ES 2317081 T3

- @ Numero de publicacién: 2 317 081
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12Q 1/68 (2006.01)

ESPANA

TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 04816604 .5
Fecha de presentacion : 23.12.2004

Numero de publicacion de la solicitud: 1706509
Fecha de publicacion de la solicitud: 04.10.2006

Titulo: Chip de analisis con gama patron, maletines y procedimientos de analisis.

Prioridad: 29.12.2003 FR 03 51222 @ Titular/es:

COMMISSARIAT A LENERGIE ATOMIQUE
25, rue Leblanc - Inmeuble “Le Ponant D”
75015 Paris, FR

BIOMERIEUX S.A.

Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Ginot, Frédéric;
16.04.2009 Novelli-Rousseau, Armelle;

Mallard, Frédéric y
Ricoul, Florence

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Justo Vazquez, Jorge Miguel de
16.04.2009
Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de

la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65
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DESCRIPCION

Chip de andlisis con gama patrén, maletines y procedimientos de andlisis.
Sector técnico

La presente invencidn se refiere a un chip de andlisis que incluye una gama patrén, a un procedimiento de analisis
de una muestra utilizando el citado chip, y a un maletin de diagndstico o de andlisis que incluye el citado chip.

La presente invencién estd adaptada al andlisis cualitativo, y sobre todo cuantitativo, de cualquier analito presente
en una muestra.

La presente invencién se ubica, por lo tanto, principalmente en el sector de los chips quimicos o biolégicos, por
ejemplo de ADN, de proteinas, de anticuerpos, de antigenos, de células, de receptores, o de otros ligandos conocidos
por el experto en la materia y capaces de capturar y fijar especificamente uno o varios analitos.

Habitualmente, las aplicaciones que utilizan chips de ADN se dividen en dos grandes categorias: la expresion de
genes (i) y el genotipado (ii). (i) La expresion de gen consiste en utilizar uno o varios chips de ADN para estudiar la
variacion de todo o parte del transcriptoma de una célula seglin determinados pardmetros biolégicos o fisioldgicos:
evolucién de una célula en el transcurso del desarrollo de un organismo, de la caracterizacién del tejido, etc. Cada vez
estd mds claro que tales perfiles de expresion pueden servir también como marcador diagnéstico para las enfermedades
multifactoriales, especialmente en cancerologia. (ii) En aplicaciones de tipo genotipado, la respuesta solicitada al chip
de ADN es por lo general del tipo de si/no, cualitativa. De hecho, se desea saber si una o varias secuencias particulares
se encuentran presentes en la muestra. Cuando se precisa una gran necesidad de especificidad, por ejemplo en el caso
de la deteccién de mutaciones, se disponen sobre el chip varios oligonucledtidos que no difieren mas que en una o
dos bases, y en general, se sacan conclusiones en presencia de la secuencia correspondiente a la sefial, por ejemplo la
fluorescencia, mas fuerte.

La presente invencién estd adaptada a estas dos grandes categorias de aplicaciones, y resuelve ventajosamente los
numerosos problemas de la técnica anterior que se han mencionado en lo que antecede, en particular en la elaboracién
de tales estudios y perfiles.

Gracias a su gama patrén, el chip de la presente invencién permite convertir sefiales de deteccion y/o analisis
de un chip, por ejemplo de un chip biolégico, en una unidad absoluta, reproducible, estable y comparable con otros
resultados de medicion obtenidos a partir de la misma conversion.

Estado de la técnica anterior

Para la cuantificacién de variaciones de expresion de genes, el bidlogo utiliza casi siempre dos muestras que son
hibridizadas al mismo tiempo sobre un chip de ADN: una muestra de referencia, que comprende una cierta masa de
ARN o de ADNc marcada con un primer fluorocromo, por ejemplo la fluoresceina (que da luz en color verde), y una
muestra de interés cuya medicion se debe llevar a cabo, que comprende la misma masa de ARN o de ADNc marcada
con un segundo fluorocromo, por ejemplo Cy3 o Cy5 (que dan luz en color naranja o en color rojo). Tras la hibridacion,
el chip de ADN da luz en las dos longitudes de onda, y esto constituye la relacién entre las dos intensidades de las
seflales emitidas, que sirve de sefial.

Se trata por tanto de una medicidn relativa con referencia interna en cada experimento. Este método funciona bien,
pero resulta bastante laborioso de llevar a cabo, y existen algunas inconveniencias, tales como los sesgos de marcado
segln las secuencias, o una deriva de lectura diferente segun la longitud de onda.

Existe otra técnica de cuantificacion para los chips de expresion de genes, puesta a punto por la sociedad Affy-
metrix. En este método, cada secuencia puesta sobre el chip estd representada por un conjunto de oligonucleétidos, y
cada oligonucleétido existe bajo la forma de dos oligonucle6tidos, uno perfectamente complementario con la secuencia
planteada, y otro que incluye una mutacién puntual (“mismatch”). La muestra de interés es hibridizada después sobre
el chip, utilizdndose un solo color. La diferencia complementario-mismatch se utiliza entonces como sefial primaria,
siendo estas sefiales promediadas sobre el conjunto de oligonucleétidos que representan un gen. A continuacidn, se
dispone un “gen patrén” sobre el chip segtin la misma técnica; este gen patron, incluido en los genes conocidos como
de gestion del organismo, se supone que se mantiene con expresion constante cualesquiera que sean las condiciones
fisioldgicas de la célula. Se divide después la “sefial primaria” de cada gen por la del gen de referencia, para estar
libres de, por ejemplo, las variaciones de brillo de la fluorescencia por parte del entorno. Se pueden comparar entonces
los diferentes experimentos entre si.

Esta técnica presenta la ventaja de ser monocromo, por lo que no tiene los inconvenientes citados anteriormente
respecto a los dos marcadores. Sin embargo, utiliza el forzamiento de los oligonucleétidos cortos (20 a 25 bases), y de
otras gamas existentes, puesto que algunos genes existen bajo formas diferentes (empalme alternativo). Este método
necesita por lo tanto ventajas de sitios sobre el chip de ADN, y mds conocimientos sobre las diferentes formas de los
ARNSs de los genes representados en el chip que con otros métodos de la técnica anterior. Ademas, los resultados varian
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segun la eleccién del gen patrén, incluso cuando éste se elige precautoriamente. La comparacién de los resultados no
es, por tanto, siempre posible.

Los métodos citados anteriormente, mediante ciertos controles y ciertas repeticiones de los experimentos, pueden
ser relativamente féciles, y proporcionan asi un medio de estudio utilizable por los bidlogos. Sin embargo, debe
apreciarse que las mediciones son relativas, puesto que la sefial es un nimero sin dimensiones que resulta de la relacién
entre dos mediciones con unidades generalmente arbitrarias (unidades arbitrarias de fluorescencia). No es, por tanto,
posible comparar los experimentos realizados con muestras de referencia diferentes, por ejemplo, sin un experimento
complementario. Ademads, al estar las mediciones en una unidad arbitraria, es asimismo bastante dificil saber de donde
vienen los problemas en caso de intensidades débiles: es dificil saber si se trata de un problema instrumental, de un
problema asociado al propio chip, a la muestra, al protocolo operativo, o al resultado del experimento.

En aplicaciones de tipo genotipado, la respuesta demandada al chip de ADN es generalmente del tipo si/no, cualita-
tiva, como se ha explicado en lo que antecede. Incluso en ese caso, sobre los chips de la técnica anterior, los resultados
son relativos, puesto que se comparan entre si las intensidades de diferentes oligonucledtidos investigados sobre un
mismo chip.

Sin embargo, para determinadas aplicaciones, como la deteccién de mezclas de varias secuencias, seria ventajoso
poder comparar las sefiales entre varios experimentos, lo que es imposible en la actualidad con los chips actualmente
disponibles; hace falta, de forma permanente, repetir uno o varios experimentos para disponer de mediciones relativas
que permitan obtener conclusiones, lo que resulta largo y costoso.

Por otro lado, en cuanto a diagnéstico rutinario, el problema de la cuantificacion de los resultados puede ser resuelto
mediante una curva de calibracién. Una muestra de referencia se diluye de forma predeterminada con diferentes con-
centraciones en un diluyente apropiado, y se realiza el ensayo bioldgico para cada dilucién fuera del chip. Se obtiene
asf una curva patrén. Cuando se realiza un ensayo bioldgico real, el resultado en la unidad arbitraria, se lleva a la curva
patrén, y se deduce la concentracién de analito de la muestra. Sin embargo, es importante que el ensayo se realice exac-
tamente con los mismos elementos que los utilizados para el establecimiento de la curva patrén. Ademads, en los ensa-
yos con revelado enzimético para lectura, por ejemplo los ensayos ELISA, ELOSA, etc., hace falta ademds una curva
patrén para cada lote de fabricacién de los ensayos. Ademds, los puntos suplementarios de calibrado que permiten po-
ner en su lugar la curva patrén para cada usuario, deben ser llevados a cabo para corregir las variaciones de una maquina
a otra, de una temperatura a otra, de un laboratorio a otro, de un posible envejecimiento de los reactivos, etc. Estos
ensayos suplementarios de calibracién deben ser renovados constantemente por los usuarios, por ejemplo cada semana.

Este método de cuantificacién, por otro lado habitual, resulta asi complejo y costoso. Ademads, no se aplica bien a
los chips de ADN; en efecto, haria falta utilizar un chip de ADN para cada punto de la gama patrdn, y repetir cons-
tantemente el experimento (con cada cambio de lote de marcador, o de periodo regular, por ejemplo todos los meses,
para vigilar cualquier deriva eventual de la instrumentacion), lo que resulta demasiado costoso para los laboratorios.

Schuchhardt y otros, (2000) [17], describen un chip de andlisis de al menos un analito presente en una muestra
liquida, comprendiendo el citado chip: a) varios sitios de andlisis dispuestos sobre el chip de manera que permiten el
reconocimiento y la fijacién especifica del analito, y una gama patrén (Materials and methods: Array preparation). La
gama patrén estd constituida por varios sitios patrén que incluyen al menos una molécula sonda patrén que permite
reconocer y fijar especificamente una molécula objetivo patrén determinada (figura 1).

Existe por tanto una necesidad real de un chip y de un procedimiento de andlisis que permitan resolver los nume-
rosos problemas de la técnica anterior citados anteriormente, y en particular que sean fiables, precisos, reproducibles;
que se apliquen a los diferentes chips de ADN conocidos y futuros; que permitan comparar las sefiales entre varios
experimentos; que permitan evitar la utilizaciéon de un chip de ADN para cada punto de la gama patrén; y que per-
mitan evitar repetir constantemente el experimento de contrastado (en cada cambio de lote de marcador, o de periodo
regular, por ejemplo todos los meses, para vigilar una deriva eventual de la instrumentacién), con el fin de reducir la
complejidad y los costes de los andlisis sobre chip, por ejemplo sobre un chip bioldgico, para los laboratorios, en la
industria y en la investigacion.

En la descripcién que sigue, las referencias entre corchetes [ | reenvian a la lista de referencia dada a continuacién
de los ejemplos de realizacién de la invencién que se describen en lo que sigue.

Exposicion de la invencion
La presente invencion responde precisamente a esta necesidad y resuelve los problemas citados anteriormente de
la técnica anterior, e incluso otros, al proporcionar en particular un chip de andlisis, asi como un procedimiento de

andlisis que utiliza este chip, segin se definen en lo que sigue.

El chip de andlisis de la presente invencidn es un chip de andlisis de al menos un analito presente en una muestra
liquida, comprendiendo el citado chip:

a) al menos un sitio de andlisis del citado al menos un analito, estando el citado sitio de andlisis dispuesto sobre el
chip de manera que permite el reconocimiento y la fijacién especifica del analito; y
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b) una gama patrén (G), estando la citada gama patrén constituida por varios sitios patrén dispuestos, cada uno
de ellos, sobre el citado chip de manera determinada e independientes unos de otros, incluyendo cada sitio patrén
de esta gama, fijadas a su superficie y en una proporcidn determinada P diferente para cada sitio con relacién a los
otros sitios patrén de la citada gama: (i) al menos una molécula sonda patrén (MSE) que permite reconocer y fijarse
especificamente a una molécula objetivo patrén (MCE) determinada, y (ii) al menos una molécula neutra (MN) incapaz
de reconocer y fijarse a la citada molécula objetivo patrén, siendo tanto la molécula sonda patrén como la molécula

nimero de MSE

) _ nimero de MSE + niimero de MN y
0<P<1, siendo la suma de nimero de MSE + nimero de MN constante de un sitio patrén a otro.

neutra incapaces ambas de reconocer y fijar dicho o dichos analitos; con P=

El procedimiento de andlisis de la presente invencién es un procedimiento de andlisis in vitro de al menos un
analito susceptible de estar presente en una muestra liquida, que comprende las etapas siguientes:

(@) opcionalmente, fijacién sobre el analito de un primer medio de deteccion;

(B) adicion a la muestra a analizar, que comprende el analito opcionalmente marcado, de una molécula objetivo pa-
trén (MCE) sobre la que se ha fijado opcionalmente un segundo medio de deteccién, idéntico o diferente, permitiendo
la citada MCE reconocer y fijarse especificamente a la molécula sonda patrén (MSE) de un chip de andlisis segtin la
invencidn, siendo la citada MCE afiadida a la citada muestra en una cantidad suficiente para saturar las MSE de gama
patrén (G) del citado chip, creando asi una gama patrén que es funcién de la proporcién P determinada, diferente para
cada sitio patrén;

(y) puesta en contacto de la muestra a analizar, que comprende la MCE, con el citado chip de andlisis que com-
prende al menos un sitio de andlisis del mencionado al menos un analito en condiciones fisico-quimicas tales que: por
una parte, el analito a analizar, si estd presente, se fija en su sitio de andlisis sobre el chip; y por otra parte, la MCE
reconoce especificamente la MSE y se fija a ésta en los diferentes sitios patrén de la gama patrén del chip;

(0) determinacion de una sefal patrén emitida, en su caso gracias al segundo medio de deteccion, por cada sitio
patrén de la gama patrén, siendo la citada sefial una funcién de la cantidad de molécula objetivo patrén fijada sobre
ésta; y

(&) determinacién de una sefial de andlisis emitida, en su caso merced al primer medio de deteccion, por el citado
al menos un sitio de andlisis, y que es funcién de la cantidad de analito fijada por sitio de andlisis, y aproximacién a
las sefiales determinadas en la etapa (6) para expresar esta sefial de andlisis en funcién de P.

Mediante “analito” se entiende todo o parte de un corpuisculo o molécula que se desea analizar, es decir, detectar
y/o cuantificar, por ejemplo un microorganismo, una molécula, un hongo, un virus, una célula eucaridtica, una célula
tal como una célula tumoral, un compuesto o una molécula quimica, una molécula tal como un péptido, una proteina,
una glicoproteina, una lipoproteina, una enzima, un polisacarido, un lipido, un glicolipido, un lipopolisacarido, un
dcido ribonucleico (ARN), un dcido desoxirribonucleico (ADN), una hormona, un antigeno, un anticuerpo, un factor
de crecimiento, un hapteno, etc.

La muestra puede ser una solucién, un extracto celular, una extraccion realizada sobre un organismo animal o
vegetal. Esta muestra puede ser diluida, en caso necesario, para su utilizacién en la presente invencién. El experto
en la materia conoce la manipulacion de tales muestras y su puesta en solucién y/o su dilucién, su purificacion y/o
su concentracién, para su andlisis sobre un chip de andlisis, por ejemplo un chip biolégico o quimico. Estas mismas
manipulaciones se aplican para la puesta en prictica de la presente invencion.

El chip de la presente invencién comprende, en combinacidn, por una parte, al menos un sitio de andlisis de al
menos un analito a analizar y, por otra parte, una gama patrén, estando los dos dispuestos en la superficie de un mismo
chip de acuerdo con la presente invencion.

El chip de la presente invencidn esta constituido de la misma manera que los chips de andlisis de la técnica anterior,
mientras que comprende ademds una gama patrén en el sentido de la presente invencién. Las etapas de fabricacion de
la gama patrén se ajustan asi a las de fabricacion del chip. Los chips de ADN utilizables para la puesta en prictica de
la presente invencién y su o sus procedimientos de fabricacién se encuentran descritos por ejemplo en el documento
[1] de la lista de referencia. Los chips de proteinas utilizables para la puesta en practica de la presente invencion y
su o sus procedimientos de fabricacion se encuentran descritos por ejemplo en los documentos [2] y [3] de la lista de
referencia.

El chip de la presente invencidon presenta por tanto un espectro muy amplio de utilizacién como herramienta de
andlisis. También, por “andlisis” se entiende el “andlisis cualitativo” de una muestra, es decir, la deteccién de analito o
analitos presentes en una muestra y/o el “andlisis cuantitativo”, es decir, la dosificacién de analito o analitos presentes
en una muestra. Se proporcionan ejemplos en lo que sigue.

Segtin la invencion, los “sitios” (denominados “spots” en inglés) incluyen los medios que permiten reconocer y
fijar exclusivamente y especificamente, ya sea el “analito” (sitio de andlisis) o ya sea “la molécula objetivo patrén”
(sitio de la gama patrdn).
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Para el “sitio de analisis”, estos medios comprenden moléculas sonda especificas del citado analito. La molécula
sonda especifica puede ser, por ejemplo, una molécula de ADN o de ARN que permite un reconocimiento y una
fijacién de un analito complementario (ADN o ARN) por hibridacién; de un antigeno o de un anticuerpo que reconoce
y fija el analito por medio de una interaccién de tipo antigeno/anticuerpo; de una proteina que reconoce y fija el analito
por medio de una interaccién de tipo proteina/proteina; de una enzima o de un substrato que reconoce y fija el analito
por medio de una interaccion de tipo enzima/substrato; etc.

Por ejemplo, cuando el analito es un acido nucleico, el al menos un sitio de andlisis es un sitio funcionalizado por
medio de un dcido nucleico complementario de éste. Por ejemplo, también cuando el analito es un anticuerpo o un
antigeno, el al menos un sitio de andlisis es un sitio funcionalizado respectivamente por un antigeno o un anticuerpo.

Los procedimientos de fabricacién de estos sitios de andlisis y su funcionalizacién, son conocidos por el experto
en la materia, y estdn expuestos, por ejemplo, en los documentos citados anteriormente. La funcionalizacién de los
sitios de andlisis del chip puede ser llevada a cabo, por ejemplo, por medio de un robot dispensador de gotas de una
solucién de funcionalizacién, por ejemplo un robot de tipo Packard Instrument o GeSim (marcas comerciales).

El chip de la presente invencidén puede comprender varios sitios de andlisis, idénticos o diferentes, de la misma
manera que los chips de andlisis utilizadas actualmente en laboratorios.

La gama patrén de la presente invencidn esta constituida por sitios patrén que son asimismo sitios de reconoci-
miento y fijacién de un objetivo, pero estos sitios patron estdn caracterizados porque no pueden reconocer y fijar el o
los analitos a analizar, sino Unicamente una molécula patrén determinada. Los sitios patron de esta gama patrén son
tales como los que se han definido en lo que antecede, en los puntos (i) y (ii) del procedimiento de la invencion.

Segtn la invencion, la molécula sonda patrén, la molécula objetivo patrén y la molécula neutra se eligen conjunta-
mente y en funcién del analito al que se destina el chip de la presente invencidn, con el fin de que interactien lo menos
posible con el analito.

Segtn la invencidn, con preferencia, la molécula objetivo patrén es de la misma naturaleza que el analito. Esta
puede ser, asimismo, de naturaleza diferente. Lo esencial es que la molécula objetivo patrén no sea ni reconocida ni
fijada por el citado al menos un sitio de analisis.

Segtn la invencién, la molécula sonda patrén se elige para reconocer y fijar especificamente la citada molécula ob-
jetivo patrén. Con preferencia, esta molécula sonda patrén es de la misma naturaleza que la molécula sonda especifica
del analito. La misma puede ser, igualmente, de naturaleza diferente. Lo esencial es que la molécula sonda patrén no
reconozca y no fije el analito.

Por ejemplo, segtn la invencidn, la molécula objetivo patrén y la molécula sonda patrén pueden ser, por ejemplo,
oligonucle6tidos (ADN o ARN) complementarios para un reconocimiento y una fijacién de la molécula objetivo
patrén por hibridacién sobre los sitios de la gama patrén que incluyen la molécula sonda; por ejemplo, un antigeno
y su anticuerpo especifico que permiten un reconocimiento y una fijacién de la molécula objetivo patrén por medio
de una interaccién de tipo antigeno/anticuerpo sobre los sitios de la gama patrén que incluyen la molécula sonda; por
ejemplo, las proteinas que permiten un reconocimiento y una fijacion del objetivo patrén para una interaccién de tipo
proteina/proteina sobre los sitios de la gama patrén que incluyen la molécula sonda; etc.

Segtn la invencion, el al menos un analito y la molécula objetivo patrén son, con preferencia, oligonucledtidos
o anticuerpos. La funcionalizacién de los diferentes sitios (andlisis y gama patrén) sobre un chip conforme a la pre-
sente invencion, utilizando oligonucledtidos o anticuerpos o antigenos sondas y/o neutros, puede ser llevada a cabo
utilizando las técnicas de funcionalizacién que el experto en la materia domina perfectamente en el sector de los
chips de oligonucledtidos o de anticuerpos o de antigenos. Las técnicas utilizables estan descritas, por ejemplo, en los
documentos mencionados anteriormente.

Segtn la invencién, la molécula neutra de la gama patrén, denominada también “no especifica”, se elige de manera
que no reconozca ni fije la molécula objetivo patrén y el o los analitos. Con preferencia, segtn la invencion, la molécula
neutra es de la misma naturaleza que la molécula sonda patrén. En efecto, esto permite tener en cuenta interacciones
no especificas que podrian interferir en el andlisis, en el transcurso de la utilizacion del chip de la presente invencion,
por ejemplo entre la molécula neutra y el o los analitos por una parte y la molécula objetivo patrén por otra parte,
y obtener una gama patrén fiable. En los ejemplos anteriores, la molécula neutra de la gama patrén puede ser, por
lo tanto, respectivamente ADN o ARN, un antigeno o un anticuerpo, una proteina, una enzima o un substrato. La
molécula neutra patrén se fija igualmente en los sitios de la gama patrdén siguiendo las técnicas de funcionalizacién de
chips conocidas por el experto en la materia, por ejemplo las descritas en los documentos citados anteriormente.

Segtn la invencién, con preferencia la molécula sonda patrén, la molécula objetivo patrén y la molécula neutra,
son oligonucledtidos. La fabricacion de secuencias oligonucleotidicas, por ejemplo artificiales, que responden a las
definiciones de moléculas sonda y objetivo patrén y de molécula neutra de la presente invencion, y la funcionalizacién
de sitios sobre un chip utilizando estos oligonucledtidos sonda y neutro para la fabricacién de la gama patrén, se ve
en efecto facilitada y utiliza técnicas que el experto en la materia domina perfectamente en el campo de los chips de
oligonucleétidos.
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Caso de sistemas in situ: algunos procedimientos de fabricacién de chips de ADN utilizan una sintesis in situ
de oligonucledtidos (por ejemplo, los procedimientos de fabricacién de chips GeneChip de la sociedad Affymetric
(marca registrada), o los chips de la sociedad Agilent). En estos procedimientos, cada oligonucleétido se sintetiza in
situ sobre el chip. El direccionamiento espacial de los mondmeros que se han de acoplar, se realiza ya sea a nivel
de la desproteccién en un ciclo cldsico de sintesis de oligonucledtidos (foto-desproteccién para Affymetrix), o ya
sea a nivel del acoplamiento de los monémeros (“spotting” para Agilent). Una técnica de sintesis in situ de ese tipo
permite fabricar los sitios de andlisis del chip de la presente invencion, y, afiadiendo tantos ciclos de sintesis como
puntos de la gama patrén existan, y acoplando directamente, en esos ciclos de sintesis, la mezcla oligonucledtido
sonda patrén/oligonucleétido neutro (no especifica) al recinto que interesa sobre el soporte que forma el chip (en lugar
de acoplar solamente un monémero), se fabrica una gama patrén segin la invencion.

Segtn la invencién, la gama patrén estd constituida por varios sitios patrén dispuestos sobre el citado chip de
manera determinada, e independientes unos de otros. En efecto, para que la gama patrén pueda ser utilizable, es
necesario que cada sitio patrén sea distinto de los otros sitios patrén con el fin de que los diferentes sitios de esta gama
proporcionen sefiales independientes y aprovechables para el andlisis durante la utilizacién del chip.

Cada sitio de la gama patrén se distingue de los otros sitios de la gama por su proporcion P determinada, tal y
como se ha definido en lo que antecede: la cantidad de moléculas sonda patrén con relacién a las moléculas neutras
es asi conocida para cada sitio patrén. Esta proporcion P determinada se obtiene en cada sitio patrén funcionalizando
cada sitio, independientemente de los otros, por medio de una solucién de concentracién determinada en cuanto a
moléculas sonda patrén y/o en cuanto a moléculas neutras. Segun la invencidn, esta proporcién P puede ir desde 0, en
caso de que el sitio patrén no incluya mas que la molécula neutra, hasta 1, en caso de que el sitio patrén no incluya
mas que la molécula sonda patrén. Lo esencial es que la cantidad total de molécula sonda patrén y de molécula neutra
(MSE + MN) sea igual de un sitio a otro, con el fin de que la gama patrén sea precisa.

Con preferencia, en el ejemplo en el que las moléculas sonda patrén y neutras son oligonucleétidos, se eligen de
tal forma que su eficacia de injerto en los sitios de la gama patrén durante la fabricacion del chip sea la misma. De ese
modo, tras el injerto, la proporcién de oligonucledtido patrén es igual a la de la dilucién de partida. Esto permite pasar
ventajosamente desde la unidad “% de dilucién” a la unidad “% de nucleétidos patrén injertados” en el transcurso de
un andlisis que utilice el chip de la presente invencion.

En el ejemplo de chips de oligonucleétidos conforme a la presente invencidn, por oposicién a los chips de ADNc o a
un producto de PCR, con preferencia, la cantidad global de “oligonucleétidos sonda patrén + oligonucledtidos neutros
no especificos” es equivalente a la cantidad de sondas oligonucleotidicas utilizadas para cada sitio de andlisis para la
fabricacion del chip. Se utilizan igualmente, con preferencia, oligonucledtidos de la misma longitud. Asi, siendo la
eficacia de injerto poco dependiente de la secuencia, para cada sitio, es posible expresar la sefial en “porcentaje de
sitios hibridizados”, 100% correspondiente a la saturacion de la superficie.

Con preferencia, los sitios de la gama patrén estdn dispuestos sobre el chip de manera lineal y estdn ordenados en
funcién de la proporcion P de cada sitio, por ejemplo desde el sitio mds concentrado al sitio menos concentrado en
cuanto a moléculas sonda patrén. En efecto, esto proporciona una escala de contraste mas facilmente aprovechable
durante la utilizacién del chip. El aumento de la proporcién P de un sitio patrén a otro contiguo a éste en una gama
de ese tipo, puede ser lineal, por ejemplo, en porcentaje de moléculas sonda patrén sobre diferentes sitios sucesivos,
de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, y 100%; o no lineal, por ejemplo, 0%, 5%, 10%, 20%, 50%, 100%; o incluso 0%,
0,1%, 1%, 10% y 100%. No existen mas limitaciones para la puesta en practica de la presente invencién que las de
poder atribuir claramente a una sefial dada de un sitio de la gama patrén, una proporcién de moléculas sonda patrén
determinada.

El nimero de sitios patrén de la gama patrén se determina en funcién de la precision de andlisis que se busque
y de la gama dindmica del ensayo durante la utilizacion del chip. Por ejemplo, tres sitios patrén que presentan, por
ejemplo, sucesivamente un 0%, 50% y 100% de molécula sonda patrén, no proporcionan mas que tres resultados de
contrastado en base a los cuales deberdn fundarse los resultados de andlisis del analito, mientras que cinco sitios patrén
que presenten, por ejemplo, sucesivamente 0%, 20%, 40%, 60%, 80% y 100% de molécula sonda patrén, proporcionan
seis resultados de contrastado que permiten una lectura mas precisa de los resultados de andlisis. A titulo de ejemplo,
la gama patrén puede comprender de 1 a 50 sitios patrén, por ejemplo de 2 a 20. El experto en la materia determinara
facilmente, segtn la precision de andlisis que se busque y la gama dindmica de las concentraciones, el niimero de sitios
patrén diferentes requeridos y su distribucién o disposicién sobre el chip.

La figura 1 anexa representa, esquemadticamente en corte, una gama patrén (G) sobre un chip (P) conforme a la
presente invencion. En esta figura, se han representado diferentes sitios patrén (la, 1b, 1c y 1d), en los que se han
fijado las moléculas sonda patrén (MSE) (con trazos gruesos) y las moléculas neutras (MN) (con trazos finos). Los
sitios de andlisis no han sido representados. El sitio mds a la izquierda no incluye mds que MSE (100%), y el sitio mas
a la derecha solamente MN (0% MSE). Los sitios intermedios incluyen proporciones intermedias de MSE. La suma
MSE + MN es constante de un sitio a otro.

Segtin la invencién, varias gamas patrén, iguales o diferentes, pueden ser dispuestas sobre un mismo chip. La
utilizacion de varias gamas patrdn, aunque no sea obligatoria, permite en algunos casos mejorar la precisién de los
analisis efectuados. Este puede ser el caso de, por ejemplo, cuando la muestra comprende varios analitos que se van a
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analizar simultdneamente sobre el chip, por medio de un oligonucleétido y de un anticuerpo. El experto en la materia
determinard facilmente, segtn el andlisis al que se destine el chip, la puesta en practica mds apropiada.

La presente invencién pone de manifiesto toda su importancia en la utilizacion del chip que incluye esta gama
patrén para el andlisis de una muestra que comprende, o que es susceptible de comprender, uno o varios analitos a
analizar, especialmente en el procedimiento de la invencidn.

En el procedimiento de la invencidn, el analito y la molécula objetivo patrén son, con preferencia, de la misma
naturaleza, sin estar limitados a este modo de realizacién. También con preferencia, el analito y la molécula objetivo
patrén son oligonucledtidos o anticuerpos, sin estar limitados a este modo de realizacién. En un modo de realizacién
particularmente ventajoso de llevar a cabo, la molécula sonda patrén, la molécula objetivo patrén y la molécula neutra
son oligonucledtidos por las mismas razones que las expuestas en lo que antecede.

De la misma manera, y por las mismas razones que las expuestas en lo que antecede, el al menos un analito es
ventajosamente un dcido nucleico, y el sitio de andlisis del citado analito sobre el chip es un sitio funcionalizado por
un 4cido nucleico complementario de éste. El analito puede ser asimismo un antigeno o un anticuerpo, y el sitio de
andlisis del citado analito sobre el chip, un sitio funcionalizado respectivamente por un anticuerpo o un antigeno que
lo reconoce y que lo fija.

La etapa (@) del procedimiento de la invencién es opcional. En esta etapa, un primer medio de deteccién puede ser
fijado sobre el analito. Se puede tratar de cualquier medio conocido por los expertos en la materia, ttil para poner de
relieve un analito fijado sobre una molécula sonda especifica (conjunto sonda/analito) fijada sobre un chip. Este medio
puede implicar, por ejemplo, un primer marcador, que puede estar fijado ya sea sobre la molécula sonda especifica,
0 ya sea sobre el analito. Este medio puede ser asimismo otra molécula para un marcado indirecto, por ejemplo una
biotina, segun la técnica de marcado utilizada. Los marcadores y las técnicas de marcado utilizables para la puesta
en prictica de la presente invencién son, sin limitacion, los conocidos por los expertos en la materia en el sector
de los chips de andlisis, por ejemplo los chips biolégicos, por ejemplo los chips de ADN o de ARN, los chips de
anticuerpos/antigenos, o los chips que utilizan una interaccién enzima/substrato.

Los marcadores utilizables pueden ser elegidos, por ejemplo, en el grupo constituido por los marcadores fluores-
centes; los marcadores radioactivos; las particulas de latex, estandar, coloreadas o fluorescentes; los cristales foténicos
(conocidos también como “quantum dots”); el oro coloidal, y los marcadores enzimdticos. Entre los marcadores fluo-
rescentes se puede citar la fluoresceina, el Cy3, el CyS5 y la rodamina. Entre los marcadores radioactivos, se pueden
citar, por ejemplo, el P*2, P¥, S¥ 1'% H3. Entre los marcadores enzimaticos, se puede citar la fosfatasa alcalina (PAL),
la peroxidasa de rdbano blanco (HRP o “horse radisch peroxydase”), la 8-galactosidasa, la acetilcolesterasa. Para estas
enzimas, se encuentran marcadores coloreados, fluorescentes o luminiscentes. En este caso, son moléculas transfor-
madas por la enzima, y que después de la transformacion, se vuelven coloreadas (o cambian de longitud de onda de
absorcion), fluorescentes, luminiscentes o redox. Los marcadores enzimaticos que se utilizan de forma rutinaria en
los inmunoandlisis de diagndstico, pueden ser utilizados igualmente. Estos marcadores fluorescentes o enzimaticos, y
otros utilizables en la presente invencion, estin disponibles, por ejemplo, a partir de los catdlogos de las sociedades
Sigma/Aldrich, Molecular Probes, Amersham Pharmacia Biotech., Stratagene, etc. Los documentos [4] y [5] de la
lista de referencias describen procedimientos de utilizacién de estos marcadores utilizables para la puesta en practica
de la presente invencion. Los marcadores en forma de particulas utilizables en la presente invencion estdn disponibles
en varios proveedores, por ejemplo Molecular Probe, Miltenyi, Estapor/Merck, Polymer Solutions, etc. El documento
[6] de la lista de referencias describe procedimientos que utilizan estos marcadores en forma de particulas, latex o
coloide, utilizables para la puesta en practica de la presente invencion. Para la utilizacién de cristales foténicos se
podra utilizar, por ejemplo, el procedimiento descrito en el documento [7] de la lista de referencia.

Para determinados marcadores, en particular los marcadores enzimaticos, el producto detectable puede alejarse del
sitio (“spot”) en el que se ha producido, por difusién molecular, y contaminar sitios contiguos. Esto puede ser molesto
para la utilizacién a la vez de la gama patrén y de sefiales emitidas por los sitios de reconocimiento del analito o ana-
litos. Esta es la razén por la que los inventores prefieren marcadores luminiscentes, puesto que la difusion es limitada:
una vez que ha emitido un fotdn, el producto enzimatico no puede emitir mds. Para evitar el fendmeno de difusion,
resulta igualmente posible utilizar substratos enzimaticos conocidos como precipitantes: el producto enzimético es
insoluble, y precipita en el lugar, es decir, sobre el sitio. Por ejemplo, se puede utilizar la tetrametilbenzidina (TMB)
para la enzima HRP, y la asociacién Nitro Bleu de Tetrazolio con Fosfato 5-Bromo-4-Cloro-Indolil (NBT + BCIP)
para la fosfatasa alcalina.

Segtn la invencién, con el fin de detener estos fenémenos de difusién que pueden obstaculizar la lectura del chip
con determinados marcadores, pero también, de manera general, con el fin de parar cualquier fenémeno de difusién
entre sitios contiguos, los inventores preconizan la utilizacién de chips en las que los sitios (de reconocimiento y de
fijacion del analito y/o de la gama patrén) estdn provistos de medios que permiten la formacion circunscrita de gotas de
la muestra obtenida en la etapa () exclusivamente sobre cada uno de los sitios, sin que estas gotas puedan difundirse
entre si. Estos medios pueden estar, por ejemplo, en forma de ribete, por ejemplo de resina, rodeando a cada sitio.
Estos medios pueden presentarse igualmente en forma de anillo que rodea a cada sitio y que presenta una mojabilidad
para la muestra muy superior al resto de la superficie del chip, con el fin de que sea retenida una gota de la muestra
por cada anillo exclusivamente en cada sitio. Este anillo puede ser, por ejemplo, un anillo de silicio negro obtenido
por micro-grabado sobre una superficie de silice o un electrodo de captura de una gota de muestra por electro-mojado.
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Cualesquiera que sean los medios que permitan la formacién de gotas, la superficie del chip es, con preferencia, no
mojante frente a la muestra. El chip de la presente invencién puede estar ventajosamente provisto de estos medios, con
el fin de aumentar la calidad o la fiabilidad de las mediciones obtenidas.

En la etapa (B), se afiade a la muestra, tal y como se ha definido en lo que antecede, la molécula objetivo patrén
sobre la que se ha fijado opcionalmente un segundo medio de deteccion idéntico o diferente del primer medio de
deteccion. Este segundo medio puede implicar, por ejemplo, un segundo marcador, que puede ser fijado sobre la
molécula objetivo patrén o sobre la molécula sonda patrén. Igualmente, puede implicar una molécula diferente de un
marcador, pero que interviene en un procedimiento de marcado indirecto (por ejemplo, biotina). Este marcador puede
ser elegido, por ejemplo, entre los citados anteriormente. El segundo medio de deteccién es, con preferencia aunque
no obligatoriamente, idéntico al primer medio de deteccion. Lo esencial, es que la fijacién de la molécula sonda patrén
de la gama patrén pueda ser detectada sobre el chip por medio de una sefial detectable.

Segtn la invencidn, solamente el analito puede estar marcado, o quizds solamente la molécula objetivo patrén, o
las dos, o ninguna de las dos. En efecto, algunas técnicas de deteccion permiten detectar una interaccién molecular
(fijacién sonda/objetivo sobre un chip) sin marcador. En lo que sigue se proporcionan ejemplos.

La molécula objetivo patrén sobre la se fija opcionalmente el segundo medio de deteccidn, se afiade a la muestra
en cantidad suficiente como para que el maximo de moléculas sonda de los sitios de la gama patrén reconozcan y fijen
la molécula objetivo en las condiciones experimentales utilizadas para la puesta en contacto (etapa (y)) de la muestra
con el chip. La adicién a la muestra puede hacerse mediante mezcla, con preferencia homogénea, con la muestra.

En la etapa (), se pone en contacto la mezcla de la etapa () con el chip de la presente invencion, en las condiciones
fisico-quimicas definidas en lo que antecede. Estas condiciones son conocidas por el experto en la materia en el
sector de los chips de andlisis, por ejemplo de los chips biolégicos, por ejemplo de los chips de ADN, de ARN, de
anticuerpo/antigeno, de proteinas, etc. Se trata, por ejemplo para los chips citados anteriormente, de las condiciones de
pH, de temperatura y de fuerza iénica que permitan el reconocimiento y la fijacién del analito o analitos (ADN, ARN,
anticuerpos, antigeno, proteina, etc.) en su o sus sitios de reconocimiento, y de la molécula objetivo patrén (ADN,
ARN, anticuerpos, antigeno, proteina, etc.) en los sitios de la gama patrén que incluyen la molécula sonda patrén. La
ventaja de la presente invencién consiste en que el reconocimiento y la fijacion del analito por parte del al menos un
sitio de andlisis, y la formacién de la gama patrén mediante la fijacién de la molécula sonda patrén en los sitios patrén,
se efectdan simultdneamente y en las mismas condiciones operativas. El impacto es evidente: las sefiales emitidas por
la gama patrén han sido obtenidas en las mismas condiciones operativas que las utilizadas para la fijacién del analito.
Los resultados de andlisis son, por lo tanto, més fiables que los obtenidos mediante los procedimientos de la técnica
anterior.

De forma general, la puesta en contacto de los sitios de andlisis y de los sitios de la gama patrén con la muestra,
puede hacerse con los medios habituales de la técnica de los chips de andlisis utilizados para la reparticién de una
muestra por las zonas funcionalizadas.

Sobre un chip que comprenda medios que permitan la formacidn circunscrita de gotas de muestra en los sitios del
chip, esta puesta en contacto puede hacerse muy facilmente cubriendo los sitios con la muestra, retirando después la
muestra de manera que no queden mas que gotas de muestra capturadas por estos medios en los sitios de andlisis y en
los sitios de la gama patrén del chip.

La figura 2 anexa representa esquemadticamente, en corte, la gama patrén (G) de la figura 1 después de la etapa de
puesta en contacto. En esta figura, se han representado las moléculas objetivo patrén (MCE) fijadas sobre las moléculas
sonda patrén (MSE). Las MCE han sido marcadas por medio de un marcador (Mq). Queda claro que el sitio mds a la
izquierda (100% MSE) proporcionard la sefial del marcador mas fuerte, y el sitio mds a la derecha (0% MSE) no dara
sefial. Las sefiales intermedias apareceran en los sitios de en medio.

Al igual que para la utilizacion de los chips de andlisis conocidos por los expertos en la materia, esta etapa (y) puede
ir seguida de etapa o etapas de lavado y de enjuagado en condiciones fisico-quimicas que no destruyan la fijacién del
analito sobre su sitio de andlisis, asi como la fijacién de la molécula objetivo patrén sobre la molécula sonda patrén.
Estas etapas de lavado y de enjuagado son conocidas por los expertos en la materia, y pueden ser encontradas en
los documentos mencionados anteriormente. Las mismas permiten retirar los excesos de reactivos y de moléculas no
fijadas sobre el chip.

En la etapa () del procedimiento de la invencidn, se determina una sefial emitida por cada sitio de la gama patrén
que refleja la cantidad de fijacién de molécula objetivo patrén fijada en cada sitio de la gama patrén. En la etapa (&)
del procedimiento de la invencidn, se determina especialmente una sefial emitida por cada sitio de andlisis que refleja
la cantidad de analito fijada sobre cada sitio de andlisis.

Estas determinaciones pueden ser realizadas de diferentes maneras, segtin la utilizacién o no de marcadores en el
procedimiento de la invencion. Lo esencial consiste en poder atribuir una sefial cierta y representativa de la cantidad
de objetivos fijados en cada uno de los sitios de la gama patrén, y una sefial cierta y representativa de la cantidad de
analito fijado en cada sitio de andlisis.
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Cuando se utilizan marcadores, se utilizan medios técnicos apropiados para la deteccién de estos marcadores. Si
los primeros y segundos medios de deteccion utilizados hacen uso de los mismos marcadores, el medio de deteccién
serd el mismo para los diferentes sitios de andlisis y para los diferentes sitios de la gama patrén. Estas técnicas de
lectura de sefial son conocidas por los expertos en la materia. En los ejemplos de marcadores citados anteriormente,
permiten detectar, por ejemplo, una cantidad de fluorescencia, una cantidad de radiactividad, una cantidad de producto
de la reaccion enzimadtica, una luminiscencia, etc. Los documentos citados anteriormente, relativos a los marcadores,
presentan técnicas de determinacion de estas sefiales que son utilizables para la puesta en practica del procedimiento
de la invencion.

Segtn la invencion, la determinacidn de la sefial de cada sitio de la gama patrén y/o de cada sitio de andlisis, puede
ser llevada a cabo igualmente, en particular cuando no se utiliza ningtin marcador, mediante un método elegido en
el grupo que comprende las técnicas de deteccidn por resonancia plasmoénica de superficie, las técnicas de deteccién
fototérmicas, las técnicas elipsométricas, las técnicas de deteccion fotométricas y las técnicas de deteccion actsticas.
Los documentos [8] y [9] de la lista de referencias, exponen técnicas de detecciéon fototérmicas utilizables para la
puesta en practica del procedimiento de la presente invencion, para detectar una sefial sin marcador.

Segtin la invencion, es posible utilizar técnicas diferentes de determinacién de las sefiales, con o sin marcadores,
para el sitio de andlisis y para la gama patrén. Asi, el procedimiento de la invencidn permite comparar los resultados
obtenidas con un método sin marcado (sitio de andlisis 0 gama patrén) con otros resultados obtenidos en el mismo
chip con marcado (sitio de anélisis o gama patrén), por ejemplo por fluorescencia. Lo esencial es que las condiciones
operativas de fijacion del analito en su sitio de andlisis y de la molécula objetivo patrén en la gama patrén, se efectiian
simultdneamente sobre el mismo chip y en las mismas condiciones operativas.

En la etapa (&) se aproxima la sefial emitida por cada sitio de andlisis a las diferentes sefiales emitidas por la gama
patrén para expresar la citada sefial del sitio de andlisis en funcién de la proporcion P definida en lo que antecede. De
hecho, se compara la intensidad de la sefial emitida por cada sitio de andlisis con las diferentes sefiales de la gama
patrén para deducir, con relacién a una sefial equivalente de la gama patrdén, un valor de sefial referida a la proporcién
P. Son igualmente posibles otras aproximaciones que tienen en cuenta otros criterios de la gama patrén (nimero MN,
nimero MSE, relacion MN/MSE, relacién MSE/MN, etc.)

Ventajosamente, si la naturaleza del analito y de la sonda patrén es la misma, es posible determinar directamente y
de manera fiable y reproducible, mediante simple lectura, la proporcién de analito o analitos en cada sitio de anélisis.
En efecto, esta determinacién se efectiia, gracias a la presente invencidn, por medio de una gama patrén realizada
simultdneamente, a partir de la misma muestra, y por tanto en las mismas condiciones operativas, que para el analito.

Si la naturaleza del analito es diferente de la naturaleza de la molécula sonda patrén, es posible determinar un valor
relativo, pero que presenta no obstante la ventaja de ser estable, reproducible, e integrar las condiciones operativas
de andlisis en las que se permite formar simultdineamente la gama patrén, sobre el mismo chip, a partir de la misma
muestra. Este valor relativo es por tanto mds fiable que los que se obtienen mediante los procedimientos de la técnica
anterior.

En un ejemplo particular de realizacion de la presente invencién, cuando el analito, las moléculas sonda especificas
del analito, las moléculas sonda patrén, objetivo patrén y neutras, son oligonucleétidos, la etapa (y) de puesta en
contacto tiene como objetivo la hibridacién sobre el chip del analito con la molécula patrén, y la hibridacién de la
molécula objetivo patrén con la molécula sonda patrén. Para esta hibridacidn, se afiade a la muestra que contiene el
analito, un oligonucle6tido objetivo patrén que contiene la secuencia complementaria del oligonucledtido sonda patrén
de la gama patrén, y marcado preferentemente, aunque no obligatoriamente, de la misma manera que el analito. Este
oligonucleétido se dispone en ligero exceso, de forma que todas las moléculas sonda patrén del sitio de la gama patrén
que contienen el 100% de oligonucleétido patrén, son hibridizadas en las condiciones experimentales de hibridacién
utilizadas. Asi, para cada sitio de la gama patrén, todos los sitios hibridizables serdn hibridizados. Se podrd expresar
entonces la sefial de cada sitio de andlisis del chip de ADN en “% de dilucién patrén”. Utilizando en diferentes anélisis
los mismos oligonucleétidos patrén y no especificos (es decir, que no reconocen y no fijan el analito), esta unidad es
independiente de la muestra, de la quimica de marcado, del marcador utilizado (verde, rojo o azul, fluorescente,
fotdnico, etc.), de las condiciones de hibridacién (a condicién de que la hibridacién del oligonucleétido sea completa),
del lote del chip, de la eficacia del injerto, etc., lo que permite comparar directamente los experimentos entre si, sin
experimentaciones complementarias como se necesita en las técnicas de la préctica anterior.

De manera general, es posible proceder a una lectura directa, o hacer, a partir de la gama patrén, una curva patrén,
por ejemplo (sefial determinada) = f(P), aprovechable para el andlisis de los sitios de andlisis del citado chip.

El chip y el procedimiento de la presente invencion son por tanto fiables, precisos, y los resultados son reproduci-
bles. La presente invencion se aplica a los diferentes chips de ADN conocidos y futuros; la misma permite comparar
las sefiales entre diversos experimentos, evita utilizar un chip de ADN para cada punto de gama patrén, y permite evitar
repetir constantemente experimentos de contrastado como es necesario en los procedimientos de la técnica anterior.

Ventajosamente, en el caso de los métodos de deteccién con marcado enzimadtico, por ejemplo con luminiscencia, la
presente invencién permite evitar tener que calibrar la actividad de cada lote de enzima, ya sea por parte del fabricante
o ya sea por parte del cliente. Esto representa, por lo tanto, una simplificacién considerable de la “cadena metrolégica”.
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La presente invencién disminuye asi la complejidad y los costes de los andlisis sobre chip, por ejemplo sobre chip
bioldgico, para los laboratorios, en la industria y en la investigacion.

Dado que la presente invencién puede apoyarse en todos los chips de andlisis de la técnica anterior que ponen en
juego sitios de reconocimiento y de fijacién de un analito, el experto en la materia comprenderd facilmente que la
misma encuentra aplicacion en todos los sectores en los que pueda ser utilizado este tipo de chip.

Asi, la presente invencion se refiere igualmente a un maletin de diagndstico que comprende un chip segin la
invencion. En este caso, los sitios de andlisis del chip de la presente invencién comprenden moléculas sonda especificas
de reconocimiento del analito investigado para poder obtener los resultados que serdn después interpretables para
establecer un diagndstico. Por ejemplo, puede tratarse de moléculas sonda elegidas entre los oligonucleétidos, los
ADNC, los anticuerpos, las lectinas, los aptdmeros, etc.

La presente invencién se refiere igualmente a un maletin de andlisis que comprende un chip segtin la invencién.
En este caso, los sitios de andlisis del chip de la presente invencién comprenden moléculas sonda especificas de
reconocimiento del analito investigado para poder efectuar el citado andlisis. Puede tratarse de un maletin de anélisis
cualitativo o cuantitativo. Por ejemplo, puede tratarse de moléculas sonda elegidas entre los oligonucleétidos, los
ADNC, los anticuerpos, las lectinas, los aptdmeros, etc.

La presente invencién se refiere igualmente a la utilizacién de un chip segin la presente invencién para seguir
variaciones de expresion de genes en células de tejidos in vitro. Por ejemplo, el documento [1] describe un protocolo
utilizable sobre el chip de la presente invencién para seguir estas variaciones de expresion de genes.

La presente invencion se refiere igualmente a la utilizacién de un chip segin la invencién en un procedimiento
de genotipado in vitro. Por ejemplo, el documento [1] describe un protocolo utilizable sobre el chip de la presente
invencion para la puesta en practica de un procedimiento de genotipado.

Por ejemplo, sobre la utilidad y para la utilizacién de chips de expresion de gen segin la presente invencion, se
puede hacer referencia a la descripcién accesible en el documento [10] que describe protocolos utilizables para la
puesta en practica del procedimiento de la invencidn en estas aplicaciones.

Por ejemplo, sobre la utilizacion de la presente invencion en un procedimiento de genotipado, por ejemplo con fines
de diagnéstico, se podra hacer referencia a los documentos [11] y [12] que describen, cada uno de ellos, protocolos
utilizables para la puesta en prictica del procedimiento de la invencién en esta aplicacion.

Otras caracteristicas y ventajas se pondrdn ain de manifiesto con la lectura de los ejemplos que siguen, dados a
titulo de ejemplo ilustrativo, con referencia a las figuras anexas.

Breve descripcion de las figuras

- La figura 1 es una representacion esquemadtica de una gama patrén sobre un chip, conforme a la presente inven-
cién.

- La figura 2 es una representacion esquematica de una gama patrén sobre un chip conforme a la presente invencion,
cuando las moléculas objetivo patrén han sido fijadas sobre las moléculas sonda patrén. Se han representado asimismo
marcadores.

- La figura 3 representa dos negativos de imdgenes de una gama patrén sobre un chip segin la invencién, con
exposicion de 560 ms, ganancia 0 (izquierda) o 16 (derecha).

- La figura 4 es un gréfico que representa curvas de sefiales en funcién de la proporcién de oligonucleétido patrén
sobre los sitios de captura, para cuatro experimentos independientes (P1, P5, P6 y P7).

Estas curvas constituyen curvas patrén obtenidas a partir de gamas patrén conforme a la presente invencion.

- La figura 5 es un grafico que reagrupa los resultados de sefiales determinadas para cada uno de los sitios de una
gama patrén de la presente invencién con un marcado por medio de particulas fluorescentes.

- La figura 6 es una representacién esquemdtica del montaje utilizado por los actuales inventores para la fabricacién
de chips segtin la presente invencién.

- La figura 7 es un esquema del mecanismo bioquimico de marcado indirecto, con particulas de l4tex, de la fijacién
de la molécula objetivo patrén sobre la molécula sonda patrén sobre un chip de la presente invencion.

- La figura 8 es una fotografia de un soporte de chip utilizado para fabricar un chip segtin la presente invencién.
- La figura 9 es una representacién esquematica de un chip de andlisis segin la invencién, que permite detectar la

presencia de virus RSV A y RSV B, responsables de los bronquialitos (RSV de “Respiratory Syncytial Virus”), y de
virus Inf A (Influenza A) e Inf B (Influenza B) responsables de la gripe, por parte de un paciente.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Chip conforme a la presente invencion
1.1 Soporte del chip
El soporte utilizado para fabricar un chip conforme a la invencion es un configurador de imdgenes en blanco y negro

del tipo “VV5501 VGA Monochrome Image Sensor” (marca comercial de ST Microelectronics), cuyas principales
caracteristicas técnicas se dan en la tabla que sigue:

Formato de imagen 640 x 480 pixeles (VGA)

Tamario del pixel 5,6 pm x 5,6 num

Este soporte estd representado en fotografia en la vista de arriba de la figura 8 adjunta. Comprende en su centro una
superficie de silicio. La figura 6 descrita en lo que sigue es un corte transversal esquematico de este chip que incluye,
ademds, un tubo de plastico pegado por arriba (véase lo que sigue).

Este soporte estd destinado, de hecho, a la realizacién de una camara digital de bajo coste que incluye funciones
de control de ganancia y de exposicidn, y presenta tedricamente una relacién de sefal - ruido de 56 dB. Ademads, se
necesitan solamente muy pocos componentes externos para asegurar su funcionamiento, y dispone de un kit (16gico y
matricial) que permite la gestion de los pardmetros internos de la cdmara.

1.2 Primeras etapas de fabricacion del chip

Soportes de chips como los descritos en el parrafo 1.1 anterior, han sido modificados para poder funcionalizar
una superficie de silicio (véase la figura 1). Para acceder a la superficie de silicio del foto-detector (en el centro del
soporte), la tapa de vidrio ha sido quitada y las conexiones de enlace (“bonding”) han sido sumergidas bajo una resina
de globtop (término genérico que designa cualquier resina utilizada para proteger las conexiones de enlace). La capa
de pasivado (nitruro de silicio) del centro del fotodetector, ha sido funcionalizada (salinizacién + injerto de sondas de
captura en los sitios).

Para los experimentos siguientes de funcionalizacién de la superficie de silicio, se ha encolado un tubo de plastico
(cola UV) sobre el chip para definir una cdmara de reaccién por encima de la superficie activa, en la que se han
realizado las hibridaciones, lavados, y revelado. La figura 6 anexa es una representacion esquemadtica del montaje
utilizado: comprende una resina (R) de proteccidn de las conexiones del chip, la superficie de silicio (P), un marco
cerdmico (Cc), el tubo de pléstico encolado (Tp), y los sitios (se = un sitio patrén, y sa = un sitio de andlisis) en los que
se han fijado las moléculas sonda especificas del analito. Con este esquema, se muestra que el tubo ha sido previsto
para contener un liquido de reaccién (Lr) en contacto con la superficie de silicio.

La (S) y el (Cc) son visibles en la vista desde arriba de la fotografia de la figura 8, representada con anterioridad al
encolado y al depésito de la resina.
1.3 Funcionalizacion de la superficie de silicio por medio de moléculas sonda y neutras que son oligonucledtidos

1.3.1 Hacer que aparezcan silanoles

1) Se hace que aparezcan, en primer lugar, silanoles en la superficie de nitruro de silicio del chip: Agitacién 2
h a temperatura ambiente en la solucién: NaOH 1 g/agua 3 ml/etanol al 99% 4 ml. Lavados abundantes con agua.
Agitacién 1 h en HC1 0,2 N, después aclarados abundantes con agua. Secado a 80°C en estufa.

ii) silanizacién: las ldminas son bafiadas a temperatura ambiente durante 24 horas en 3-aminopropiltrietoxisilano
al 10% (vol/vol) en etanol, bajo argén. Después se secan. Después se lavan en etanol al 199%, después un segundo
lavado con etanol al 99% + ultrasonidos. Cada lavado dura algunos minutos. Secado. Recocido 3 horas a 110°C en

S€CO.

iii) pre-activacion: las ldminas son sumergidas en una solucién de KOH (1,5 g de KOH en 20 ml de agua). Incuba-
cién de 5 a 10 minutos, a temperatura ambiente, con agitaciéon. A continuacion aclarado con agua pura.

iv) activacion: las ldminas son sumergidas en una solucién de glutaraldehido (4 ml de glutaraldehido dispuesto en
16 ml de agua). Incubacién de 1h30 a temperatura ambiente. Aclarado con agua pura. Secado.
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1.3.2 Inmovilizacion de los oligonucledtidos

Tras la activacién de estas agrupaciones NH, mediante glutaraldehido, los oligonucle6tidos (ODN en lo que sigue
de la descripcién) aminados pueden ser depositados sobre los diferentes sitios de la superficie del chip para su injerto,
por medio de un robot de la sociedad Karl Ziies equipado con una pipeta de la sociedad Mikrodrop. El didmetro de los
sitios ha sido evaluado en alrededor de 140 um.

Preparacion de las soluciones de oligonucleétidos a depositar: las soluciones utilizadas comprenden, cada una de

ellas, 10 uM de ODN en total (sonda + neutra) a depositar en cada sitio de la gama patrén del chip. Estas contienen
una mezcla de ODN sonda patrén y de ODN neutro (no especifico) en proporciones 100% patrén, 10% patrén, 1%
patrén, 0,1% patrén, y 100% no especifico, es decir, una gama patrén fabricada con 5 sitios o puntos. Estas soluciones
han sido depositadas segtin 5 lineas de sitios con el robot de la sociedad Karl Ziiss, dotado de una pipeta piezoeléctrica
de la sociedad Mikrodrop. Los sitios son depdsitos con un paso de 200 um. La separacién inter-lineas es de 400 ym
aproximadamente. El didmetro de los sitios es de aproximadamente 140 um.

Todos los oligonucledtidos de este experimento tienen una longitud de 22 bases. Las secuencias utilizadas son las
siguientes:

- Secuencia de oligonucleétido sonda (SEQ ID n° 1):
5’ (H,N-)ATGAACAAGTAGATAAATTAGT 3’
- Secuencia de oligonucleétido neutro (SEQ ID n° 2):
5’ (H,N-)CTAAAGGAATAGTGTAAATAAT 3’
Las agrupaciones -NH, sirven para el injerto en los aldehidos del glutaraldehido utilizado en este ejemplo.

(la secuencia de oligonucleédtido objetivo patrén se describe en el ejemplo 3).

1.4 Hibridacion y marcado

Estos chips han sido hibridizados con una solucién de 15 nM de conjugado HRP a 37°C durante 30 minutos, lava-
dos, después conformados en imdgenes en presencia de mezcla de substrato Pierce (“Super ELISA Femto Maximum
Sensitivity Kit”’) (marca comercial). El conjugado HRP es un oligonucleétido complementario del oligonucleétido
sonda, al que se ha acoplado la enzima HRP (“Horse Radish Peroxydase™).

Todas las hibridaciones han sido realizadas, en camara himeda, a 37°C durante 30 minutos en TE 1X, NaCl 1 M,
Triton X-100 al 0,05%. El volumen de hibridacién es de 200 ul (es decir, una vena liquida de aproximadamente 3 mm
de espesor). No existe agitacién. La hibridacién va seguida de 3 lavados de 400 ul con TE 1X, NaCl 1 M, Triton X-
100 al 0,05%, después un lavado con TE 1X, NaCl 1 M. TE 1X significa: Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.

Tras la hibridacién y los lavados, el chip se monta en una tarjeta de lectura.

1.5 Determinacion de las sefiales de la gama patron y lectura

El medio de aclarado se retira, después de lo cual se afiaden 200 ul de la mezcla de substrato SuperSignal ELISA
Femto Maximum Sensitivity Substrate (Pierce, #37075 (marca comercial)).

Adquisicion de imdgenes: 50 imdgenes con ganancia 15 divisor 15 (1,8 imdgenes/s), 50 imidgenes ganancia 0 divi-
sor 15 (1,8 imagenes/s). La primera serie de imdgenes permite visualizar las sefiales fuertes, que saturan el captador en
las condiciones anteriores. Las 50 imdgenes de luminiscencia son promediadas pixel a pixel, asi como las 50 imagenes
en negro. Después, se substrae la media de las imdgenes en negro de la media de las imdgenes de luminiscencia. Sobre
la imagen resultante obtenida, se toma la media de la intensidad de cada sitio, de la que se substrae el valor medio del
ruido de fondo alrededor del sitio. El valor obtenido representa la sefial de luminiscencia del sitio.

En efecto, la dindmica del captador (estimada teéricamente en 320) no es suficiente para cubrir la dindmica de
sefal generada por la biologfa. Ha fallado por tanto la realizacién de dos tomas con regulaciones de ganancia o de
exposicion diferentes. Las condiciones elegidas (ganancia O/exposicion 560 ms, y ganancia 16/exposicion 560 ms)
permiten obtener una imagen no saturada para las sefiales fuertes, y una imagen de las sefiales débiles: fotografias de
la figura 3, a la izquierda ganancia O y a la derecha ganancia 16. En la imagen de la derecha, se pueden distinguir
claramente, con anterioridad incluso al tratamiento de la imagen, cuatro lineas horizontales de sitios (“spots”), de
arriba abajo: 100%, 10%, 1%, 0,1% patrén, seguidas de una linea de sitios que no comprenden ninguna molécula
sonda patrén, sino tnicamente la molécula neutra (no especifica) que no es visible.
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Los niveles de gris (ng) de los sitios sobre las imdgenes tratadas han sido cuantificados, después normalizados, y
los valores obtenidos han sido llevados a la grafica representada en la figura 4 anexa. En esta figura, P1, PS5, P6 y P7
(P de “puce”, chip en idioma francés) representan cuatro experimentos independientes sobre cuatro chips diferentes y
conformes con la presente invencién. En ordenadas, se ha representado la sefial corregida (Sc) (en ng), y en abscisas,
se ha representado el porcentaje de molécula sonda capturada (% SCS).

Se puede apreciar en esta grafica que la deteccion por hibridacién de objetivos patrén acoplados a una enzima, per-
mite distinguir concentraciones superficiales de cada sitio de la gama patrén (aqui, sondas patrén de captura especificas
del objetivo patrén) sobre una gama ttil de 1000 (del 0,1% al 100%).

Este sistema expresa una variacion de la concentracion superficial de sitios de objetivos patrén capturados. Se
puede por tanto detectar los objetivos con una gama de concentraciones, es decir, tener una dindmica de deteccién, del
orden de 1000.

En este ejemplo, realizado a efectos de demostracidn, el chip se ha hibridizado con un oligonucleétido acoplado
directamente a la enzima HRP. En las aplicaciones reales, existirdn con toda seguridad en el chip otros sitios ademas
de los sitios patrén. El chip serd por tanto, por ejemplo, hibridizado con la muestra previamente marcada mediante un
hapteno, por ejemplo con biotina. A la muestra se afiadird, durante la hibridacién, un oligonucledtido complementario
del oligonucledtido patrén, y marcado con la biotina. Tras la hibridacion, se incubard un conjunto de estreptavidina-
HRP que se fijard a las biotinas presentes sobre el chip. Después, se procederd al revelado mediante luminiscencia
como se ha descrito en lo que antecede. Este método es el que se ha utilizado “en dos tiempos” en el que ejemplo que
sigue, pero con particulas como marcadores, y no con enzimas.

Ejemplo 2
Marcado directo de la molécula objetivo patron mediante particulas fluorescentes

En este ejemplo, la molécula objetivo patrén (MCE) hibridizada sobre el chip (P), se marca con un hapteno, la
biotina (b), por medio de un ODN de deteccién (ODNd). Después tiene lugar una etapa de “coloracién”, incubando la
superficie del chip con particulas fluorescentes (Pf) funcionalizadas con estreptavidina (St), que se van a fijar con ello
a las biotinas (b). Las secuencias se indican en lo que sigue. La figura 7 representa esquemadticamente el mecanismo
bioquimico utilizado en este procedimiento, sobre la superficie (S) del chip: un ODN de captura se fija al soporte que
forma el chip, y juega el papel de oligonucleétido sonda patrén (MSE) de la invencion; el conjunto objetivo + ODN
de deteccion juega el papel del oligonucleétido complementario (objetivo) (MCE). E1 ODN de captura (sonda) estd
constituido por 70 oligonucleétidos. E1 ODN de deteccidn esta constituido por 16 nucledtidos. Las secuencias son las
siguientes:

- Secuencia del oligonucledtido sonda (SEQ ID n° 3):

5’ TCACTATTAT CTTGTATTAC TACTGCCCCT TCACCTTTCC AGAGGAGC
TT TGCTGGTCCT TTCCAAAGTG 3’

- Secuencia del oligonucleétido neutro (SEQ ID n° 4):

5’ ACTGTTACTG ACCTACCATT TGTTACCTAT GCTAAGCTCA TTGCACCT
CT GATTGCCGAG GCCTTTCTTT 3’

- Secuencia del oligonucledtido objetivo (SEQ ID n° 5):

5’ ACAGCAGTAC AAATGGCAGT ATTCATCCAC AATTTTAAAA GAAAAGGG
GG GATTGGGGGG TACAGTGCAG GGGAAAGAAT AGTAGACATA ATAGCAAC
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TAAAGAATTA
CAGGGACAGC
AAGGTGAAGG
CCAAGAAGAA
TGATGATTGT
TAGTAAAACA
AGACATCACT
ARTTCCCGCG

CAAAAACCCT
AGAAATCCAC
GGCAGTAGTA
AAGCAAAGAT
GTGGCAAGTA
CCATATGTAT
ATGAAAGCCC
GCCATGGCGG

TACAAAAATT
TTTGGAAAGG
ATACAAGATA
CATTAGGGAT
GACAGGATGA
GTTTCAGGGA
TCATCCAAGA
CCGGGAGCAT

CAAAATTT
ACCAGCAA
ATAGTGAC
TATGGAAA
GATTAGAA
AAGCTAGG
ATAAGTTC
GCGACGTC

GG GCCCAATTCG CCC 3’

- Secuencia del oligonucleétido de deteccién (ODNA) (SEQ ID n° 6):

5’ TTCTGAACTTATTCTT 3’

El rendimiento de esta etapa de coloracion estd incluso mal entendido, y varfa segtin las condiciones experimenta-
les, la quimica de superficie utilizada para la fabricacion del chip de ADN, las particulas fluorescentes utilizadas, etc.
Asi, aunque se puedan contar las particulas individualmente, hace falta también, en los procedimientos de la técnica
anterior, calibrar las mediciones para poder comparar los experimentos entre si.

De ahi también el interés de la presente invencién para este tipo de marcado, ya que permite ventajosamente no
tener que realizar esta calibracion.

El soporte que forma el chip en este ejemplo es una placa de microscopio, 25 x 75 mm. Para todas las operaciones,
la placa de microscopio se sumerge en una pequefia copa que contiene la solucién deseada. Las operaciones son las
siguientes:

Se aplican a este soporte las etapas (i) a (iv) del parrafo 1.3.1 del ejemplo 1 anterior. A continuacién:

(1) Inmovilizacién de los oligonucleétidos sonda y neutros citados anteriormente: Depdsitos manuales, con micro-
pipeta, de oligonucledtidos aminados a 10 uM, en gotas de 3 ul. El tamafio de los sitios es de aproximadamente 3 mm.
Incubacién en cdmara himeda durante una noche a temperatura ambiente.

Preparacion de soluciones de los oligonucleétidos a depositar: la mezcla de 10 uM de ODN de captura depositada
contiene una mezcla de ODN patrén y no especifico, en proporciones de 100% patrén, 1% patrén, 0,2% patrén, 0,1%
patrén, 0,033% patrén y 100% molécula neutra (no especifica) (es decir, una gama patrén realizada con 6 puntos).
Estas 6 soluciones han sido depositadas manualmente.

(2) Tratamiento post-inmovilizacién. Reduccién de los aldehidos todavia presentes: agua 30 ml NaBH4 105
mg/incubacién 1 h a temperatura ambiente, sin agitacién. Aclarado en agua 5 minutos, después con dodecil sulfa-
to de sodio al 5% durante 5 minutos, después de nuevo en agua pura durante 5 minutos. Secado.

(3) Hibridacioén del chip y deteccién: los chips han sido hibridizados con la molécula objetivo citada anteriormente
de 513 bases (SEQ ID n° 5) a 100 nM durante 30 minutos a temperatura ambiente en TE NaCl 1M Triton 0,05%.
Después estos chips han sido hibridizados con una solucién a 200 nM del oligonucleétido de deteccion a temperatura
ambiente durante 1 hora, y después lavados. Este oligonucleétido ha sido marcado con la biotina. A continuacién, la
placa ha sido incubada con particulas fluorescentes de neutravidina de 100 nm de didmetro (Molecular Probes, T8861).

Hibridacién: Todas las hibridaciones han sido realizadas a temperatura ambiente en TE 1X, NaCl 1 M, Triton X-
100 0,05%. No hay agitacién. La hibridacién va seguida de 3 lavados en TE 1X, NaCl 1 M, Triton X-100 0,05%,
después un lavado en TE 1X, NaCl 1 M. TE 1X significa: Tris 10 nM, EDTA 1 mM, pH 8.

(4) Revelado y lectura: la incubacién de las particulas fluorescentes se realiza en TE NaCl 1M, a una concentracion
de 10° particulas por ul durante 3 h, a temperatura ambiente. Las particulas tienen un didmetro de 100 nanémetros.

(5) Extraccién de resultados numéricos: cada sitio constituye una imagen al microscopio en cuanto a fluorescencia
(cubo fluoresceina). Después se contabiliza la densidad de particulas en cada sitio, ya sea manualmente, o ya sea de
forma automdtica con la ayuda de una rutina matlab (marca comercial). Los resultados entre estos dos métodos son
coherentes.
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Se obtiene una gama patrén utilizable. Esta representada por el gréafico de la figura 5 anexa, en la que las ordenadas
representan el nimero de particulas por 10000 um?® y en la que las abscisas representan P (% MSE/(MN+MSE)).

Utilizando, en lugar del marcador citado anteriormente, particulas fluorescentes Quantum Dot (marca comercial)
de la sociedad Quantum Dot Corp., se puede llegar a obtener un rendimiento de marcado mucho mejor que el obtenido
aqui mediante los latex fluorescentes.

Ejemplo 3
Andlisis de una muestra
Se propone como ejemplo un chip sencillo dedicado a un primer cribado de pacientes que presentan una infeccién

de las vias respiratorias superiores. El chip pretende, de manera mds precisa, detectar la presencia de los virus RSV A
y RSV B, responsables de la bronquialita, y de los virus Influenza A (Inf A) e Influenza B (Inf B), responsables de la

gripe.

En todos los casos, se trata de virus de ARN, muy polimorfos; los sintomas son relativamente préximos, y estos
virus pueden ser peligrosos tanto para los bebés, como para las personas de edad, como para todos los inmuno-
deprimidos de una manera general.

El chip que se utilizara serd exactamente de la misma tecnologia que la del ejemplo 1, con una quimica de funcio-
nalizacién idéntica a la del ejemplo 2.

Los sitios (de andlisis, asi como los de la gama patrén) tienen un didmetro de 160 um aproximadamente, y estin
dispuestos con un paso de 300 um. La figura 9 anexa representa esquemdticamente este chip conforme a la presente
invencion. Los sitios han sido representados como circulares.

Paralos RSV A, RSV B, Inf A e Inf B, asi como para el control “stain” (coloracién) y revelado (T&R), es el mismo
sitio que se ha repetido cinco veces.

Las moléculas en los sitios de control de “stain” y revelado (T&R) son un oligonucleétido idéntico a las moléculas
MCE, ya marcadas, durante la fabricacién de los oligonucleétidos, mediante una biotina.

El control positivo (C+) es una gama patrén en el sentido de la invencién, en las proporciones de 100%, 10%, 1%,
0,1%, 0% (de izquierda a derecha).

El chip serd utilizado de la manera siguiente:

a) El bidlogo purifica los ARNs de las muestras segiin los métodos de la técnica.

b) Se mezcla con la muestra bioldgica, la molécula objetivo patrén marcada con la biotina durante la fabricacién.

¢) Se marca la muestra con la biotina, segin una de las variantes del método LDC, que ha sido objeto de solicitudes
de patentes depositadas por BioMerieux en las familias de patentes correspondientes a los documentos [13], [14], [15]

6 [16] de la lista de referencia.

d) Se incuba el conjunto sobre el chip (etapa de hibridacion), después se realizan los lavados, como para el ejemplo
1.

e) Se afade el conjugado enzimadtico estreptavidina/HRP, como en el ejemplo 1. En esta etapa, el conjugado se
engancha a los analitos presentes en los sitios de andlisis, asi como a las moléculas MCE presentes sobre los sitios de
la gama patrdn, asi como a las moléculas de los sitios del control “stain” y del revelado.

f) Se procede al revelado por luminiscencia como en el ejemplo 1.

Las secuencias de los oligonucleétidos MCE, neutro y MSE, son idénticas a las del ejemplo 1.
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REIVINDICACIONES
1. Chip de anélisis de al menos un analito presente en una muestra liquida, comprendiendo el citado chip:

a) al menos un sitio de andlisis del citado al menos un analito, estando el citado sitio de andlisis dispuesto sobre el
chip de manera que permite el reconocimiento y la fijacién especifica del analito; y

b) una gama patrén (G), estando la citada gama patrén constituida por varios sitios patrén dispuestos, cada uno
de ellos, sobre el citado chip de manera determinada e independientes unos de otros, incluyendo cada sitio patrén
de esta gama, fijadas a su superficie y en una proporcién determinada P diferente para cada sitio con relacion a los
otros sitios patrén de la citada gama: (i) al menos una molécula sonda patrén (MSE) que permite reconocer y fijarse
especificamente a una molécula objetivo patrén (MCE) determinada, y (ii) al menos una molécula neutra (MN) incapaz
de reconocer y fijarse a la citada molécula objetivo patrén, siendo tanto la molécula sonda patrén como la molécula

nimero de MSE

numero de MSE + nimero de MN y
0<P<I, siendo la suma de nimero de MSE + niimero de MN constante de un sitio patrén a otro.

neutra incapaces ambas de reconocer y fijar dicho o dichos analitos; con P=

2. Chip segtin la reivindicacion 1, en el que el analito y la molécula objetivo patrén son de la misma naturaleza.

3. Chip segun la reivindicacién 2, en el que el analito y la molécula objetivo patrén son oligonucledtidos o anti-
cuerpos.

4. Chip segtn la reivindicacion 1, en el que la molécula sonda patrén, la molécula objetivo patrén y la molécula
neutra son oligonucleétidos.

5. Chip segtin la reivindicacion 1 6 4, en el que el al menos un analito es un acido nucleico, y en el que el al menos
un sitio de andlisis es un sitio funcionalizado mediante un 4cido nucleico complementario de éste.

6. Chip segtin la reivindicacién 1, en el que los sitios de la gama patrén estdn dispuestos sobre el chip de manera
lineal y estdn ordenados en funcién de la proporcién P de cada sitio.

7. Maletin de diagndstico que comprende un chip segin la reivindicacién 1.
8. Maletin de andlisis que comprende un chip segin la reivindicacién 1.

9. Utilizacion de un chip segtin la reivindicacion 1, para seguir las variaciones de expresion de genes en las células
o en tejidos in vitro.

10. Utilizacién de un chip segun la reivindicacién 1, en un procedimiento de genotipado in vitro.

11. Procedimiento de andlisis in vitro de al menos un analito susceptible de estar presente en una muestra liquida,
que comprende las etapas siguientes:

(@) opcionalmente, fijacion sobre el analito de un primer medio de deteccidn;

(B) adicion a la muestra a analizar, que comprende el analito opcionalmente marcado, de una molécula objetivo
patrén (MCE) sobre la que se ha fijado opcionalmente un segundo medio de deteccidn, idéntico o diferente del primer
medio de deteccién, permitiendo la citada MCE reconocer y fijarse especificamente a la molécula sonda patrén (MSE)
de un chip de andlisis segtn la reivindicacién 1, siendo la citada MCE afiadida a la citada muestra en una cantidad
suficiente para saturar las MSE de la gama patrén (G) del citado chip, creando asi una gama patrén funcién de la
proporcién determinada P que es diferente para cada sitio patrén;

(y) puesta en contacto de la muestra a analizar, que comprende el analito y la MCE opcionalmente marcados, con
el citado chip de andlisis segun la reivindicaciéon 1 que comprende al menos un sitio de andlisis del citado al menos
un analito en condiciones fisico-quimicas tales que: por una parte, el analito a analizar, si estd presente, sea fijado en
su sitio de andlisis sobre el chip; y por otra parte, la MCE reconozca especificamente la MSE y se fije a ésta en los
diferentes sitios patrén de la gama patrén del chip;

(6) determinacién de una sefal patrén emitida, en su caso merced al segundo medio de deteccion, por cada sitio
patrén de la gama patrén, siendo la citada sefial funcién de la cantidad de molécula objetivo patrén fijada a éste, y

(&) determinacién de una sefial de andlisis emitida, en su caso merced al primer medio de deteccidn, por el citado al
menos un sitio de andlisis, y que es funcién de la cantidad de analito fijado mediante el sitio de andlisis, y aproximacién
a las sefiales determinadas en la etapa (0) para expresar esta sefial de andlisis en funcion de P.

12. Procedimiento segin la reivindicacién 11, en el que el analito y 1la molécula objetivo patrén son de la misma
naturaleza.
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13. Procedimiento segtn la reivindicacidn 12, en el que el analito y la molécula objetivo patrén son oligonucleoti-
dos o anticuerpos.

14. Procedimiento segtin la reivindicacion 11, en el que la molécula sonda patrén, la molécula objetivo patrén y la
molécula neutra, son oligonucledtidos.

15. Procedimientos segun la reivindicacion 11 6 14, en el que el al menos un analito es un dcido nucleico, y en el
que el al menos un sitio de andlisis es un sitio funcionalizado por medio de un 4cido nucleico complementario de este
dcido nucleico.

16. Procedimiento segun la reivindicacién 11 6 15, en el que el primer y el segundo medios de deteccién implican,
respectivamente, un primer y un segundo marcadores.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 16, en el que el primer y el segundo marcadores se eligen indepen-
dientemente en el grupo constituido por marcadores fluorescentes, marcadores radiactivos, marcadores enziméticos,
particulas de latex, cristales foténicos, y oro coloidal.

18. Procedimiento segtin la reivindicacién 11, en el que la determinacién de la sefial de cada sitio de la gama
patrén y/o de cada sitio de andlisis, se realiza mediante un método elegido en el grupo que comprende las técnicas de
deteccién por resonancia plasmonica de superficie, las técnicas de deteccion fototérmicas, las técnicas elipsométricas,
y las técnicas de deteccion fotométricas.

19. Procedimiento segtn la reivindicacién 11, en el que el andlisis es una deteccién o una dosificacion.
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