presente documento,
Opticamente activo significa que aumenta el campo electromagnético del haz de excitacién mediante confinamiento de
energia.

El sustrato de la plataforma puede formarse a partir de materiales inorgdnicos tales como vidrio, SiO,, cuarzo, Si.
Alternativamente, el sustrato puede formarse a partir de materiales orgdnicos tales como polimeros, preferiblemente
policarbonato (PC), poli(metacrilato de metilo) (PMMA), poliimida (PI), poliestireno (PS), polietileno (PE), polieti-
lentereftalato (PET) o poliuretano (PU). Estos materiales organicos se prefieren especialmente para aplicaciones de
centro de atencion (“point-of-care”) (POC) y médicas personalizadas ya que el vidrio no se acepta en un entorno de
este tipo. Los sustratos plasticos pueden estructurarse (en relieve) mucho mas facilmente que el vidrio. En un ejemplo
el sustrato se forma a partir de vidrio.

La capa 6pticamente transparente puede formarse a partir de material inorgénico. Alternativamente, puede formarse
a partir de material orgdnico. En un ejemplo, la capa épticamente transparente es un 6xido de metal tal como TaO,,
Os, TiO,, Nb,Os, ZrO,, ZnO o HfO,. La capa 6pticamente transparente es no metdlica.

Alternativamente, la capa dpticamente transparente puede fabricarse de material organico tal como poliamida, po-
liimida, polipropileno (PP), PS, PMMA, 4cidos poliacrilicos, éteres poliacrilicos, politioéter, poli(sulfuro de fenileno),
y derivados de los mismos (véase por ejemplo S S. Hardecker ef al., J. of Polymer Science B: Polymer Physics, vol.
31, 1951-63, 1993).

La profundidad de las ranuras de difraccion es preferiblemente de 10 nm con respecto al espesor de la capa dptica-
mente transparente por ejemplo de 30 nm con respecto al espesor de la capa dpticamente transparente. El espesor de
la capa 6pticamente transparente es preferiblemente de 50-200 nm, el periodo de la estructura ondulada es preferible-
mente de 250-500 nm, la razén de la profundidad de ranura con respecto al espesor de la capa dpticamente transparente
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es preferiblemente de 0,3 a 0,7, y la razén de la anchura de las ranuras con respecto al periodo de las ranuras (“ciclo
de trabajo”) puede encontrarse en el intervalo de 0,4 a 0,6.

Las ranuras pueden ser generalmente rectangulares en un corte transversal. Alternativamente, las ranuras pue-
den ser sinusoidales o dentadas en una vista en corte transversal. La estructura de superficie puede ser generalmente
simétrica. Las geometrias preferidas incluyen cortes transversales rectangulares, sinusoidales y trapezoidales. Alter-
nativamente, las ranuras pueden ser dentadas en una vista en corte transversal (trama glaseada) o de otra geometria
asimétrica. En otro aspecto la profundidad de ranura puede variar, por ejemplo, en modulaciones periddicas.

La plataforma puede ser cuadrada o rectangular, y las ranuras pueden expandirse linealmente a lo largo de la
plataforma de manera que se cubra la superficie. Alternativamente, la plataforma puede tener forma de disco, y las
ranuras pueden ser circulares o lineales.

Las ranuras pueden estar formadas sobre una superficie del sustrato. Alternativamente, las ranuras pueden estar
formadas sobre una superficie de la capa Spticamente transparente. Como alternativa adicional, las ranuras pueden
estar formadas tanto sobre la superficie del sustrato que es la superficie de contacto como sobre la superficie de la capa
Opticamente transparente.

La superficie ondulada de una sola zona de deteccidon puede optimizarse para una longitud de onda de excitacién
concreta y para un tipo concreto de polarizacion. Mediante medios apropiados, por ejemplo la superposicion de varias
estructuras periédicas que son paralelas o perpendiculares unas con otras, pueden obtenerse relieves de superficie
periddicos que son adecuados para la utilizacion de la plataforma de longitud de onda multiple (aplicaciones “de
multiples colores™). Alternativamente, las zonas de deteccion individuales sobre una plataforma pueden optimizarse
para distintas longitudes de onda y/u orientaciones de polarizacién.

La superficie de la capa 6pticamente transparente puede incluir una o una pluralidad de zonas de deteccién ondu-
ladas, pudiendo soportar cada una o una pluralidad de elementos de captura.

Cada elemento de captura puede contener moléculas de captura individuales y/o mezclas de las mismas que son
susceptibles de reacciones de afinidad. La forma de un elemento de captura individual puede ser rectangular, circular,
elipsoidal, o de cualquier otra forma. La zona de un elemento de captura individual estd entre 1 um? y 10 mm?, por
ejemplo entre 20 um y 1 mm?, y preferiblemente entre 100 um? y 1 mm?. Los elementos de captura pueden disponerse
en una serie bidimensional regular.

La distancia de centro a centro (ctc) de los elementos de captura puede estar entre 1 um y 1 mm, por ejemplo de 5
pm a 1 m, preferiblemente de 10 yum a 1 mm.

El nimero de elementos de captura por zona de deteccion estd entre 1y 1.000.000, preferiblemente 1 y 100.000. En
otro aspecto, el nimero de elementos de captura que ha de inmovilizarse sobre la plataforma puede no estar limitado
y puede corresponder con, por ejemplo, el nimero de genes, secuencias de ADN, motivos de ADN, microsatélites de
ADN, polimorfismos de nucleétido inico (SNP), proteinas o fragmentos celulares que constituyen un genoma de una
especie u organismo de interés, o una seleccién o combinacién de los mismos. En un aspecto adicional, la plataforma
puede contener los genomas de dos 0 més especies, por ejemplo de ratén y rata.

La plataforma puede incluir una capa que promueva la adhesion dispuesta en la superficie de la capa Opticamente
transparente, con el fin de permitir la inmovilizacién de moléculas de captura. La capa que promueve la adhesién
puede comprender también una capa con microporosa (de cerdmica, cristal, Si) para aumentar adicionalmente la
eficacia del ensayo y la deteccién o de las capas de gel que pueden utilizarse también como medio para llevar a cabo la
inmovilizacién del elemento captura y el andlisis de la muestra, incrementando de ese modo adicionalmente la eficacia
del ensayo y la deteccion, o que permiten la separacion de mezclas de analitos en el sentido de electroforesis en gel.
La plataforma puede formarse con una pluralidad de zonas o regiones de deteccion, presentando cada una sus propias
ranuras de difraccion.

Una caracteristica de esta invencion es que la energia luminica que entra en la capa Opticamente transparente se
difracta inmediatamente de la capa debido a la naturaleza de la plataforma ondulada. Por tanto no se produce un guiado
de ondas, o se produce de manera insignificante,. La distancia de propagacion es tipicamente de 100 um o inferior,
preferiblemente de 10 um o inferior. Esta es una distancia sorprendentemente muy corta. La distancia de propagacién
es la distancia a lo largo de la que la energia de radiacién se reduce a 1/e.

El intervalo de dngulos del haz de luz incidente sobre la plataforma adecuado para crear un estado de resonancia
estd limitado por el dngulo de reflexién total para la luz incidente sobre la plataforma. Los angulos preferidos son
inferiores a 45°, por ejemplo de 30° o inferiores, por ejemplo de 20° a 10° o por debajo, por ejemplo de 0,1° a 9,9°.
El dngulo puede igualarse o aproximarse a la incidencia normal. El haz de luz puede generarse mediante medios
generadores de luz que comprenden un ldser para emitir un haz de l4ser coherente. Otras fuentes de luz adecuadas
incluyen lamparas de descarga o ldmparas de baja presion, por ejemplo de Hg o Xe, en las que las lineas espectrales
emitidas tienen una longitud de coherencia suficiente, y diodos emisores de luz (LED). El aparato para llevar a cabo
el procedimiento puede incluir elementos 6pticos para dirigir el haz de laser de manera que incida sobre la plataforma
en un dngulo 0, y elementos para conformar el plano de polarizacién del haz coherente, por ejemplo adaptado para
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transmitir luz polarizada linealmente. El angulo 0 puede definirse mediante la expresion sen9=n-./A en la que A es un
periodo de las ranuras de difraccion, X es la longitud de onda de la luz incidente y n es el indice de refraccion efectivo
de la capa Opticamente transparente.

Ejemplos de laseres que pueden utilizarse son laseres de gas, ldseres de estado sélido, laseres de color, laseres
de semiconductores. En caso necesario, la longitud de onda de emisién puede doblarse mediante elementos dpticos
no lineales. Laseres especialmente adecuados son los ldseres de i6n argdn, ldseres de idn cripton, laseres de i6n
argén/criptén, y laseres de helio/neén que emiten a longitudes de onda entre 275 y 753 nm. Son muy adecuados
los laseres de diodos o laseres de diodos de doble frecuencia de material semiconductor que presentan dimensiones
reducidas y bajo consumo de potencia.

Otro tipo adecuado de excitacién hace uso de los VCSEL (“vertical cavity surface-emitting lasers”, laseres de
emision superficial de cavidad vertical) que pueden excitar individualmente a los elementos de reconocimiento sobre
la plataforma.

El aparato para llevar a cabo el procedimiento puede incluir medios de deteccién dispuestos para detectar una
luminiscencia tal como la fluorescencia. Los reactivos de afinidad pueden marcarse de tal manera que la transferencia
de energia de fluorescencia Forster (FRET) pueda suceder al unirse las moléculas de analito a las moléculas de captura.
El maximo de la intensidad de luminiscencia podria estar desplazado ligeramente respecto a la posicién de la mayor
reflexion andémala, dependiendo de los valores de indice de refraccion del sistema de capas y los correspondientes
coeficientes de Fresnel.

Las muestras pueden utilizarse tanto no diluidas como con disolventes afiadidos. Los disolventes adecuados in-
cluyen agua, soluciones tampodn acuosas, soluciones de proteinas, soluciones de oligémeros o polimeros naturales o
artificiales, y disolventes organicos. Los disolventes orgdnicos adecuados incluyen alcoholes, cetonas, ésteres, hidro-
carburos alifaticos, aldehidos, acetonitrilo o nitrilos.

Pueden incluirse solubilizantes o aditivos, y pueden ser compuestos organicos o inorgdnicos o reactivos bioquimi-
cos tales como el dietilpirocarbonato, fenol, formamida, SSC (citrato de sodio/cloruro de sodio), SDS (docecilsulfato
de sodio), reactivos tampdn, enzimas, transcriptasa inversa, ARN-polimerasa, polimeros organicos o inorgdnicos.

La muestra puede comprender también constituyentes que no son solubles en el disolvente utilizado, tales como
particulas de pigmentos, dispersantes y oligdmeros o polimeros naturales y sintéticos.

Los colorantes de luminiscencia utilizados como indicadores pueden estar enlazados, quimica o fisicamente, por
ejemplo electroestaticamente, a uno o mdltiples reactivos de unién de afinidad (o derivados de los mismos) presentes en
la solucion de andlisis y/o unidos a la plataforma. En caso de aparicion de manera natural de oligémeros o polimetros
tales como ADN, ARN, sacdridos, proteinas, o péptidos, asi como oligémeros y polimeros sintéticos, implicados en la
reaccion de afinidad, los colorantes de intercalacidn también son adecuados. Pueden unirse luminéforos a los reactivos
de afinidad presentes en la solucién de andlisis a través de interaccién bioldgica tal como la unién biotina/avidina o
formacién de complejos metdlicos tales como el acoplamiento HIS-tag.

Pueden unirse uno o multiples indicadores de luminiscencia a los reactivos de afinidad presentes en la solucién de
analisis, para capturar elementos inmovilizados sobre la plataforma, o tanto para los reactivos de afinidad presentes
en la solucién de andlisis como los elementos de captura inmovilizados en la plataforma, con el fin de determinar
cuantitativamente la presencia de uno o mdltiples reactivos de unién de afinidad. Las propiedades espectroscépicas
de los indicadores de luminiscencia pueden elegirse para corresponderse con los estados para transferencia de energia
Forster o transferencia electrénica fotoinducida. La distancia y la luminiscencia dependientes de la concentracion de
aceptores y donadores pueden entonces utilizarse para la cuantificacién de moléculas de analitos.

La cuantificacién de reactivos de unién de afinidad puede basarse en la interaccion intermolecular y/o intramole-
cular entre los donadores y aceptores de este tipo unidos a moléculas implicadas en reacciones de afinidad. También
pueden utilizarse Compuestos intramoleculares de donadores y aceptores de luminiscencia unidos covalentemente a
reactivos de unién de afinidad, Molecular Beacons (S. Tyagi et al., Nature Biotechnology) que cambian la distan-
cia entre donadores y aceptores tras la reaccién de afinidad, para capturar moléculas o aditivos para la solucién de
analitos. Ademds pueden utilizarse pH y luminéforos potencialmente sensibles o luminéforos sensibles a la actividad
enzimdtica, tal como la formacién mediada por enzimas de derivados fluorescentes.

Los transfluoréforos o derivados de los mismos pueden utilizarse para el marcado de fluorescencia, y las moléculas
quimioluminiscentes o electroluminiscentes pueden utilizarse como indicadores.

Los componentes luminescentes que tienen luminiscencia en el intervalo desde 400 nm hasta 1200 nm que se han
funcionarizado o modificado con el fin de unirse a uno o mas de los reactivos de afinidad, tales como los derivados del
polifenilo y compuestos heteroaromaticos

estilbenos,

cumarinas,
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colorantes de xanteno,
colorantes de metina,
colorantes de oxacina,
rodaminas,
fluoresceinas,
cumarinas, estilbenos,
pirenos, perilenos,

cianinas, oxacianinas, ftalocianinas, porfirinas, naftalocianinas, derivados del azobenceno, diestirilbifenilos, com-
plejos de metales de transicién por ejemplo complejos de polipiridilo/rutenio, cloruro de tris(2,2’-bipiridil)rutenio,
cloruro de tris(1,10-fenantrolina)rutenio, cloruro de tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio y complejos de polipiri-
dilo/fenazina/rutenio, tales como octaetilo-platino-porfirina, complejos de europio y terbio

pueden utilizarse como indicadores de luminiscencia.

Los colorantes adecuados para el andlisis de sangre o suero tienen longitudes de onda de absorcién y emision en
el intervalo de desde 400 nm hasta 1000 nm. Ademds pueden utilizarse luminéforos adecuados para la excitacion de
dos o tres fotones.

Los colorantes que son adecuados en esta invencién pueden contener grupos funcionales para enlace covalente,
por ejemplo derivados de fluoresceina, tales como isotiocianato de fluoresceina.

También son adecuados los colorantes fluorescentes funcionales disponibles comercialmente desde Amersham
Life Science, Inc. Texas. y Molecular Probes Inc.

Otros colorantes adecuados incluyen colorantes modificados con desoxinucleétido trifosfato (ANTP) que pueden
incorporarse enzimaticamente en cadenas de ARN o ADN.

Otros colorantes adecuados incluyen perlas o particulas de punto cudntico (Quantum Dot) (Quantum Dot Coopera-
tion, Palo Alto, CA) o derivados de las mismas o derivados de complejos de metales de transicién que pueden excitarse
aunay ala misma longitud de onda definida, y los derivados muestran emisién de luminiscencia a longitudes de onda
diferentes.

Los analitos pueden detectarse o bien por medio de indicadores de luminiscencia unidos directamente, o indi-
rectamente mediante la competicidn con especies marcadas por luminiscencia afiadidas, o mediante la interaccién
dependiente de la concentracidn, de la distancia, del pH, del potencial o del potencial redox de los donadores de lumi-
niscencia y los aceptores de luminiscencia/electrones utilizados como indicadores unidos a una y/o multiples especies
de analitos y/o elementos de captura. La luminiscencia del donador y/o la luminiscencia del extintor pueden medirse
para la cuantificacion de los analitos.

De la misma manera los reactivos de afinidad pueden etiquetarse de tal modo que la transferencia electrénica o
transferencia electrénica fotoinducida conduce a la extincién de la fluorescencia uniendo las moléculas de analito a
las moléculas de captura.

Los detectores apropiados para la luminiscencia incluyen cdmaras CCD, tubos fotomultiplicadores, diodos de
avalancha, fotodiodos, tubos fotomultiplicados hibridos.

Los medios de deteccion pueden disponerse para detectar ademds cambios en el indice de refraccion.

El haz incidente puede disponerse para iluminar la zona de deteccion o todas las zonas de deteccién en una pla-
taforma comun. Alternativamente, el haz puede disponerse para iluminar sélo una subzona pequefia de la zona de
deteccidn que ha de analizarse y el haz y/o la plataforma pueden disponerse de tal modo que pueden someterse a un
movimiento relativo con el fin de hacer un barrido de la zona de deteccion de la plataforma.

En consecuencia los medios de deteccion pueden disponerse de una manera apropiada para adquirir las intensidades
de sefial de luminiscencia de toda la zona de deteccidn en una Unica etapa de exposicion.

Alternativamente los medios de deteccion y/o excitacion pueden disponerse con el fin de hacer un barrido de las
zonas de deteccién por etapas.

El aparato puede incluir un cartucho para la localizacién frente a la zona de deteccién de la plataforma para poner
en contacto una muestra con la zona de deteccién. El cartucho puede contener medios adicionales con el fin de llevar
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a cabo la preparacién de la muestra, diluyendo, concentrando, mezclando, reacciones bio/quimicas, separaciones,
en un formato miniaturizado (véase el documento WO 97/02357). El aparato puede incluir un dispositivo de tipo
microtitulacién para contener una pluralidad de muestras que han de investigarse.

La invencion se describird ahora a modo de ejemplo sélo con referencia particular a los dibujos adjuntos. En los
dibujos:

la figura 1 es una ilustracién esquematica de un aparato de control de calidad para analizar los parametros 6pticos
y el estado de resonancia evanescente de una plataforma de deteccion.

La figura 2 es una ilustracion esquematica de una plataforma de deteccion.

La figura 3 es una vista esquematica que muestra el perfil de campo evanescente en relacion con la plataforma;
las figura 4a y 4b son vistas esquemadticas que muestra un cartucho de chip;

la figura 5 muestra una disposicion en serie en un ejemplo de la presente invencion;

la figura 6 muestra esquemdticamente la disposicién utilizada para mediar fluorescencias segin un ejemplo de la
invencion;

la figura 7 muestra una comparacién de resultados obtenidos mediante una técnica de la técnica anterior y la
presente invencion;

la figura 8 ilustra formas alternativas de plataforma;

las figuras 9a a 9c muestran imagenes de fluorescencia obtenidas tras la incubacién de analito PM 30 pm, regene-
racién, y analito MM 30 pM utilizando la presente plataforma en estados de resonancia tal como se describen en el
ejemplo 5,y

la figura 10 muestra imagenes de fluorescencia y datos obtenidos utilizando la presente plataforma con estados de
epifluorescencia y resonancia tal como se describe en el ejemplo 6.

La invencién se describird en los términos de la determinacién de luminiscencia excitada en muestras. Esta de-
terminacion implica el uso de una plataforma de deteccidon que constituye un aspecto de la presente invencion, pero
se apreciard que el uso de una plataforma de este tipo no se restringe necesariamente a esta aplicacién particular que
va a describirse. El uso de la plataforma estd restringido al procedimiento definido en la reivindicacién 1. Antes de
describir la plataforma en detalle se aportara una descripcién en términos generales del modo en que puede utilizarse
la plataforma para determinar la luminiscencia de las muestras.

Las siguientes son definiciones de los términos que se utilizardn es la descripcion:
Plataforma: un transductor/chip completo que contiene una o una pluralidad de zonas de deteccién

Zona de deteccién: una zona ondulada completa que puede crear un campo evanescente mediante un efecto de
resonancia y que contiene uno o una pluralidad de elementos de captura

Elemento de captura: un punto de deteccién individual que contiene una o una variedad de especies de moléculas
de captura

Molécula de captura: una molécula individual que puede producir una reaccién de afinidad.
En los ejemplos siguientes todas las temperaturas son en grados centigrados y estdn sin corregir.

En referencia a la figura 1 se muestra una plataforma utilizada en la presente invencion en (10) y puede recibir luz
coherente de un ldser (11), habiéndose expandido la luz ldser mediante un conjunto de lentes (12, 14) que producen
un haz (16) paralelo y expandido, y polarizado mediante un polarizador (18). Tal como se explicard con mas detalle
posteriormente, la plataforma (10) tiene una zona de deteccién a la que se unen moléculas de captura. La longitud de
onda de la luz estard normalmente en el intervalo de UV a NIR, preferiblemente entre 350 nm y 1000 nm.

El aparato también incluye un detector (20) que puede detectar la luz transmitida a través de la plataforma (10),
una cdmara (21) CCD para detectar la luz reflejada y una unidad (22) de procesamiento de datos.

Al usar el aparato se provoca que un haz (16) ldser sumamente paralelo, expandido, coherente, polarizado lineal-
mente, incida sobre la zona de deteccién de la plataforma (10) con un dngulo apropiado y la luz transmitida a través de
la plataforma se detecta por el detector (20) y la luz reflejada se registra por la cdmara (21) CCD. El didmetro del haz
de excitacion expandido supera el tamafio de la plataforma (10). El dngulo de incidencia del haz sobre la plataforma
se ajusta mediante la rotacion de la plataforma hasta que el detector (20) detecta de manera eficaz que no se transmite
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luz a través de la plataforma. Esto indica la existencia de una posicién de resonancia a la que se estd produciendo re-
sonancia evanescente en la zona de deteccion de la plataforma. En este estado, la intensidad de la luz refleja registrada
por la cdmara (21) alcanza un méximo y los datos de la cdmara pasan a la unidad (22) de procesamiento de datos para
su procesamiento.

Pasando ahora a la figura 2 de los dibujos, una realizacién de la plataforma (10) comprende un sustrato (30) de
vidrio en la superficie superior de la cual se han grabado una pluralidad de ranuras (31). Una capa del 6xido (32) de
metal 6pticamente transparente se deposita en la superficie superior del sustrato (30) y esa capa (32) también tiene
ranuras (33) formadas sobre la misma. El sustrato (30) puede formarse por ejemplo a partir de vidrio tal como vidrio
AF45 producido por Schott y normalmente tiene un espesor de 0,5 mm-1,0 mm. Se apreciard que pueden utilizarse
otros materiales orgdnicos o inorganicos para el sustrato siempre que sea épticamente transparente.

La capa Opticamente transparente es una pelicula de 6xido metdlico transparente dieléctrica tal como Ta,O5 con
un indice de refraccién elevado de aproximadamente 2,2 a una longitud de onda 633 nm, es decir, significativamente
superior que el indice de refraccidn del sustrato. El espesor de esta capa estard normalmente en el intervalo de 50 a
200 nm o superior por ejemplo de 50 a 300 nm. Las estructuras (31) y (33) onduladas tienen un periodo en el intervalo
de 200-1000 nm, por ejemplo de 200 a 500 nm, normalmente de 250-500 nm. La profundidad de las estructuras
onduladas/ranuras de difraccién puede estar en el intervalo de 3 nm al espesor de la capa dptimamente transparente,
preferiblemente de 10 nm al espesor de la capa 6pticamente transparente. El 6xido metélico puede ser cualquiera de
una variedad de ejemplos tales como Ta,Os, TiO,, Nb,Os, ZrO,, ZnO o HfO,.

En una plataforma tal como se muestra en la figura 2, cuando un haz paralelo de luz laser polarizado incide sobre
ella con un 4ngulo de incidencia particular, se produce un efecto conocido como reflexién anémala en la capa (32).
Cuando se produce este efecto bdsicamente no se transmite luz a través de la plataforma (10) y se refleja de manera
eficaz toda la luz en la capa (32) de modo que la luz laser coherente se confina en la capa (32) muy delgada de 6xido
metdlico. El campo laser elevado resultante sale parcialmente fuera de la capa (32) creando un campo evanescente
que excita de manera evanescente el material fluorescente que estd en la superficie o en la proximidad cercana de
la capa (32). Debe observarse que este estado de resonancia sélo puede alcanzarse si se emplean las ranuras (31,
33) de difraccién que tiene una profundidad particular o superior y también debe observarse que las pérdidas de
radiacién de una estructura ondulada de este tipo son muy elevadas de modo que no se produce de manera eficaz
ningln guiaondas de ninguna radiacién electromagnética en el intervalo de longitudes de onda preferido en la capa
(32) de 6xido metdlico. Se prefiere que la profundidad de las ranuras sea al menos de 10 nm pero la resonancia
de evanescencia empieza a formarse con ranuras menos profundas. Sin embargo, siempre que la muestra que ha de
investigarse esté en la proximidad de la capa (32) en la que se crea la resonancia puede utilizarse el campo evanescente
mejorado para excitar la luminiscencia tal como fluorescencia en la muestra.

Una caracteristica importante de la presente plataforma es que la amplitud de este campo evanescente en la posicion
de resonancia es significativamente mayor que el de las disposiciones de la técnica anterior (epifluorescencia que
corresponde al estado de fuera de resonancia) en un orden de aproximadamente 100.

Esto significa que la intensidad de luminiscencia, por ejemplo fluorescencia, que puede crearse a partir de muestras
también aumenta en un factor de 100. La funcién de la plataforma verse en términos de la estructura de difraccién
que actia como una trama de volumen que difracta la luz y que los haces de difraccion interfieren creando un estado
de resonancia en el que la luz reflejada desde la primera superficie de contacto y la luz reflejada desde la superficie
de contacto superior que es la superficie superior de la capa (32) interfieren de manera constructiva dando lugar a la
reflexién maxima. En estados de resonancia, la energia laser estd sustancialmente confinada al espesor de la capa (32)
delgada aumentando de este modo la potencia del campo eléctrico. Para una longitud de onda ldser dada y un periodo
de la estructura ondulada, la resonancia depende del dngulo. La resonancia dependiente del angulo normalmente tiene
un ancho en la mitad de la altura méxima (AAM) de > 0,1° preferiblemente 0,5° o superior por ejemplo 1,0° o superior.
Este ancho de resonancia depende de la profundidad de las ranuras, el coeficiente de utilizacién y la geometria de la
estructura ondulada. En comparacién con el comportamiento de acoplamiento de una trama de guiaondas, el AAM de
la resonancia descrita es mayor por muchos érdenes de magnitud.

Se apreciard que las ranuras (31,33) de difraccidon pueden formarse sobre la plataforma mediante técnicas conven-
cionales apropiadas. Una manera de conseguir esto es grabar las ranuras mediante una técnica fotografica. En ésta, se
deposita una composicion fotorresistente sobre la superficie del sustrato hasta una profundidad de aproximadamente
1 um, entonces se escribe una estructura peridédica que corresponde a la formacién de ranuras en la capa protectora
o bien mediante holografia/interferometria de dos haces o bien utilizando una méscara de fase y entonces se graba
la capa protectora con una técnica de grabado de i6n reactivo utilizando gas argén y finalmente se retira el material
fotorresistente residual de la superficie. Esta técnica puede utilizarse para formar tanto ranuras (31) como ranuras (33).
Otras maneras de incorporar las estructuras onduladas incluyen estampado, escritura con haz electrénico, ablacién por
laser, procedimiento LIGA.

Con el fin de preparar una plataforma del tipo descrito con referencia a la figura 2 de modo que pueda utilizarse en
mediciones tal como se ilustra en la figura 6, deben seguirse una variedad de procedimientos.

La primera etapa es limpiar la plataforma para eliminar las impurezas de la superficie de la plataforma. El proce-
dimiento de limpieza puede conseguirse mediante una variedad de medios, por ejemplo por medio de un limpiador
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ultravioleta, mediante limpieza por plasma, o mediante limpieza quimica utilizando materiales tales como 4cidos,
bases, disolventes, gases y liquidos.

Una vez limpiada la plataforma la siguiente etapa es aplicar en la superficie de la capa de 6xido metélico una capa
de un agente promotor de la adhesién. Esta capa se aplica a la plataforma ya que los elementos de captura que han
de depositarse sobre la plataforma pueden no adherirse facilmente a la propia capa de 6xido metalico. Existen varias
maneras en las que puede formarse esta capa. Una manera es formar una capa de una red de moléculas de silano y
otra manera es utilizar lo que se conoce como monocapas autoensambladas (SAM, self-assembled monolayers). Estas
son técnicas conocidas que resultardn evidentes para el experto en la técnica. La silanizacién por ejemplo que puede
implicar una fase liquida o gaseosa se describe en Colloids and Interface Science 6, L Boksanyi, O Liardon, E Kovats,
1976, 95-237. La formacién de monocapas autoensambladas se describe por ejemplo en “Ultra thin organic films” por
Abraham Ulman, 1991, Academic Press inc. Ademas, existen métodos adicionales disponibles para la inmovilizacién
de elementos de captura tales como

- la modificacién quimica de la superficie del chip con grupos reactivos y de las moléculas de captura con ligadores
apropiados (U. Maskos y E.M. Southern, Nucleic Acids Research 1992, vol. 20, 1679-84)

- la modificacién de moléculas de superficie y de captura con grupos/ligadores fotorreactivos (documentos WO
98/27430 y WO 91/16425)

- la inmovilizacién por medio de la interaccién culémbica (documento EP 0 472 990 A2)
- el acoplamiento por medio de etiquetas (por ejemplo proteinas-tag, HIS-tag) en reacciones de quelatacion

- y varios métodos adicionales, por ejemplo tal como se describen en Methods in Enzymology Academic Press,
Nueva York, Klaus Mosbacher (ed.), vol. 137, Immobilised enzymes and Cells, 1988.

- la inmovilizacién inducida por plasma/generacidon de capas promotoras de la adhesidon que contienen grupos
reactivos/funcionales, que permiten un acoplamiento directo de moléculas de captura o moléculas de captura deri-
vatizadas, o un acoplamiento indirecto de moléculas de captura o moléculas de captura derivatizadas por medio de
ligadores quimicos o ligadores fotoquimicos.

Una capa promotora de la adhesién puede producirse por ejemplo mediante la silanizacién con 3-(glicidoxipropil)
trimetoxisilanos (GOPTS). Los compuestos que contienen grupos nucledfilos tales como aminas pueden reaccionar
con la funcién epoxilo de los silanos con el fin de inmovilizarse covalentemente. Por tanto una silanizacién de este
tipo puede utilizarse por ejemplo para la inmovilizacién de anticuerpos que contienen multiples grupos amino ya que
los anticuerpos consisten en aminodcidos. Ademds, las cadenas ADN/ARN/APN como moléculas de captura también
pueden modificarse con grupos amino con el fin de unir estas moléculas de captura covalentemente a la plataforma, tal
como se muestra aplicando el ejemplo 4 (discriminacién de SNP). En este ejemplo, los oligonucledtidos con funcién
amino se han inmovilizado covalentemente en la superficie de la plataforma. Sin embargo, pueden modificarse otros
tipos de moléculas de captura para este fin.

Ademds, una capa promotora de la adhesion puede modificarse ademds quimicamente con el fin de alterar las
propiedades superficiales. Por ejemplo, una plataforma silanizada con GOPTS puede hacerse reaccionar con molécu-
las/derivados orgédnicos/heteroorgdnicos/inorgdnicos saturados o insaturados funcionalizados con el fin de manipular
el equilibrio hidré6fobo/hidréfilo de la plataforma, es decir, cambiar el angulo de contacto de la plataforma. Ademads,
pueden utilizarse compuestos idnicos o potencialmente i6nicos para crear cargas positivas o negativas en la superficie
de la plataforma. Las moléculas de captura pueden unirse o bien covalentemente o bien mediante fisisorcién o bien
mediante interaccién culémbica de moléculas cargadas o bien mediante un mezcla de las mismas a tales platafor-
mas/superficies modificadas. Esto se demuestra aplicando el ejemplo 2 a continuacién, en el que se utiliza 3-amino-
1-propanol para modificar las caracteristicas superficiales de la plataforma silanizada con GOPTS en una segunda
etapa de reaccion con el fin de inmovilizar las moléculas de captura de ADN/ARN/APN. En este ejemplo el nitr6geno
(grupo amino) introducido en la superficie de la plataforma se cuaterniza mediante protones y proporciona por tanto
cargas positivas que interaccionan con cargas negativas del ADN (naturaleza polielectrolitica). En lugar de 3-amino-
1-propanol pueden utilizarse también otros derivados organicos de aminas, por ejemplo aminas alifaticas, o aminas
alifaticas ramificadas, o aminas que contienen estructuras ciclicas aromadticas o no aromadticas, 0 aminas que contienen
heterodtomos, o aminas que contienen grupos funcionales, o aminas que contienen combinaciones de los mismos para
la inmovilizacién de moléculas de captura, por ejemplo cadenas de ADN/ARN/APN.

Pueden utilizarse moléculas orgdnicas funcionarizadas que proporcionan cadenas hidrocarbonadas para convertir
la plataforma en mds hidréfoba, pueden utilizarse grupos polares para convertir la plataforma en mas hidréfila, o
pueden utilizarse grupos idnicos, o grupos potencialmente i6nicos para introducir cargas. Por ejemplo puede utilizarse
polietilenglicol (PEG) o derivados del mismo para convertir la plataforma en hidréfila, lo que impide la absorcién no
especifica de proteinas a la plataforma/superficie.

Pueden unirse grupos reactivos o fotorreactivos a la superficie de la plataforma que pueden servir como grupos de
anclaje para etapas de reaccion adicionales.
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Puede obtenerse una SAM como capa promotora de la adhesién adecuada para la inmovilizacién de anticuerpos
mediante el tratamiento de la plataforma con alquilfosfatos anfifilos (por ejemplo, fosfato de estearilo). El grupo de
cabeza del fosfato reacciona con los grupos hidroxilo en la superficie de la plataforma y conduce a la formacién de
una monocapa ordenada de los alquilfosfatos anfifilos. Las cadenas de alquilo hidr6fobas convierten la superficie de
la plataforma en hidr6foba y permiten asi la fisisorcién de anticuerpos, tal como se muestra aplicando el ejemplo 6
(inmunoensayos multiplexados).

También puede utilizarse una SAM para la inmovilizacién de otras moléculas de captura, por ejemplo para cadenas
de ADN/ARN/APN. En este caso, también pueden utilizarse fosfatos anfifilos/fosfatos modificados por ejemplo con
grupos amino o grupos epoxilo. Las moléculas de captura pueden o bien acoplarse directamente a la SAM, por ejemplo
a una SAM modificada con amina, o bien después de que la plataforma haya reaccionado con derivados orgédnicos de
las aminas, por ejemplo aminas alifaticas, o aminas alifaticas ramificadas, o aminas que contienen estructuras ciclicas
aromadticas o no aromdticas, 0 aminas que contienen heterodtomos, o aminas que contienen grupos funcionales, o
aminas que contienen combinaciones de los mismos o cualquier otra molécula orgdnica, heteroorgdnica y/o inorganica
(por ejemplo SAM modificada con epoxilo).

Una capa promotora de adhesion puede consistir en miiltiples capas con el fin de manipular las caracteristicas
superficiales, por ejemplo hidrofobicidad, dngulo de contacto, densidad de la carga. Ademds, una capa unida a la
plataforma con cualquiera de los métodos mencionados anteriormente puede proporcionar o introducir una funciona-
lidad quimica que se requiere o bien para la capa posterior, siguiente, o bien para el acoplamiento de las moléculas
de captura o moléculas de captura derivatizadas. Una unién de moléculas ligadoras quimicas o moléculas ligadoras
fotoquimicas también puede verse como una capa intermedia que permite la unién de las moléculas de captura a la
plataforma.

Esta combinacién controlada de capas/moléculas con diferentes funcionalidades se atribuye en general como qui-
mica supramolecular (J-M. Lehn, Supramolecular chemistry - Scope and perspectives. Molecules, supermolecules, and
molecular devices, (Nobel Lecture, 8.12.1987), Angew. Chem. Int. Ed. Engl., 27, 89, 1988.). La estructura supramole-
cular obtenida proporciona una funcionalidad que difiere de la funcionalidad de las moléculas individuales utilizadas
para las capas individuales. Para la presente invencion, una capa intermedia puede introducir también luminé6foros en
un sistema de capas de este tipo, que puede utilizarse o bien como donador de energia o bien como extintor/aceptor
de energia en el sentido de la transferencia de energia de Forster (FRET) o la transferencia electrénica fotoinducida,
luminéforos sensibles al potencial, antes de que las moléculas de captura o las moléculas de captura modificadas se
unan a la plataforma.

Para los métodos anteriormente descritos de tratamiento de superficie, pueden utilizarse las siguientes moléculas
orgdnicas o inorganicas y derivados de las mismas:

aminas, aminas modificadas, jeffamines, aminas alifaticas, alcoholes, dcidos, aldehidos, cetonas, amidas, anhidri-
dos, fosfatos, fosfonatos, sulfatos, sulfonatos, tioles, compuestos que contienen heterodtomos, moléculas funcionali-
zadas orgédnicas aromadticas y alifaticas, moléculas heteroorgdnicas aromadticas y alifaticas,

polimeros naturales y artificiales, silanos, moléculas modificadas con grupos activos quimicos o fotoquimicos,
derivados de los mismos y derivados funcionalizados, por ejemplo omega-funcionalizados de las especies enumeradas.

En principio, para el desarrollo de estructuras de capas que consisten en una o multiples capas, se necesitan grupos
reactivos quimicos y/o grupos quimicos que tengan propiedades fisicas o electroquimicas especiales (por ejemplo,
cargas) para las moléculas utilizadas con todos los tratamientos de superficie descritos anteriormente.

Tanto las interacciones quimicas/fotoquimicas (por ejemplo, adicién, sustitucién nucleéfila/electréfila, reaccion de
radicales, condensacién, reacciones con derivados de carbonilo orgdnicos/ heteroorgdnicos/inorganicos, o reacciones
fotoinducidas, o reacciones termoinducidas, concepto dcido/base de Lewis), como

interacciones fisicas/electroquimicas (por ejemplo interaccién de Coulomb, interaccion hidr6foba/hidréfila), y/o

interaccién bioldgica (por ejemplo antigeno/anticuerpo, hibridacién, interaccién estreptavidina/avidina-biotina, in-
teraccion agonista/antagonista), y/o

interaccién fotoquimica/fotofisica

pueden emplearse para el acoplamiento entre moléculas/componentes incorporados en un sistema de capas/capa
promotora de la adhesion de este tipo.

La promocién de la adhesidn también puede lograrse mediante la deposicion de capas microporosas o geles sobre
la superficie de la plataforma, las funcionalidad/caracteristicas superficiales de las capas microporosas o geles facilitan
la deposicién de elementos de captura acortando el tiempo necesario de incubacién y aumentando la sensibilidad de
las medidas posteriores. Las capas microporosas pueden comprender compuestos organicos tales como polimeros,
mondmeros, uniones moleculares y uniones supramoleculares, o puede comprender compuestos inorgdnicos tales
como vidrio, cuarzo, cerdmica, silice y semiconductores.
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Una capa promotora de la adhesién puede producirse mediante silanizacién por ejemplo utilizando 3-(glicidoxipro-
piD)trimetoxisilano (GOPTS). La capa promotora de la adhesion puede ademds modificarse quimicamente con el fin de
alterar las propiedades superficiales. Por ejemplo, una plataforma silanizada con GOPTS puede hacerse reaccionar con
moléculas orgédnicas saturadas o insaturadas funcionarizadas con el fin de manipular el equilibrio hidréfobo/hidréfilo
de la plataforma, y de ese modo alterar el dngulo de contacto de la plataforma.

Una vez que la capa promotora de la adhesién se ha formado sobre la plataforma, pueden ser necesarias una etapa
o etapas de limpieza adicionales para quitar el exceso de productos quimicos utilizados en la preparacién de una capa
de este tipo. Tras esa limpieza, la plataforma esta entonces preparada para recibir elementos de captura.

Una serie bidimensional de elementos de captura o reconocimiento se forma sobre la superficie 3D de la capa
promotora de la adhesién depositada previamente sobre la plataforma. La serie de elementos de captura puede depo-
sitarse de varias maneras. Las técnicas que pueden utilizarse para depositar elementos de captura incluyen impresoras
de chorro de tinta que presentan actuadores piezoeléctricos, actuadores electromagnéticos, actuadores de valvula de
presién/solenoide y otros transductores de fuerza; impresoras de inyeccién de tinta por burbuja que utilizan actuadores
termoeléctricos; o actuadores de ldser; impresoras de puntos en configuracién de anillo; explorador de herramientas
por puntos (pin tool-spotter); “sintesis en chip” tal como se describe en los documentos W0O90/03382 o0 W092/10092;
sintesis de polimeros inmovilizados a muy gran escala (VLSIPS, very large scale immobilised polymer synthesis) tal
como lo descrito en el documento W098/27430; foto-activacién/fotodesproteccién de grupos fotorreactivos de disefio
especial anclados a la superficie de la capa promotora de la adhesion; impresién por microcontacto; boligrafos de es-
critura por microcontacto; lapiz de dibujo o transferencia de atenuador/estampacion de elementos de captura; canales
microfluidicos y células de flujo realizados moldeando a partir de un polimero tal como lotes maestros de PMMA
por ejemplo utilizando PDMS (polidimetilsilosano) o mediante medios micromecanicos o mecédnicos, o realizados
mediante técnicas de grabado para la entrega local de elementos de captura; estructurar los elementos de captura me-
diante fotoablacién; o deposicién de elementos de captura sobre atenuadores de gel que utilizan una de las técnicas
mencionadas anteriormente o cualquier otra técnica de fotoinmovilizacién.

Los elementos de captura o reconocimiento que pueden depositarse sobre la plataforma son muchos y variados.
Hablando en términos generales, las moléculas de captura utilizadas deberian poder realizar reacciones de afinidad.
Ejemplos de moléculas de reconocimiento o captura que pueden utilizarse con la presente plataforma son los siguien-
tes:

nucledtidos, oligonucledtidos (y derivados quimicos de los mismos)

ADN (cadena doble, cadena tinica) a) lineal (y derivados quimicos de las mismas)

b) circular (por ejemplo plasmidos, c6smidos, BAC, YAC)

ARN total, ARN mensajero, ARNc, ARN mitocondrial, ARN artificial, aptimeros

APN (4cidos peptonucleicos)

Anticuerpos policlonales, monoclonales, recombinantes, modificados genéticamente, antigenos, haptenos, subuni-
dades de anticuerpos FAB (modificadas en caso necesario)

proteinas, proteinas modificadas, enzimas, cofactores o inhibidores enzimadticos, complejos proteinicos, lectinas,
proteinas marcadas con histidina, quelatantes para componentes de etiqueta de histidina (etiqueta HIS), proteinas
etiquetadas, anticuerpos artificiales, impresiones moleculares, anticuerpos artificiales (“plastibodies’)

receptores de membrana, células completas, fragmentos de células y estructuras secundarias celulares, sinapsis,
agonistas/antagonistas, células, organulos celulares, por ejemplo microsomas

moléculas pequefias tales como benzodiazepinas,
prostaglandinas,

antibidticos, farmacos, metabolitos, metabolitos de farmacos
productos naturales

carbohidratos y derivados

ligandos naturales y artificiales

esteroides, hormonas

péptidos
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polimeros naturales o artificiales

sondas moleculares

receptores naturales y artificiales

y derivados quimicos de los mismos

reactivos quelantes, éter corona, ligandos, disposiciones supramoleculares
indicadores (pH, potencial, potencial de membrana, potencial redox)
muestras de tejidos (microseries de tejidos).

La actividad o densidad de las moléculas de captura puede optimizarse de varias maneras. La plataforma con
los elementos de captura depositados sobre ella puede incubarse en atmésfera saturada de vapor de agua durante un
periodo definido con el fin de rehidratar los loci impresos. Esto optimiza la densidad de las moléculas de captura, es
decir, aumenta los puntos de unién disponibles por unidad de 4rea. Posteriormente los chips incubados pueden cocerse
durante un periodo definido, por ejemplo 1 minuto a 80°C para obtener moléculas de captura de ADNc. La plataforma
puede lavarse humedeciéndose con una cantidad pequefia de agua pura o cualesquiera otros liquidos y soluciones
adecuados para evitar la contaminacién cruzada de los elementos de captura por exceso de material desligado. Tras
estos procedimientos, la plataforma preparada puede almacenarse en un desecador hasta que se utilice. Previamente a
la utilizacién del chip, puede necesitarse un procedimiento adicional de lavado con tampén de hibridacién de 0,1 a 10
ml u otras soluciones/liquidos adecuados para reactivar/rehidratar los elementos de captura secos y para quitar ademas
el exceso de elementos de captura desligados/residuos de tampén. En el caso de las moléculas de captura de ADN, se
ha encontrado que el procedimiento de lavado es mas eficaz cuando se realiza a una temperatura de entre 50 y 85°C.

Las etapas del procedimiento para el manejo de chips pueden automatizarse mediante la utilizacién de estaciones
de hibridacién tales como por ejemplo la estacién GeneTAC®Hybridization de Genomic Solutions Inc., Michigan,
EE.UU.

La técnica de medicidn concreta que va a describirse es aquella que implica luminiscencia, en concreto fluores-
cencia. Al llevar a cabo una medicién, una muestra que va a investigarse se coloca sobre la zona de deteccion de la
plataforma en la que los elementos de captura han sido proporcionados. Con el fin de lograr la fluorescencia, se afiaden
fluoréforos al sistema antes de tomar la medicién. Los fluor6foros pueden afiadirse a la muestra por ejemplo como
reactivos de afinidad marcados aunque también es posible adjuntar fluoréforos a los elementos de captura sobre la
plataforma. Las mediciones se basan en el hecho de que la emisién fluorescente desde los elementos de captura que
contienen moléculas de captura marcadas y/o desde reactivos de afinidad marcados se cambia por su interaccién con
el analito o muestra bajo investigacion. Pueden utilizarse etiquetas de diferentes longitudes de onda de excitacion y
emision, habiendo una o varias etiquetas diferentes, siendo la etiqueta 1 para un experimento de control y la etiqueta
2 para el experimento.

La figura 3 muestra esquematicamente el perfil de energia del campo evanescente en la posicion de resonancia,
y cémo se extiende mads alld de la superficie de la capa (32) de 6xido de metal de manera que pueda excitar los
fluoréforos en las proximidades cercanas de la superficie de la zona de deteccidn, por ejemplo fluoréforos adjuntos
a las moléculas de captura o fluor6foros adjuntos a las moléculas unidas a las moléculas (38) de captura. El campo
evanescente decrece exponencialmente hasta cero en aproximadamente una micra.

Se apreciard que al llevar a cabo un andlisis, se realizan una o multiples mediciones. Una puede ser medicién de
fondo antes que la muestra se ponga en contacto con los elementos de captura. Una segunda medicion puede realizarse
con/después de que la muestra se haya puesto en contacto con los elementos de captura. Para la comparacién de
multiples muestras, por ejemplo muestra de “control” y “tratada” en experimentos de expresion génica, el chip puede
regenerarse después del experimento de “control” tal como se describe aplicando el ejemplo 2, y una medida de
fondo adicional y una medida tras/con la muestra “tratada” (que fue) aplicada al chip puede registrarse. Para obtener
informacién con respecto a la cinética de reaccién de los reactivos de afinidad, puede registrarse un conjunto completo
de mediciones como una funcién de tiempo de incubacién y/o de tiempo de lavado posterior. Una disposicion tipica
para una medicién de este tipo se muestra en la figura 6. La plataforma mostrada en la figura 2 se ajusta al dngulo al
que se consigue una resonancia evanescente y se realiza una medicion de la fluorescencia emitida desde la superficie
de la plataforma utilizando la cdmara (66) CCD. Esto proporciona una indicacién de la fluorescencia emitida desde
cada posicion en la serie de elementos de captura depositados en la plataforma. Esto puede analizarse para deducir la
afinidad de las reacciones que se han producido entre los elementos de captura y la muestra en investigacion.

Una disposiciéon como se muestra en la figura 6 captura toda la luminiscencia, por ejemplo, la fluorescencia,
imagen de toda la plataforma en una toma sin tener que mover las partes durante la medicién. Un dispositivo de este
tipo de no barrido puede ser muy simple y barato y es especialmente adecuado para la aplicacién de punto de cuidado
o los sistemas portatiles. Otra disposicion tipica reduce la luz de laser coherente a las dimensiones de micrémetros
mediante elementos Opticos aumentando de esta manera el campo eléctrico en el punto focal y barre la zona o zonas
de deteccion.
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Se apreciard que puede analizarse una amplia variedad de muestras usando la presente técnica. Generalmente se
toma la muestra para que sea toda la solucién que va a analizarse y esta puede comprender una o varias sustancias
a detectar. La muestra puede ser una solucién de tejido purificado y procesado, u otros materiales obtenidos a partir
de biopsia e investigacion de examen y desarrollo que incluyen muestras para fines de diagndstico. La muestra puede
ser también un medio bioldégico, tal como una yema de huevo, fluidos o componentes corporales del mismo, tal como
sangre, suero y orina. Puede ser también agua superficial, solucidn o extractos de medios sintéticos o naturales, tales
como suelos o partes de plantes, licores de procesos bioldgicos o licores sintéticos.

Para llevar a cabo la medicién, puede introducirse la muestra en una celda de muestra del tipo mostrado en las
figuras 4a y 4b de los dibujos. Esta celda comprende una carcasa (41) que se fabrica a partir de un polimero tal como
PMMA. Este polimero se ha trabajado con méquinas para definir un compartimiento (44) central con dimensiones
correspondientes a las dimensiones de la plataforma. Una depresién adicional se forma en el compartimiento (44) para
definir una cdmara (46) que se obtura alrededor de su borde mediante una junta (47) térica. La cdmara (46) se abre en
su parte superior e inferior. Puede introducirse la solucién para analizar en la cdmara (46) dentro de la junta (47) térica
a través de una linea (45) de flujo. El flujo dentro de la linea (45) de flujo puede controlarse mediante una valvula (43).
La celda incluye una cubierta (49) que puede situarse sobre y fijarse a la carcasa (41) para cerrar la parte superior de
la celda. La cubierta (49) incluye una ventana (50) que se sitda por encima del compartimiento (46) y permite de esta
manera que la radiacion pase a través de la cubierta y dentro de la celda (46).

En uso de la celda, el alojamiento (41) se sitda contra la superficie de la plataforma que presenta los elementos de
captura formados sobre la misma de manera que la tapa (49) estd lejos de esa superficie. Esto pone a la cdmara (46)
en comunicacién con la zona de deteccion de la plataforma. La muestra que va a investigarse se alimenta entonces al
compartimiento (46) a través de la linea (45) de flujo de manera que se pone en contacto con los elementos de captura
sobre la superficie de la plataforma. Una medicién de la fluorescencia inducida en varios puntos de captura se lleva a
cabo entonces de la manera descrita anteriormente.

La figura 8 ilustra posibles formas alternativas de la plataforma.

Los elementos de deteccidn pueden disponerse de varias maneras, por ejemplo, rectangular, circular, céntrica he-
xagonal, elipsoidal, lineal o laberintica. La zona de deteccién puede ser rectangular, redonda o de cualquier otra forma.
Las ranuras pueden disponerse o bien linealmente equidistantes o circularmente equidistantes, o pueden corresponder
a segmentos de tales estructuras.

La plataforma puede ser o bien rectangular o en forma de disco, o de cualquier otra geometria. La plataforma puede
comprender una o multiples zonas de deteccidn, cada zona de deteccién puede comprender uno o multiples elementos
de captura, y cada elemento de captura puede comprender una o mas moléculas de captura marcadas o sin marcar.

La plataforma puede adaptarse también a dispositivos/placas de tipo de microtitulacién para realizar uno o mul-
tiples ensayos en los pocillos de microtitulacién individuales. Esto puede conseguirse para todos los tipos de placas:
96, 384, 1536 o numeros superiores de pocillos, independientemente de las dimensiones de la placa de microtitulacién
respectiva.

Lo siguiente es un ejemplo especifico de una plataforma:
1. Rendimiento fisico de una plataforma 3-D: reflexion anomala
la. Plataforma 1

La plataforma de transductor de chip de genes comprende un sustrato plano, transparente (vidrio AF45 por Schott)
de 0,7 mm de espesor. En el sustrato, se graba una estructura de superficie periédica mediante medios fotolitograficos
(deposicién de capa fotorresistente, < 1 um; escritura de estructura periddica en la capa protectora bien mediante
dos haces de interferometria/holografia; grabar la capa protectora con grabado por iones reactivos usando gas Ar;
eliminacion del fotorresistente residual).

Las formas de la estructura de superficie son aproximadamente sinusoidales. El ancho (periodo) de una estructura
individual es de 360 nm. La profundidad de las ranuras es de aproximadamente 38 nm.

En la parte superior de la superficie de vidrio estructurada de manera homogénea se deposita una pelicula de
oxido de metal transparente dieléctrica (Ta,Os) con alto indice de refraccién de aproximadamente 2,2 a 633 nm de
longitud de onda. El procedimiento se realiza mediante recubrimiento iénico. La capa de espesor es de 130 nm. La
estructura/arquitectura primaria de la superficie de vidrio se transfiere a la parte superior de la capa de 6xido de metal
debido al procedimiento de deposicion anisotrdpico y extremadamente energético.

Cuando un haz de laser extremadamente coherente, expandido paralelo se dirige al transductor a distintos dngulos
6, correspondientes a una denominada posicién de resonancia, se refleja casi toda la luz mediante la plataforma de
transductor y la intensidad de transmision de orden 0. se reduce a menos de un 1% (comparado con el 90-95% a un
angulo arbitrario).
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El ancho A6 del estado de resonancia, en el que se refleja casi toda la luz, es proporcional a la longitud de onda A
(633 nm, fija) y al coeficiente de pérdida de radiacién a. El coeficiente de pérdida de radiacién se regula mediante la
profundidad de las ranuras de trama, geometria y ciclo de trabajo de la estructura ondulada, y aumenta casi cuadrati-
camente con profundidades de ranura crecientes. Para este caso (633 nm de longitud de onda del laser, 130 nm de la
capa de 6xido de metal, 38 nm de profundidad de ranura) la pérdida de radiacién es de aproximadamente. 2000/cm,
es decir, la distancia de propagacién de un haz de ldser guiado en un sistema de capas de este tipo antes de que se
difracte fuera de la plataforma mediante la estructura periddica es de 1/2000 cm. = 5 um. Sorprendentemente esto es
una distancia corta. Por tanto en estas circunstancias no se produce ninguna guiaonda. Puede reducirse adicionalmente
la distancia de propagacién mediante la mejora de las especificaciones de la plataforma.

Para la caracterizacion del efecto de resonancia, la intensidad del haz paralelo, (polarizaciéon TE) se ajusta a 100
MW para una zona de didmetro de 4 mm (vatimetro Newport NRC 1835). El dngulo entre la plataforma normal y el
haz incidente se gira de 1 a 2 grados lejos de la posicion central de la reflexién anémala (estado de resonancia). La
posicion central estd a 2,5°. La plataforma después se gira en etapas de 5/1000° (controlador PM 500 de Newport
NRC) y el cambio de la potencia del haz transmitido se monitoriza. En el dngulo de resonancia, menos del 1% (< 1
UW) del haz transmitido original alcanza el detector. La potencial del haz de laser incidente se refleja totalmente (haz
reflejado de manera especular: aproximadamente el 100%).

El ancho total en la mitad del mdximo de resonancia para la reflexién andmala (FWHM) es en este caso 0,9°. La
homogeneidad de la reflexién por toda la superficie del transductor (18 mm x 18 mm) es superior al 90%.

1b. Plataforma 2

Las formas de la estructura de superficie son aproximadamente rectangulares. El ancho (periodo) de una estructura
individual es 360 nm. La profundidad de las ranuras es de aproximadamente 52 nm. En la parte superior de la super-
ficie de vidrio estructurada de manera homogénea se deposita una pelicula de 6xido de metal transparente dieléctrica
(Ta205) con alto indice de refraccién de aproximadamente 2,15 a 633 nm de longitud de onda. El procedimiento se
realiza mediante pulverizacion catddica. El espesor de la capa es de 150 nm. La estructura/arquitectura primaria de la
superficie de vidrio se transfiere a la parte superior de la capa de 6xido de metal debido al procedimiento de deposicién
anisotrépico y extremadamente energético.

Cuando un haz de laser extremadamente coherente, expandido paralelo se dirige al transductor a distintos dngulos
6, correspondientes a una posicidn de resonancia, se refleja casi toda la luz mediante la plataforma de transductor y la
intensidad de transmisién de orden 0. se reduce a menos de un 1% (comparado con el 90-95% en un dngulo arbitrario).

El ancho A del estado de resonancia, en el que se refleja casi toda la luz, es proporcional al coeficiente de pérdida
de radiacion a. El coeficiente de pérdida de radiacién en este caso (633 nm de longitud de onda, 150 nm de la capa
de 6xido de metal, 52 nm de profundidad de ranura) es superior a 2000/cm; es decir, la distancia de propagacion de
luz lanzada a un sistema de capas de este tipo antes de que se difracte fuera de la plataforma mediante la estructura
periddica es de 1/2000 cm. = 5 um. Por tanto en estas circunstancias no se produce ninguna gufaonda.

Para la caracterizacion del efecto de resonancia, la intensidad del haz paralelo, (polarizacién TE) se ajusta a 600
MW para una zona de didmetro de 4 mm (vatimetro Newport NRC 1835). El dngulo entre la plataforma normal y
el haz incidente se gira 4 grados lejos de la incidencia normal. La plataforma después se gira en etapas de 5/1000°
(controlador PM 500 de Newport NRC) y el cambio de la potencia del haz transmitido se monitoriza. En el dngulo
de resonancia, menos del 0,5% (< 3 uW) del haz transmitido original alcanza el detector. La potencia del haz de laser
incidente se refleja totalmente (haz reflejado de manera especular: aproximadamente el 100%).

Debido al ensanchamiento del ancho de resonancia de la plataforma 2 segiin ranuras mds profundas comparadas
con la plataforma 1, las curvas de resonancia del orden de difracciéon +1 y -1 se solapan creando una resonancia Unica
extremadamente ancha situada exactamente a incidencia normal. El ancho total en la mitad del maximo de resonancia
para la reflexion anomala (FWHM) es en este caso 4,2°. La homogeneidad de la reflexion por toda la superficie del
transductor (18 mm x 18 mm) es superior al 95%.

2. Ejemplo para el andlisis de expresion génica
a) Preparacion

Las plataformas de deteccién (dimensiones 18 x 18 mm?) del tipo descrito con referencia a la figura 2 se sonicaron
en primer lugar dos veces en cloroformo (FLUKA, “muy puro”) y posteriormente dos veces en isopropanol (Merck,
“Uvasol®”), durante 15 min en cada caso. Entonces se secé la plataforma a vacio y se limpi6é en un limpiador UV
durante 30 min (Boeckel industries Inc, modelo 135500). Se calent6 oxileno a 75°C (agitacioén) y se afiadieron 3-
glicidoxipropil-trimetoxisilano (Fluka, “puro”) al 2% v/v y también N-etildiisopropilamina (Fluka, “puro”) al 0.2%
v/v al disolvente calentado (agitacién). Se introdujeron las plataformas en armarios metélicos y se incubaron durante
7 h en la solucién a 75°C (agitacion). Posteriormente se sonicaron las plataformas tres veces en acetonitrilo fresco
(Fluka, “calidad para HPLC”), durante 15 min en cada caso. Entonces se sonicaron las plataformas en una solucién
de 3-amino-1-propanol (Fluka, “puro”) al 2% v/v en acetonitrilo durante 15 min y después se incubaron en la misma
solucién toda la noche a temperatura ambiente (agitacion). Al dia siguiente, se sonicaron las plataformas tres veces
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durante 15 min en isopropanol fresco (Fluka. “calidad para HPLC”) y después tres veces durante 15 min en metanol
fresco (Merck, “Uvasol®”). Finalmente, las plataformas se secaron y almacenaron a vacio

b) Inmovilizacion de elementos de reconocimiento

Se imprimieron series que consisten en 10 ADNc diferentes (cada ADNc 10 réplicas: CYP 450 1A1, CYP 450
2B1 EST., CYP450 2B1, CYP 450 2B2, CYP 450 3A1 humano, CYP 450 3A2, CYP 450 4A1, B-actina, GAPDH,
patrén externo) en la plataformas con impresoras de chorro de tinta (Microdrop GmbH, Norderstedt, Alemania). La
concentracion de las soluciones de ADNc era de 50 ng/uL. El didmetro (10 gotitas de chorro de tinta/posicién) era
aproximadamente de 250 um y el paso de los puntos era alrededor de 500 um. Por tanto, la dimensién global de las
series 10 x 10 era alrededor de 5 x 5 mm?. Se muestra el disefio y la asignacién de los puntos ADNc inmoviliza-
dos esquematicamente en la figura 5. Se imprimieron las series en el centro de las plataformas con las dimensiones
(18 x 18mm?). Posteriormente, se incubaron las plataformas durante la noche en un contenedor cerrado en atmdsfera
de vapor de agua saturada. Al dia siguiente se cocieron los chips incubados durante un periodo definido, por ejemplo
1 minuto a 80°C. Después se aclararon las plataformas con agua desionizada y se secaron con flujo de nitrégeno.

¢) Configuracion de la deteccion

Se muestra la configuracién de la deteccion de manera esquematica en la figura 6. Un 14ser (61) de excitacién
(laser de HeNe, 633 nm, 1,3 mW) y un expansor (64) de haz 20x se montaron (62) unidos sobre un goniémetro (63).
El haz de laser expandido se dirigi6 hacia la plataforma (67) mediante un espejo (68) dicroico. El centro de rotacién
para el haz de laser se dispone en el plano de la capa de 6xido de metal de la plataforma (67). La fluorescencia emitida
desde la superficie de la plataforma se capté a través del espejo (68) dicroico. Se utilizaron filtros (65) de fluorescencia
adicionales para separar la fluorescencia (69) de la luz de excitacion. Se utilizé una cdmara (66) CCD (Astrocam EEV
30/11) enfriada equipada con una lente Nikon Noct (apertura numérica 1,2) para medir las imdgenes de fluorescencia
desde las plataformas de superficie. El gonidémetro permitio el ajuste del dngulo del haz de laser expandido incidente
con respecto a la superficie normal de la plataforma. Se tomaron las imagenes de fluorescencia en estados de resonancia
evanescente (es decir, el haz de l4ser expandido incidente se ajusté a ese dngulo en el que la luz transmitida a través
de la plataforma muestra un minimo).

d) Cartucho de chip

Se monto6 la plataforma en el cartucho (41) especialmente disefiado fabricado a partir de polimero/PMMA que se
muestra esquemdticamente en la figura 4. La depresion (44) tenfa las dimensiones (18 x 18 x 0,7 mm?) y la cdmara
(46) de incubacion era de 0,2 mm de profundidad. Se intercambi6 la solucién en la cdmara de incubacion a través de
canales (45) de flujo de 0,5 mm de didmetro que se perforaron en el PMMA. Se intercambid el contenido del cartucho
a través de la entrada/salida (42). Se situ6 la plataforma en la depresion correspondiente del cartucho con la zona
de deteccion dirigida hacia la cdmara de incubacidn. Se fij6 la cubierta (49) para presionar la plataforma contra la
obturacién. La ventana (50) micromecanizada/fresada en la cubierta permitié la iluminacién con luz de excitacién y la
adquisicion de imagenes de fluorescencia de la superficie de la plataforma. El volumen valvula a valvula del cartucho
era aproximadamente 14 uL.

e) Unidad de desnaturalizacion

Se usé un elemento termoeléctrico para controlar la temperatura para la desnaturalizacién (79°C), incubacién,
(42°C) regeneracion (79°C) y lavado (42°C) de la plataforma en el cartucho de flujo.

f) Preparacion de la muestra

Se usaron 2 grupos de ratas (3 ratas en cada caso) para el presente estudio. Se trat6 un grupo (tratado) con 80 mg de
fenobarbital, sal de sodio, en solucién salina (NaCl al 0.9% p/v) por kg de peso corporal y el segundo grupo (control)
solamente con NaCl al 0.9%. Se proporcioné un tratamiento diario en 4 dias consecutivos. Al final de los 4 dias, se
sacrificaron los animales y se congelaron bruscamente muestras de higado en nitrégeno liquido y se almacenaron a
-80°C.

Posteriormente y, se aislé el ARNm/ARN total y se marcé mediante transcripcién inversa en una primera cadena
de ADNCc (incorporacién de desoxinucle6tidos marcados, las mismas o diferentes etiquetas para el control y tratada),
se purificé y se disolvié en 20 uL. de tamp6n de hibridacion.

g) Procedimiento de ensayo

Se us6 una jeringa gradual Cavro para bombear/aspirar los tampones y soluciones dentro del cartucho.

Se ejecutaron las siguientes etapas para medir la induccién CYP 450 en ratas:

1) 30 min de lavado previo a 79°C con 1 ml de tampén de hibridacién (HB), medicién del fondo I de la plataforma

in contacto con HB.
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2) Inyeccién de muestra de “control” en el cartucho, 30 min de desnaturalizacién a 79°C, después incubacién
durante la noche a 42°C.

3) 10 min de lavado posterior a 42°C con 1 ml de HB, medicién de intensidades de “control” de la plataforma en
contacto con HB.

4) Regeneracién: 30 min de lavado a 79°C con 1 ml de tamp6n de hibridacién (HB), medicién del fondo 2 de la
plataforma en contacto con HB.

5) Inyeccién de muestra “tratada” en el cartucho, 30 min de desnaturalizacién a 79°C, después incubacién durante
la noche a 42°C.

6) 10 min de lavado posterior a 42°C con 1 ml de HB, medicién de intensidades “tratadas” de la plataforma en
contacto con HB.

Todas las imagines de fluorescencia se midieron en condiciones de resonancia evanescente.

h) Procesamiento de datos

Se calcularon las intensidades netas (fondo de control 1 y fondo tratado 2) de todos los puntos y todas las intensi-
dades del conjunto de datos tratados se normalizaron con la ayuda de las intensidades del patrén externo. Las razones
de expresién (nimero de veces de cambio - “fold change”) entre los genes respectivos se calcularon mediante la
divisién de

niimero de veces del cambio = control/tratado normalizado
Se calcularon los valores medios de cada una de las 10 copias.

1) Resultados

Los chips ER medidos en condiciones de resonancia evanescente mostraron en general intensidades aproximada-
mente 100 veces mds fuertes y razones mejoradas de sefial/fondo.

Los valores medios para el niimero de veces del cambio se resumen en la siguiente tabla:

GENES Numero de veces del cambio
CYP 4501 Al (rata) 1,6
CYP 450 2B1 EST. (rata) 16
CYP 450 2B1(rata) 25
CYP 2B2 (rata) 32
CYP 450 3A1 (humano) 3,2
CYP 450 3A2 (rata) 2,5
CYP 450 4A1(rata) 1,6
B-actina (rata) 2,1
GAPDH (rata) 2,3

3. Ejemplo para ilustrar la amplificacion aumentada

Se prepar6 y se proceso una plataforma segun el ejemplo que acaba de describirse. Posteriormente a la incubacién
con la muestra, se tomaron 2 imdgenes con la configuracién de deteccién con la cdmara CDD descrita anteriormente
con referencia a la figura 6. La primera imagen se tomé en modo de epifluorescencia sin ajustarse a las condiciones
para la resonancia evanescente (“epifluorescencia” en la figura 7a). La segunda imagen se tom6 en condiciones de
resonancia evanescente (“aumento ER” en la figura. 7b), es decir, el dngulo del haz de laser incidente se ajust con
respecto a la normal a la superficie hasta que la luz transmitida a través del chip mostré un minimo. Los perfiles de
imagen (sefiales netas) muestran que las intensidades medidas con aumento ER son aproximadamente 100 veces mds
fuertes que las intensidades obtenidas con epifluorescencia convencional.
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En el ejemplo descrito anteriormente se usa una tnica célula (41) de muestra para poner a la muestra en contacto
con la zona de deteccién de la plataforma. Se apreciard que puede usarse el recipiente de muestras del tipo de mi-
crotitulacién en compensacién con una plataforma que presenta una pluralidad de zonas de deteccién para permitir la
medicién de una pluralidad de muestras y mejorando de este modo la eficiencia de la medicion.

4. Microchip oligonucledtido para la discriminacion de polimorfismo de nucledtido vinico (SNP)
a. Preparacion del chip

Las plataformas de deteccién (dimensiones 18 x 18 mm?) del tipo descrito con referencia a la figura 2 se sonicaron
en primer lugar dos veces en cloroformo (FLUKA, “muy puro”) y posteriormente dos veces en isopropanol (Merck,
“Uvasol®”), durante 15 min en cada caso. Las plataformas se secaron a vacio y se limpiaron en un limpiador UV
durante 30 min (Boeckel industries Inc, modelo 135500). Se calenté O-xileno a 75°C (agitacién) y se afiadié 3-
glicidoxipropil-trimetoxisilano (Fluka, “muy puro”) al 2% v/v y también N-etildiisopropilamina (Fluka, “muy puro”)
al 0,2% v/v al disolvente calentado (agitacién). Las plataformas se montaron en soportes y se incubaron durante 7 h
en la solucién a 75°C (agitacion). Posteriormente las plataformas se lavaron tres veces en acetonitrilo nuevo (Fluka,
“grado HPLC”), durante 15 min en cada caso. Finalmente las plataformas se secaron y se almacenaron a vacio.

b. Inmovilizacion de elementos de captura

Se imprimieron dos oligonucle6tidos modificados con amino diferentes (sondas de captura) en un disefio de tipo
tablero de ajedrez (5 x 5 =25 puntos) en las plataformas silanizadas. Se us6 una disposicién de puntos en configuracién
de anillo GMS 417 para la impresién (Genetic Microsystems, Boston. MA). La concentracién de los oligonucledti-
dos usada como moléculas de captura era de 100 nmol/ml. El didmetro de los puntos era de 125 micrémetros con
500 micrémetros de distancia de centro-a-centro. Los 2 oligonucleétidos se denominaron cPM (“capture perfect mat-
ch” - correspondencia perfecta de captura) y cMM (“capture mismatch” - falta de correspondencia de captura) y se
diferencian solamente en una base

cPM: 3’CACAATTCCACAS’-NH, cMM: 3’CACAACTCCACAS’-NH,

cPM y cMM se marcaron con un grupo amino en el extremo 5’ que permite la unién covalente de los oligonucleé-
tidos con las plataformas funcionalizadas de epoxilo. Las series se imprimieron en el centro de las plataformas con las
dimensiones (18 x 18 mm?). Posteriormente las plataformas se incubaron durante la noche en un recipiente cerrado en
atmosfera de vapor de agua saturada. Al dia siguiente los chips se secaron y se lavaron con 1 ml de solucién de urea
al 50% acuosa. Alternativamente, se usé una solucién de albimina de suero bovino (BSA, 1 mg/ml) acuosa. Tras el
bloqueo los chips se aclararon con agua desionizada y se secaron con flujo de nitrégeno.

c. Configuracion de deteccion

Se us6 configuracion de deteccion descrita en el ejemplo anterior.
d. Cartucho del chip

Se us6 el cartucho del chip descrito en el ejemplo anterior.

e. Analitos /muestras

Se usaron dos oligonucle6tidos marcados con Cy5 denominados PM (“perfect match”) y MM (“mismatch”) con
secuencias complementarias a los oligonucledtidos de captura inmovilizados cPM y cMM como los analitos:

PM: Cy5-5’GTGTTAAGGTGT3’ MM: Cy5-5’GTGTTGAGGTGT3’
La concentracién de las soluciones de analitos era de 30 pM en cada caso
f. Procedimiento de ensayo

En primer lugar se lavé una plataforma 2 veces con 1 ml de tampdn de hibridacién (HB), con 1 min de retraso
entre los lavados. Posteriormente se inyectaron aproximadamente 15 ml de una solucién (30 pM) de analitos PM en
el cartucho de flujo. Tras 30 min de incubacidn, la plataforma se lavé con HB de 1 ml y una imagen de fluorescencia
(“PM” en Fig. 9a) se tomd en la posicién de resonancia del chip. Posteriormente, los oligonucleétidos marcados con
fluorescencia unidos se eliminaron (retiraron) mediante inyeccién de 2 x 1 ml de una solucién de urea al 50% acuosa
con 2 min de retraso entre las inyecciones. Tras 2 min adicionales el chip se lavé mediante inyeccién de 2 x 1 ml de
HB con 2 min de retraso entre las inyecciones y se tomé una imagen de fluorescencia (“regeneraciéon” en la figura 9b)
en la posicién de resonancia del chip. Finalmente, se inyectaron aproximadamente 15 microlitros de solucién (30 pM)
de analito MM en el cartucho de flujo. Tras 30 min de incubacidn, la plataforma se lav6 de nuevo con 1 ml de HB y
una imagen de fluorescencia (“MM” en la figura. 9c) se tomé en la posicién de resonancia del chip. Todas las etapas
se realizacion a temperatura ambiente.
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g. Procesamiento de datos

Se calcul6 la intensidad media de los 2 grupos diferentes de puntos de captura (cPM y cMM) para ambos expe-
rimentos (incubacién de analito PM 30 pM y analito MM 30 pM). Ademds, se calcul6 la diferencia de la intensidad
media cPM-cMM vy la razén cPM/cMM.

h. Resultados
Se resumieron todos los datos calculados en la tabla siguiente. A partir de los datos obtenidos pueden distinguirse

claramente los dos analitos de oligonucledtidos, PM marcado con Cy-5 y MM marcado con Cy-5, que sélo difieren en
una base (SNP).

Intensidad media de analito PM 30 pM | Intensidad media de analito MM 30 pM
[recuentos] [recuentos]
Puntos cPM 1140 704
Puntos cMM 24 2075
cPM-cMM 1116 -1371
cPM/cMM 48 0,34

5. Ejemplo de inmunoensayo para anticuerpos

Los anticuerpos primarios estdn inmovilizados de manera espacialmente determinada (por ejemplo patrén de ta-
blero de ajedrez) sobre la superficie de la plataforma de deteccién. La unidn de los antigenos que han de detectarse
y de los anticuerpos secundarios marcados con luminiscencia (usados para la deteccién de un segundo epitopo de los
antigenos individuales que han de detectarse) se consigue mediante la incubacién posterior, en primer lugar con el
analito que contiene los diferentes antigenos en diferentes concentraciones, y luego con los anticuerpos secundarios
marcados con luminiscencia.

Alternativamente, pueden mezclarse los antigenos (analito) y anticuerpos secundarios marcados con luminiscencia
en una etapa de incubacidn previa, que permite la formacion de complejos de anticuerpos secundarios marcados con
luminiscencia con los antigenos. Tras esta etapa de incubacidn previa, la superficie de plataforma de deteccién se
incuba con la mezcla.

Se cuantificaron los inmunocomplejos marcados con luminiscencia unidos a la superficie con la configuraciéon ER
(lavado previo con tamp6n adecuado, PBS, y lavado posterior si se requiere).

6. Microchips de proteinas para inmunoensayos multiplexados
a. Preparacion del chip

Se sonicaron dos veces las plataformas de deteccién (dimensiones 18 x 18 mm?) del tipo descrito anteriormente en
cloroformo (FLUKA, “muy puro”) y posteriormente dos veces en isopropanol (Merck, “Uvasol®”), cada vez 15 min.
Se secaron las plataformas a vacio y se limpiaron en un limpiador de UV durante 30 minutos (Boeckel Industries Inc,
modelo 135500). Se colocaron los chips en un contenedor pequefio y se almacenaron en una solucién molar 0,5 m de
fosfato de octadecilo en propanol durante 24 horas. Posteriormente, se lavaron los chips con 5 ml de isopropanol para
eliminar el exceso de fosfato de alquilo y se secé en un flujo de nitrégeno. Este procedimiento creé una monocapa
autoensamblada (SAM) de fosfato de alquilo en la superficie de las plataformas. Esta capa que promueve la adhesion
hizo que la plataforma fuera hidréfoba (dngulo de contacto de aproximadamente 100°) y permitié la adsorcién de las
proteinas sobre la plataforma mediante la interaccién hidré6foba.

b. Inmovilizacion de elementos de captura

Se imprimieron dos anticuerpos monoclonales diferentes, gonadotropina coridnica antihumana (anti-hCG) y anti-
interleucina 6 (anti-IL6) en un disefio de tipo tablero de ajedrez sobre las plataformas hidréfobas en una atmdsfera
de vapor de agua saturada (disposicién 4 x 4,8 puntos para cada anticuerpo). La concentracién de las soluciones de
anticuerpo de captura fue de 400 y 100 microgramos/ml, respectivamente. Se usé una impresora de chorro de tinta
para la impresiéon (Microdrop, Norderstedt, Alemania). El didmetro de los puntos fue de 150 micrémetros con una
distancia de centro a centro de 320 micrémetros. Se incubaron las disposiciones impresas durante 2 horas en un
contenedor cerrado en atmosfera de vapor de agua saturada. Posteriormente, se secaron los chips y aclararon con
10 ml de una solucién de solucién salina tamponada con fosfato (PBS) que contenia el 10% de albimina de suero
bovino (BSA), el 5% en sacarosa y el 0,02% en azida de sodio. Esta etapa de lavado bloqueé la superficie hidréfoba
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de los chips mediante la adsorcién de BSA e hizo que la superficie fuera mds hidréfila después de que se hubieran
inmovilizado los elementos de captura. En consecuencia, el procedimiento de bloqueo evitd una unién no especifica
de las proteinas a la plataforma que podrian causar un incremento en la fluorescencia de fondo. Tras el bloqueo, los
chips se aclararon con agua desionizada y se secaron con flujo de nitrégeno. Se almacenaron las plataformas en un
refrigerador hasta su uso.

c. Configuracion de deteccion

Se us6 la configuracién CCD descrita en el ejemplo 2.

d. Cartucho de chip

Se usé el cartucho descrito en el ejemplo 2.

e. Analitos/muestras

Se prepararon 3 soluciones de analitos:

I) una solucién que contiene 500 ng/ml del antigeno IL6 marcado con Cy-5

IT) una solucién que contiene 50 ng/ml del antigeno gonadotropina coriénica humano (hCG) marcado con Cy-5

IIT) una mezcla incubada previamente (1 hora) que contiene 50 ng/ml de IL6 y 100 ng/ml de anticuerpo anti-IL6
policlonal marcado con CyS5.

Para los analitos se utiliza PBS a pH 7.0 que contiene el 1% de BSA como disolvente para los analitos.
f. Procesamiento del ensayo

Se prepararon tres plataformas (como se describié en 6b) para la incubacién de analitos (véase e) montando las
plataformas en cartuchos y lavdndolas con 1 ml de PBS a pH 7.0 que contenia el 1% de BSA. Posteriormente, se
inyectaron aproximadamente 15 microlitros de las soluciones de analitos I), IT) y III) en los cartuchos de flujo. El
tiempo de incubacién fue de 2 horas para cada I) y II). Para el analito III) el tiempo de incubacién fue de 12 horas.
Tras la incubacién del analito, se lavaron las plataformas con 1 ml de PBS a pH 7.0 que contenia el 1% de BSA.
Se tomaron imdgenes de fluorescencia de los chips en condiciones fuera de resonancia (epifluorescencia, aproxima-
damente 7° fuera del dngulo de resonancia) y en condicién de resonancia para cada chip (resonancia, luz incidente
aproximadamente 2,5° con respecto a la normal). Las imagenes y datos obtenidos se muestran en la figura 10. Todas
las etapas se realizaron a temperatura ambiente.

g. Procesamiento de datos

Se calcularon las intensidades medias y el fondo de los puntos mediante la ayuda del software Array Imagene
(TM) (Biodiscovery, Los Angeles, CA). La media de puntos de la figura 10 representa la intensidad media corregida
de fondo de los elementos de captura respectivos de interés. Ademads, se calculd el ruido como desviacién estandar del
fondo de las imédgenes de fluorescencia. Por tanto, la sefial/ruido de la figura 10 corresponde a la razén de la media de
puntos sobre la desviacién estandar de fondo.

h. Resultados

En la figura 1a se resumen todos los datos calculados. En la figura 10 se resumen las imdgenes y los datos obtenidos
en el modo de epifluorescencia asi como en condiciones de resonancia. Las filas I) y IT) muestran los resultados de una
inmunorreaccion entre los anticuerpos de captura monoclonales inmovilizados y los antigenos marcados (IL6 marcado
con Cy5 y hCG respectivamente).

La fila IIT) corresponde a una inmunorreaccion de tipo intercalado entre un anticuerpo monoclonal inmovilizado
(anti IL6) y una mezcla incubada previamente de antigeno IL6 y un anticuerpo policlonal secundario marcado con
CYS5 frente a IL6.

Para los resultados de la fila I) la intensidad de la sefial aumenta de 46 recuentos en modo de epifluorescenciaa 1100
recuentos en modo de resonancia de la plataforma. Esto corresponde a un factor de aumento de aproximadamente 24
con respecto a los valores medios de puntos. La razén sefial/ruido mejora de 7,0 (epifluorescencia) a 69,2 (resonancia),
correspondiendo a un factor de 10.

Para los resultados de la fila II) la intensidad de la sefial aumenta de 32 recuentos en modo de epifluorescencia a 646
recuentos en modo de resonancia de la plataforma. Esto corresponde a un factor de aumento de aproximadamente 20
con respecto a los valores medios de puntos. La razén sefial/ruido mejora de 5,0 (epifluorescencia) a 75,1 (resonancia),
correspondiendo a un factor de 15.
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Para los resultados de la fila III) la intensidad de la sefial aumenta de 25 recuentos en modo de epifluorescencia
a 296 recuentos en modo de resonancia de la plataforma. Esto corresponde a un factor de aumento de aproximada-
mente 12 con respecto a los valores medios de puntos. La razén sefial/ruido mejora de 3,8 (epifluorescencia) a 44,1
(resonancia), correspondiendo a un factor de 12.

Los valores medios de puntos y de sefial/ruido para los 3 ensayos son al menos un orden de magnitud superior para
los chips en modo de resonancia en comparacion a los mismos chips en modo de no resonancia (epifluorescencia).
Las imagenes de fluorescencia de las filas I) y II) son complementarias (disefio de tablero de ajedrez). Todos los chips
utilizados tiene el mismo conjunto de elementos de captura, es decir anti-hCG monoclonal y anti-IL6 monoclonal.

Se apreciard que son posibles muchas alternativas a las realizaciones descritas.

Otra caracteristica de la presente plataforma es que permite adquirir en paralelo conjuntos de datos mas amplios.
También puede usarse varias veces. Pueden regenerarse los complejos de afinidad inmovilizados a una temperatu-
ra elevada usando disolventes organicos/o reactivos caotrépicos (disoluciones salinas) mientras que se mantiene la
capacidad de uni6n de forma sustancialmente completa.

En la descripcién anteriormente dada se irradia toda la zona de una regién de deteccién. También es posible
utilizar un ldser con un haz convergente no expandido y explorar la zona de deteccién de modo que a su vez se
excita el elemento de captura final. Esta disposicién permite el uso de un fotodetector mas barato que la cdmara
CCD por ejemplo puede usarse un fotomultiplicador, fotodiodo de avalancha. Esta disposicion también aumentara
adicionalmente la sensibilidad debido al hecho de que la energia laser estd mas limitada.

También es posible disefar plataformas para su uso como portaobjetos permitiendo de este modo su uso con un
microscopio de fluorescencia.

También pueden disefiarse las plataformas para su uso con sistemas microfluidicos a gran escala tales como los
descritos en el documento W097/02357.

En la descripcién anterior se ha descrito el uso de la plataforma en aplicacién con fluorescencia de excitacion y
deteccion. Se apreciard que puede utilizarse la plataforma en disposiciones en las que las reacciones de afinidad se
detectan por cambios de luminiscencia. También se apreciard que puede usarse la plataforma en disposiciones en las
que las reacciones de afinidad se detectan por cambios en el indice de refraccion.

Puede usarse un procedimiento segin la presente invencion en muchas aplicaciones de las que la siguiente es una
lista no exclusiva.

- Expresion génica

- Genémica

- Farmacogendmica

- Toxicogendémica

- Toxicoprotedmica

- Genética

- Farmacogenética

- Toxicogenética

- Obtencion de perfiles de la expresion exén/intrén

- Tipificacién de los antigenos de leucocitos humanos (HLA)
- Andlisis de variantes de corte y empalme

- Proteémica (ensayos de proteinas en chips)

- Monitorizacién de pacientes (firmaco, metabolitos, y marcadores)
- Punto-de-cuidado, “medicina personalizada”

- Diagnosis

- Geles 2d en chip para proteémica o separacién 2d en general
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- SNP (“single nucleotides polimorphism”, polimorfismo de nucleétido tinico), mini-secuenciado
- Deteccién de alto rendimiento

5 - Quimica combinatoria
- Interaccion proteina-proteina

- Interaccién molecular

10
- Interaccion de proteina-anticuerpo y péptido basada en chips
- Proteina fluorescente verde (GFP, “Green fluorescent protein”)
15 - Hibridacién in-situ
- Microscopia confocal
- Espectroscopia de correlacién de fluorescencia (FCS)
20
- Microscopia convencional
- MALDI-TOF MS.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para analizar una muestra o muestras que comprende poner la muestra o muestras en contacto
con la zona de deteccién de una plataforma (10) de deteccién, comprendiendo dicha plataforma un sustrato (10) 6p-
ticamente transparente que presenta un indice n; de refraccion, una capa (32) épticamente transparente no metdlica,
formada sobre una superficie del sustrato, presentando dicha capa un indice n, de refraccién que es superior a ny,
incorporando dicha plataforma en la misma una o multiple estructuras (33) onduladas que comprenden ranuras perio-
dicas que definen una o mdltiples regiones o zonas de deteccién, cada una para uno o multiples elementos de captura,
en el que

(a) la profundidad de las ranuras estd en el intervalo de 3 nm con respecto al espesor de la capa Gpticamente
transparente,

(b) el espesor de la capa (32) dpticamente transparente estd en el intervalo de 30 a 1000 nm,
(c) el periodo de la estructura (33) ondulada estd en el intervalo de 200 a 1000 nm,

(d) la razén de profundidad de ranura con respecto al espesor de la capa (32) dpticamente transparente estd en el
intervalode 0,02a 1,y

(e) larazén de ancho de ranura con respecto al periodo de las ranuras estd en el intervalo de 0,2 a 0,8, segtin lo cual

1) la luz coherente incidente sobre dicha plataforma en un dngulo apropiado puede difractarse en haces indi-
viduales u 6rdenes de difraccidn que interfieren dando como resultado la reduccién del haz transmitido y
una alta reflexién anémala de la luz incidente, generando de este modo un aumento del campo evanescente
en la superficie de la una o mdltiples zonas de deteccion; o

2) la luz coherente y linealmente polarizada incidente sobre dicha plataforma en un dngulo adecuado puede
difractarse en haces individuales u érdenes de difraccién que interfieren dando como resultado la extincién
casi total del haz transmitido y una alta reflexién anémala de la luz incidente, generando de este modo un
aumento del campo evanescente en la superficie de la una o multiples zonas de deteccidn, y por lo que se
irradia la plataforma de deteccion con un haz (16) de luz que es incidente sobre la plataforma (10) en un
angulo tal que se provoca que se produzca una resonancia evanescente creando dicho aumento del campo
evanescente dentro de la zona de deteccién de la plataforma, y detectando la radiacién que emana de la
zona de deteccidn.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dichas estructuras (33) onduladas comprenden ranuras pe-
riddicas sustancialmente paralelas que son de difraccion dnica o multiple y ranuras que representan una o multiples
regiones o zonas de deteccion.

3. Procedimiento segin una cualquiera de la reivindicacién 1 o la reivindicacidn 2, en el que el sustrato (30) de la
plataforma se forma de material inorganico.

4. Procedimiento seglin una cualquiera de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que el sustrato (30) se
forma de material orgénico.

5. Procedimiento segtin la reivindicacién 3, en el que el sustrato (30) se forma de cristal, SiO,, cuarzo o Si.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 4, en el que el sustrato (30) se forma de polimeros organicos tales como
PP, PC, PMMA, PI, PS, PE, PET o PU.

7. Procedimiento segiin una cualquiera de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que la capa (32) dptica-
mente transparente se forma de material inorgénico.

8. Procedimiento segin una cualquiera de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en el que la capa (32) 6ptica-
mente transparente se forma de material organico.

9. Procedimiento segtn la reivindicacién 7, en el que la capa (32) épticamente transparente es un 6xido de metal
tal como Ta,Os, TiO,, Nb,Os, ZrO,, ZnO o HfO,.

10. Procedimiento segtin la reivindicacion 8, en la que la capa (32) épticamente transparente se forma de poliamida,
poliimida, PP, PS, PMMA, 4cidos poliacrilicos, ésteres poliacrilicos, politioéter, o poli(sulfuro de fenileno) y derivados
de los mismos.

11. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la profundidad de las ranuras de
difraccion es de 10 nm con respecto al espesor de la capa Opticamente transparente.
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12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las ranuras son generalmente
rectangulares en un corte transversal.

13. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que las ranuras son sinusoidales,
trapezoidales o dentadas en una vista en corte transversal.

14. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la plataforma (10) es cuadrada o
rectangular y las ranuras se extienden linealmente a lo largo de la plataforma.

15. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la plataforma (10) tiene forma de
disco y las ranuras son circulares o lineales.

16. Procedimiento segiin cualquier reivindicacién anterior, en el que las ranuras se forman sobre una superficie del
sustrato (30).

17. Procedimiento segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que las ranuras se forman sobre una
superficie de la capa (32) 6pticamente transparente.

18. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en el que las ranuras se forman tanto sobre
la superficie del sustrato (30) como sobre la superficie de la capa (32) dpticamente transparente.

19. Procedimiento segin cualquier reivindicacién anterior, en el que se optimiza la superficie ondulada de una o
mas zonas de deteccidn para una longitud de onda de excitacion concreta y/o un tipo de polarizacién concreto.

20. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que se optimiza la superficie ondulada
de una o més zonas de deteccion para distintas longitudes de onda y/u orientaciones de polarizacion.

21. Procedimiento segin cualquier reivindicacién anterior, en el que la superficie de la capa (32) 6pticamente
transparente incluye una o una pluralidad de zonas de deteccién, la que o cada una de las que soporta uno o una
pluralidad de elementos de captura.

22. Procedimiento segin la reivindicacién 21, en el que cada elemento de captura contiene moléculas de captura
individuales y/o mezcladas de las mismas, que son susceptibles de reacciones de afinidad.

23. Procedimiento segtin la reivindicacion 21, en el que los elementos de captura se disponen en una serie bidi-
mensional.

24. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en el que la plataforma (10) incluye una
capa que promueve la adhesion dispuesta en la superficie de la capa dpticamente transparente con el fin de permitir la
inmovilizacién de las moléculas de captura.

25. Procedimiento segun la reivindicacién 24, en el que la capa que promueve la adhesion comprende una o multi-
ples capas de moléculas inorgdnicas y/u orgénicas o derivados de las mismas que proporcionan propiedades quimicas,
fisicas, espectroscépicas y/o fotofisicas fotoquimicas/biolégicas/bioquimicas adicionales con el fin de manipular las
propiedades funcionales globales del sistema de capas que promueve la adhesion resultante.

26. Procedimiento seguin cualquier reivindicacion anterior, en el que la plataforma (10) se forma con una plura-
lidad de regiones o zonas de deteccidn, presentando cada una sus propias ranuras de difraccién o multiples ranuras
superpuestas adecuadas para una excitacion de multiples colores y deteccién de muestras.

27. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 en el que el nimero de elementos o molécu-
las de captura que han de inmovilizarse sobre la plataforma no estd limitado y se corresponde con el nimero de genes,
secuencias de ADN, motivos de ADN, microsatélites de ADN, polimorfismos de nucleétido tnico, fragmentos de cé-
lulas o proteinas que contribuyen a un genoma de una especie u organismo de interés, o una selecciéon o combinacién
de los mismos.

28. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 27 en el que el elemento o elementos o
moléculas de captura comprenden uno o més de los siguientes:

nucleétidos, oligonucleétidos (y derivados quimicos de los mismos)

ADN (cadena doble, cadena tinica) a) lineal (y derivados quimicos de las mismas)
b) circular (por ejemplo pldsmidos, c6smidos, BAC, YAC)

ARN total, ARN mensajero, ARNc, ARN mitocondrial, ARN artificial, aptimeros
APN (4cidos peptonucleicos)
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Anticuerpos policlonales, monoclonales, recombinantes, modificados genéticamente, antigenos, haptenos, subuni-
dades de anticuerpos FAB (modificadas en caso necesario)

proteinas, proteinas modificadas, enzimas, cofactores o inhibidores enzimadticos, complejos proteinicos, lectinas,
proteinas marcadas con histidina, quelatantes para componentes de etiqueta de histidina (etiqueta HIS), proteinas
etiquetadas, anticuerpos artificiales, impresiones moleculares, anticuerpos artificiales (“plastibodies’)

receptores de membrana, células completas, fragmentos de células y estructuras secundarias celulares, sinapsis,
agonistas/antagonistas, células, organulos celulares, por ejemplo microsomas

moléculas pequeiias tales como benzodiazepinas,

prostaglandinas,

antibidticos, farmacos, metabolitos, metabolitos de farmacos

productos naturales

carbohidratos y derivados

ligandos naturales y artificiales

esteroides, hormonas

péptidos

polimeros naturales o artificiales

sondas moleculares

receptores naturales y artificiales

y derivados quimicos de los mismos

reactivos quelantes, éter corona, ligandos, disposiciones supramoleculares

indicadores (pH, potencial, potencial de membrana, potencial redox)

muestras de tejidos (microseries de tejidos).

29. Procedimiento segin cualquier reivindicaciones anterior, que incluye afiadir material que induce fluorescencia
a las muestras de investigacion y detectar la fluorescencia inducida en dichas muestras mediante la excitacién de las
muestras por el aumento del campo evanescente.

30. Procedimiento segun la reivindicacion 29 en el que el material que induce fluorescencia comprende un marca-
dor luminiscente.

31. Procedimiento segiin la reivindicacién 30, en el que el marcador luminiscente comprende un compuesto o
compuestos que presentan luminiscencia en el intervalo de desde 400 nm a 1200 nm que estdn funcionalizados o
modificados con el fin de unirse a uno o mds de los reactivos de afinidad, que incluyen derivados de uno o més de los
siguientes:

polifenilo y compuestos heteroaromdticos

estilbenos,

cumarinas,

colorantes de xanteno,

colorantes de metina,

colorantes de oxacina,

rodaminas,

fluoresceinas,

cumarinas, estilbenos,
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pirenos, perilenos,

cianinas, oxacianinas, ftalocianinas, porfirinas, naftalocianinas, derivados del azobenceno, diestirilbifenilos,

complejos de metales de transicién por ejemplo complejos de polipiridilo/rutenio, cloruro de tris(2,2’-bipiridil)
rutenio, cloruro de tris(1,10-fenantrolina)rutenio, cloruro de tris(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)rutenio y complejos de
polipiridilo/fenazina/rutenio, tales como octaetilo-platino-porfirina, complejos de europio y terbio

haces/particulas de puntos cudnticos o derivados de los mismos.

32. Procedimiento segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores cuando se utiliza en uno cualquiera o mas
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de los siguientes:
- Expresion génica
- Genémica
- Farmacogendémica
- Toxicogenémica
- Toxicoprotedmica
- Genética
- Farmacogenética
- Toxicogenética

- Obtencién de perfiles de la expresion exén/intrén

- Tipificacién de los antigenos de leucocitos humanos (HLA)

- Andlisis de variantes de corte y empalme

- Proteémica (ensayos de proteinas en chips)

- Monitorizacién de pacientes (firmaco, metabolitos, y marcadores)

- Punto-de-cuidado, “medicina personalizada”
- Diagnosis

- Geles 2d en chip para protedmica

- SNP (“single nucleotides polimorphism”, polimorfismo de nucleétido tnico), mini-secuenciado

- Deteccion de alto rendimiento
- Quimica combinatoria
- Interaccion proteina-proteina

- Interaccién molecular

- Interaccién de proteina-anticuerpo y péptido basada en chips

- Proteina fluorescente verde (GFP, “Green fluorescent protein”)

- Hibridacién in-situ

- Microscopia confocal

- Espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS)

- Microscopia convencional

- MALDI-TOF MS.
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