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ES 2339744 T3

DESCRIPCION

Meétodo y aparato para separar moléculas bioldgicas.

El presente invento se refiere a un método y un aparato para separar moléculas biolégicas. Es de aplicacién en
particular, aunque no exclusivamente, para la separacion para fines de identificacién de proteinas y moléculas similares.

En la separacién convencional en grupos de proteinas, de la que es un ejemplo la técnica del SDS-PAGE (Sulfato
dodecil sédico-Electroforesis de Gel de Poliacrilamida), se usan diferentes propiedades de las proteinas para sepa-
rarlas seglin un mapa bidimensional. Tipicamente, las proteinas adquiridas de una muestra son primero separadas de
acuerdo con sus puntos de equilibrio isoeléctrico, depositadas para ello sobre un gel en tira de pH graduado. Bajo un
campo eléctrico moderado, se permite que las proteinas establezcan sus puntos de equilibrio isoeléctrico dentro de
ese gel. El gel en la tira se coloca después sobre el borde de una placa de separacion por electroforesis bidimensional
convencional, en un sistema de SDS-PAGE. Un intenso campo eléctrico ortogonal hace entonces que las proteinas mi-
gren en la segunda dimension, a través de la placa, de acuerdo con su relacién de carga/masa. E1 SDS (Sulfato dodecil
sddico) cambia el estado electroforético e las moléculas de modo que, cuando éstas estdn sobre la placa, se mueven a
una velocidad proporcional a su relacion de carga/masa. Las proteinas mds pequefias se mueven mas rdpidamente que
las mayores (por ser mayor su movilidad en el campo constante) y, eventualmente, se llega a una separacién bidimen-
sional u ortogonal de las proteinas a través de la superficie de la placa. Al final del procedimiento de separacion, cada
proteina aparece como una mancha separada sobre el gel.

Para someter a nuevas pruebas las proteinas separadas, las manchas individuales pueden ser “excavadas” del gel,
o extraidas de otro modo, e investigadas, por ejemplo en un espectrémetro de masas.

Hay una serie de problemas que se plantean con esta técnica conocida, incluyendo el de la lentitud de la separacion,
lo engorroso de los procedimientos mas bien ad hoc requeridos, el hecho de que se precisen muchas manipulaciones,
con la consiguiente susceptibilidad a errores sistematicos, y la imposibilidad de realizar andlisis paralelos para com-
paracion.

Un objeto del presente invento es suavizar al menos esas dificultades de la técnica anterior.

De acuerdo con un primer aspecto del invento, se proporciona un método para separar moléculas bioldgicas, que
comprende:

(a) aplicar un primer campo eléctrico a las moléculas para hacer que éstas migren, en un canal de enfoque lineal
comun, hacia sus respectivos puntos de equilibrio isoeléctrico, para producir una separacion isoeléctrica lineal;

(b) cambiar el estado electroforético de las moléculas; y

(c) aplicar un segundo campo eléctrico a la separacion isoeléctrica en una direccién a lo largo de la separacion
isoeléctrica para hacer que las moléculas migren y se separen en un canal de separacion lineal comun.

De acuerdo con un segundo aspecto, se proporciona un aparato para separar moléculas bioldgicas, que comprende:

(a) un canal de enfoque lineal dispuesto, cuando se aplica un primer campo eléctrico a lo largo de la longitud del
canal, para hacer que las moléculas migren hacia sus respetivos puntos de equilibrio isoeléctrico, para producir una
separacidn isoeléctrica lineal; y

(b) un canal de separacién lineal comun en el cual las moléculas migran cuando se aplica un segundo campo
eléctrico a la separacion isoeléctrica en una direccion a lo largo de la separacién isoeléctrica.

Con el aparato y el método del presente invento, se pueden llevar a cabo separaciones precisas y rapidas, esencial-
mente en una dimension, sin que para ello se requiera el uso de geles bidimensionales como en la técnica anterior.
Esto proporciona una serie de ventajas, concretamente la posibilidad de reconocimiento de un patrén mejorado y mas
simple, que puede ser efectuado en tiempo real. Esto, a su vez, permite la posibilidad, en ciertas realizaciones, de
recoger colectivamente las proteinas u otras moléculas de interés usando un conmutador rapido de alto voltaje, por
ejemplo aplicado en una bifurcacién o en una polifurcacién en el canal de separacién. Esto permite el facil aislamiento
de una molécula dada después de que haya sido reconocida por el software.

El uso de un sistema se separacion esencialmente unidimensional, que permita en algunas realizaciones la medi-
cion simultdnea tanto de la relacién de carga/masa molecular como también el punto de equilibro isoeléctrico, permite
la posibilidad de usar miiltiples canales en paralelo. Esto proporciona la capacidad para llevar a cabo estudios compa-
rativos en tiempo real, algo que ha sido dificil o imposible con las técnicas anteriores.

El canal de enfoque primero o isoeléctrico puede ser realizado en una serie de formas. Es esencialmente un canal
lineal, que puede ser recto o curvado. Como posibles realizaciones se incluyen una tira o longitud alargada de material
de enfoque isoeléctrico, por ejemplo de un gel que tenga un gradiente del pH previamente definido. Como alternativa,
el canal puede ser definido por un canal, estria o tinel que haya sido cortado, desarrollado o formado de otro modo en
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un chip. El canal incluird, tipicamente, algtin gel de enfoque isoeléctrico que tenga un gradiente del pH previamente
definido.

El canal de separacién es también, esencialmente, un canal lineal que puede ser curvado o recto. Puede estar
definido, por ejemplo, por un capilar o por un canal, estria o tinel cortado, desarrollado o formado de otro modo en
un chip. Tipicamente, el canal contendré un gel de electroforesis, normalmente sin gradiente del pH.

El invento se extiende a cualquier combinacidon compatible de diferentes caracteristicas descritas o representadas en
relacion con las diferentes realizaciones. Se extiende, ademds, a cualquier combinacién compatible de caracteristicas
o conceptos establecidos en la introduccidn o a los que se haga referencia en cualquiera de las reivindicaciones.

El presente invento puede ser puesto en practica de una serie de formas y se describirdn a continuacién varias
realizaciones especificas, a modo de ejemplos, con referencia a los dibujos que se acompanan, en los cuales:

La Figura 1 representa una primera realizacion del invento;

La Figura 2 representa una segunda realizacion;

La Figura 3 ilustra la forma en que pueden moverse las proteinas desde el canal de enfoque al canal de separacidn;
La Figura 4 representa el mecanismo de transferencia en un sistema de un solo chip;

La Figura 5(a) representa la topologia del chip en una realizacién con multiples canales;

La Figura 5(b) representa la fase de separacion isoeléctrica;

La Figura 5(c) representa la fase de insercion electroforética;

La Figura 5(d) representa la fase de separacion electroforética;

La Figura 6 representa todavia otra realizacidn, en la que se hace uso de tres canales; y

La Figura 7 representa el sistema de recogida molecular preferido.

Pasando en primer lugar a la Figura 1, se ha representado en ella una primera realizacién del invento, en la cual,
como en todas las realizaciones, se consigue la separaciéon molecular esencialmente en una dimensién, en vez en las
dos de la técnica anterior. El dispositivo representado comprende un chip 10 de PDMS (polidimetil siloxano), silicio,
zafiro, diamante, o alguna combinacién de éstos. Sobre o dentro del chip hay un microcanal indicado en general como
12. La anchura del canal puede ser desde una fraccion de micrémetro hasta cientos de micrometros, y su profundidad
desde una fraccion de micrometro hasta miles de micrémetros. En la realizacidn preferida, sin embargo, el microcanal
tiene aproximadamente 50 micrémetros de anchura, y aproximadamente 500 micrémetros de profundidad.

El canal estd dividido en dos partes, a saber: la seccion de enfoque, indicada en general en 14, y una seccion de

separacién indicada en general en 16. El canal 12 contiene un gel electroforético. Este tiene, preferiblemente, un pH
uniforme en toda la seccién de separacion 16, y un pH variable en la seccién de enfoque. Es preferible que no haya
discontinuidad en el limite entre la seccién de enfoque y la seccién de separacion. Para facilidad de funcionamiento,
se prefiere que el gradiente del pH dentro de la seccidon de enfoque 14 sea lineal, aunque esto no es esencial. Las
longitudes relativas de la seccién de enfoque y de la seccion de separacion pueden elegirse de acuerdo con la tarea de
separacion de que se trate.

Se introduce en el extremo de la seccién de enfoque 14 una muestra de la proteina a ser separada, y se permite que
las moléculas establezcan sus puntos de equilibrio bajo la influencia de un campo eléctrico moderado, generado por
aplicacién de una diferencia de potencial entre los electrodos 18, 20 en uno y otro extremo de la seccién de enfoque.
Las proteinas mdviles son reproducidas en imagen (por ejemplo, seguidas bajo el microscopio) hasta que lleguen a
sus puntos de equilibrio 13. En esos puntos, las moléculas son, por definicidn, eléctricamente neutras con respecto al
ambiente que las rodea.

Con objeto de permitir que las moléculas se muevan entonces entrando en la seccién de separacién 16, se debe
cambiar su estado electroforético (ya que de otro modo las proteinas no se moverian). Esto puede conseguirse desna-
turalizando las proteinas (por ejemplo, por calentamiento o por aplicacién de un lavado con un detergente tal como el
SDS). Tipicamente, el detergente estard ya presente en la seccién de separacion 16 -para asegurar que las moléculas
permanezcan en su estado desnaturalizado durante la fase de separacién- de modo que la adicién de un detergente
similar a la seccion de enfoque 14 no origine ninguna dificultad particular. Como alternativa, o ademds, puede ser
destruido el gradiente del pH dentro de la seccion de enfoque. En otra realizacién (no representada) puede haber un
solo cuerpo de gel, parte del cual tenga un gradiente del pH y parte del cual no lo tenga, actuando esta tltima parte
como el canal de separacion.
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Una vez que se haya restituido la movilidad electroforética a las proteinas enfocadas, se establece un alto voltaje
entre el electrodo 18, al principio de la seccién de enfoque, y otro electrodo 22, al final de la seccién de separacion.
Esto hace que las proteinas se muevan a lo largo del canal con una velocidad proporcional a su relacién de carga/masa.

Se pueden usar sistemas convencionales para reproducir en imagen las proteinas separadas resultantes, una vez
que se haya permitido que continde la electroforesis durante un tiempo suficiente. Las bandas resultantes pueden ser,
por ejemplo, fotografiadas y medidas, ya sea automética o ya sea manualmente. Como alternativa, detectores fijos
23 alo largo de la longitud de la seccién de separacion pueden seguir las bandas al moverse a lo largo, permitiendo
que las bandas sean identificadas en tiempo real. Preferiblemente, las bandas son reproducidas en imagen usando las
técnicas de reproduccién en imagen intrinsecamente libres de etiquetas, descritas en nuestra Solicitud de Patente WO-
A-9635945, en la cual se describe la deteccién de los componentes de separacion en un canal de separacién, usando
su absorcién de UV intrinseca.

Al final de la fase de separacidn, las proteinas han sido separadas/identificadas, tanto por su peso molecular (deter-
minado por la velocidad de movimiento durante la fase de separacién, o por la posicién que una banda particular haya
alcanzado después de un tiempo conocido) y también su punto isoeléctrico (basado en cada “posicion de partida” de
la molécula para la fase de separacidn, es decir, su punto de equilibrio isoeléctrico dentro de la seccién de enfoque).
Tanto la relacién de carga/masa como el punto isoeléctrico, pueden ser extraidos de las mediciones tomadas sobre las
bandas moleculares al pasar éstas por debajo de la seccién de separacion: véanse, por ejemplo, nuestras Solicitudes de
Patente PCT/GB01/03281, PCT/GB01/03275, PCT/GB01/03286, en las cuales se describe un método para analizar
componentes de tapones de muestra inyectados en un canal de separacion en diferentes lugares o en diferentes mo-
mentos, como los componentes separados en el canal de separacion. El método comporta deducir un mapa de espacio-
tiempo a partir de las sefiales detectadas en multiples lugares, que permita que los componentes de un tapén de muestra
dado sean identificados por un vértice comun de sus trayectorias en el mapa de espacio-tiempo.

La Figura 1 representa una transferencia “en serie” de la seccién de enfoque a la seccién de separacion, o dicho
en otras palabras, una disposicién en la cual el canal de enfoque estd contiguo, extremo con extremo, al canal de
separacion, de modo que las moléculas que salen por el extremo del canal de enfoque se mueven pasando directamente
al comienzo del canal de separacion.

La matriz de sensores 23 detecta las bandas de moléculas en movimiento, en tiempo real, a medida que van
pasando a lo largo de la seccidén de separacion. Puesto que es conocida la posicién de cada uno de estos sensores,
y es también conocido el tiempo que invierte cada banda en llegar a un sensor respectivo, se puede determinar la
velocidad de cada banda. Puesto que la velocidad es proporcional a la relacién de carga/masa, el conocimiento de
la velocidad hace posible determinar la relacion, y por consiguiente el peso molecular, de las moléculas. Tomando
medidas de temporizacién para cada una de las bandas en una diversidad de diferentes sensores, se puede “retroceder
al vértice” como se describe en nuestra Solicitud de PCT: PCT/GB01/03286, para determinar el punto de partida para
cada banda, o dicho en otras palabras, el punto de enfoque isoeléctrico de cada banda dentro de la seccién de enfoque
14. La captacién y el andlisis de los datos se llevan a cabo en tiempo real mediante un sistema de ordenador asociado
(no representado).

La Figura 2 representa una realizacién alternativa, en la cual las moléculas enfocadas son transferidas lateralmente
desde la seccion de enfoque al principio de la seccién de separacion.

En la Figura 2 se ha representado un chip 24 que tiene un canal de separacién 26 del patrén de lineas. El principio
del canal de separacién define una parte de carga de canal 28 que estd dispuesta para tener situada préxima a la
misma una tira 30 de enfoque isoeléctrico, que se puede encontrar en el comercio, que tiene un gradiente del pH
previamente definido a lo largo de su longitud. En uso, se colocan las moléculas a ser separadas sobre la tira, y se
permite que migren a sus posiciones de equilibrio bajo la influencia de un campo eléctrico (no representado). Una vez
que se ha conseguido el equilibrio, se retira la tira del campo y se coloca sobre el chip adyacente a la seccidon de carga
28. Las moléculas enfocadas son entonces transferidas lateralmente sobre la seccién de carga, y puede tener lugar la
electroforesis del modo normal, alo largo de la seccidn de separacién 26.

La transferencia de las moléculas desde la tira de enfoque a la seccién de carga puede realizarse de una diversidad
de formas. Como se ve mejor en la Figura 3, las moléculas pueden ser movidas lateralmente por electroforesis, sim-
plemente aplicando para ello un campo de impulsos coros en la direccién de la flecha 32. Como alternativa, se pueden
transferir las moléculas a su través por lavado y/o secado.

Como antes, con objeto de permitir movimiento de las moléculas dentro de la seccién de separacién, se ha de
cambiar el estado de electroforesis de las moléculas. Esto podria hacerse como se ha descrito en lo que antecede.
Como alternativa, si hay presente suficiente detergente (tal como el SDS) dentro de la parte de carga 28, ese puede ser,
por si solo, suficiente para desnaturalizar las proteinas. También se pueden otras técnicas para conseguir ese resultado.

Exactamente de la misma forma que en la primera realizacion, las proteinas son reproducidas en imagen a medida
que se van separando a lo largo de la seccién de separacion 26. Los pesos moleculares de las proteinas son establecidos
midiendo para ello la velocidad en una multitud de puntos, y se reconstruyen mediante una, o una combinacién, de
las técnicas antes mencionadas. Se usa después el algoritmo PCT/GB01/03286 para establecer desde donde empiezan
las proteinas dentro de la seccidn de carga 28. Obtenemos asi la velocidad de las proteinas, que es una medida de su
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peso molecular, y también el punto de partida, el cual es una medida del potencial isoeléctrico en el cual encontrd
originalmente el equilibrio la proteina.

En la Figura 4 se ha representado esquemadticamente un mecanismo de transferencia lateralmente, bastante similar
pero esta vez realizado en un solo chip. Aqui, una seccién de carga 34 de un canal de separacién 36 estd dispuesta
adyacente a un canal de enfoque corto 38, el cual contiene un gel que tiene un pH que varia alo largo de su longitud.
Se carga primero dentro del canal de enfoque 38 una muestra de las moléculas a ser separadas, y se permite que las
moléculas se muevan yendo a sus posiciones de equilibrio bajo la influencia de un campo eléctrico generado por una
diferencia de potencial aplicada entre los electrodos 40, 42. Una vez logrado el equilibrio, se mueven lateralmente las
moléculas al canal de separacién mediante un impulso de voltaje aplicado a los electrodos laterales 44, 46. Se aplica
después un voltaje de separacion entre los electrodos de separacion 48, 50, que hace que las moléculas migren bajando
por el canal de separacién 36 hacia el electrodo 50. Al igual que antes, puede haber necesidad de un paso intermedio
para cambiar el estado electroforético de las moléculas, para asegurar que las mismas se muevan a lo largo del canal
de separacion.

En realizaciones alternativas, puede ser conveniente replicar los canales de separaciéon numerosas veces en un solo
chip, de modo que se puedan llevar a cabo multiples separaciones en paralelo. Esto proporciona una produccién mucho
mayor, y también permite comparaciones directas de dos o de muchas muestras. Por ejemplo, una muestra podria ser
la de un paciente con sospecha de cdncer, la otra una muestra como punto de referencia. O bien, una podria ser una
muestra moderada con droga, y otra la de punto de referencia. Andlogamente, se pueden estudiar los cambios relativos
inducidos por los cambios en un régimen farmacogenético dado. En un chip tipico de 40 mm x 40 mm, podria haber,
por ejemplo, 128 de tales canales, siendo tanto la anchura de canal para el canal electroforético (seccién de separacion)
como la del canal isoeléctrico (seccién de enfoque), ambas de 50 micrémetros en sentido transversal.

En la Figura 5(a) se ha representado una realizacion especifica que sirve de ejemplo de este tipo, en la cual tanto
la seccién de enfoque como la seccién de separacion estdn contenidas en un solo chip. Se comprenderd, sin embargo,
que tanto la realizacién de la Figura 1 como la realizacion de la Figura 2 podrian ser también fabricadas con mdltiples
microcanales paralelos.

En la Figura 5, se han usado niimeros de referencia idénticos a los que se usaron en la Figura 4. En consecuencia,
las areas moteadas 48, 50 representan los electrodos de electroforesis, con los nimeros 44, 46 para los electrodos
laterales (los electrodos 40, 42 usados para crear el equilibrio isoeléctrico no se han representado). La referencia 38
designa el microcanal de enfoque, con su gel isoeléctrico graduado, y la 34 el microcanal de separacién adyacente
con su gel de electroforesis. Como alternativa, puede haber un solo microcanal en el chip para cada uno, con parte
del microcanal ocupada con gel que tiene un gradiente de pH y una parte adyacente con gel que no tiene gradiente
del pH, formando esta dltima, por supuesto, el canal de separacién. Las moléculas son entonces simplemente movidas
lateralmente de una parte del gel a la otra.

Como se ha ilustrado en la Figura 5(b), en primer lugar se insertan las proteinas 52 dentro del microcanal de
enfoque 38, y se permite que alcancen el equilibrio mientras se aplica una diferencia de potencial entre los electrodos
40, 42 (Figura 4).

A continuacién, como se ha ilustrado en la Figura 5(c), al alcanzar las bandas de proteina el equilibrio, se aplica el
voltaje a través de los electrodos laterales 44, 46, para mover las proteinas lateralmente al interior del microcanal de
separacion 34.

Finalmente, como se ha representado en la Figura 5(d), se aplica un voltaje a través de los electrodos de electrofo-
resis, que hace que las proteinas migren a lo largo de los canales de separacion, donde son seguidas y reproducidas en
imagen (no representado).

En las realizaciones de ya sean de un dnico canal o ya sean de miiltiples canales, se puede llevar a cabo el recono-
cimiento del patrén en tiempo real, siendo recogidas automaticamente las moléculas seleccionadas al final del canal
de separacion, de acuerdo con los resultados del andlisis. Esto se puede conseguir, preferiblemente, proporcionando
un extremo bifurcado en uno o en todos los canales de separacidn, como se ha ilustrado en la Figura 7, siendo recogi-
das las muestras seleccionadas por medio de un conmutador de alto voltaje que es hecho actuar automaticamente, de
acuerdo con los resultados del procedimiento de andlisis que estd siendo llevado a cabo en tiempo real.

En la Figura 7 se ha representado esquemadticamente el mecanismo de recogida preferido. La parte extrema 60
del microcanal de separacion estd bifurcada, e incluye un primer camino 64 y un segundo camino 66. Cuando una
banda particular que haya de ser recogida llega a la bifurcacion, desplazdndose en la direccién de la flecha 62, se
aplica un alto voltaje de recogida entre los electrodos 70 y 72, paras hacer que las moléculas pasen bajando por el
interior del canal 66. Una vez que se haya recogido la muestra requerida, se conmuta el voltaje de recogida a través
de los electrodos 68 y 70, haciendo con ello que todas las moléculas siguientes pasen bajando por el canal 64. Puede
entonces aislarse en tiempo real una proteina de muestra dada, de interés, después del reconocimiento automadtico por
el software.

Los conceptos generales antes considerados pueden ser generalizados al uso de mds de un canal de separacion.
Por ejemplo, como se ha ilustrado en la Figura 6, las moléculas 79 para separacion se colocan inicialmente en un
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primer canal 80, y se permite que se separen. Una vez que se haya completado la separacion en ese canal, se mueven
las moléculas atravesando a un segundo canal 82, moviéndose entonces las moléculas en ese canal. Finalmente, se
mueven las moléculas atravesando a un tercer canal 84, donde se repite el proceso. La posicién y/o la velocidad
de las moléculas dentro de los canales 80, 82, 84 pueden detectarse en tiempo real mediante los detectores 86. Por
supuesto, podrian contemplarse mds canales. Los mecanismos mediante los cuales se mueven las moléculas dentro
de los canales individuales seran tipicamente diferentes, para permitir un estudio independiente de varios aspectos
de la configuracién o de la estructura molecular. Los pueden diferir en una diversidad de formas, de acuerdo con
las separaciones requeridas o con los aspectos moleculares que estén siendo estudiados. Como caracteristicas de los
canales que difieren, se podrian incluir: los campos eléctricos, los campos magnéticos, los gradientes del pH, los
gradientes de la concentraciéon quimica, los gradientes de la temperatura, los gradientes de la densidad, etc. Esto
permite usar varias propiedades diferentes de las moléculas, para permitir una selectividad y una resolucién todavia
mayores.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para separar moléculas bioldgicas, que comprende:

(a) aplicar un primer campo eléctrico a las moléculas para hacer que éstas migren, en un canal de enfoque lineal
comtn, hacia sus respectivos puntos de equilibrio isoeléctrico, para producir una separacion isoeléctrica lineal;

(b) cambiar el estado electroforético de las moléculas; y

(c) aplicar un segundo campo eléctrico a la separacidn isoeléctrica en una direccion a lo largo de la separacién
isoeléctrica, para hacer que las moléculas migren y se separen en un canal de separacién lineal comun.

2. Un método segun la reivindicacidn 1, en el cual el canal de enfoque es adyacente a por lo menos una parte inicial
del canal de separacion.

3. Un método segun la reivindicacion 1, en el cual el canal de enfoque es contiguo, extremo con extremo, al canal
de separacion, de modo que las moléculas que salen por el extremo del canal de enfoque se mueven entrando por el
comienzo del canal de separacion.

4. Un método seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual se cambia el estado electroforé-
tico de las moléculas por desnaturalizacion.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual se cambia el estado elfito de las
moléculas por exposicién de las mismas a un detergente.

6. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que se cambia el estado electroforético de
las moléculas por calentamiento.

7. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que incluye medir o determinar la veloci-
dad de las moléculas al migrar éstas en el canal de separacion.

8. Un método segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que incluye determinar, a partir del movimiento
de las moléculas dentro del canal de separacion, sus respectivas relaciones de carga/masa y puntos de equilibrio
isoeléctrico.

9. Un método segtin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que incluye analizar el movimiento de las
moléculas en el canal de separacion y recoger automaticamente una muestra de las moléculas de interés, dependiendo
del resultado del andlisis.

10. Un método segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el cual las moléculas son proteinas.

11. Aparato para separar moléculas bioldgicas, que comprende:

(a) un canal de enfoque lineal (14, 30, 38, 80) dispuesto para, cuando se aplica un primer campo eléctrico a lo largo
de la longitud del canal, hacer que las moléculas migren hacia sus respectivos puntos de equilibrio isoeléctrico, para

producir una separacién isoeléctrica lineal; y

(b) un canal de separacién lineal comiin (16, 26, 36, 82), en el cual migran las moléculas cuando se aplica un
segundo campo eléctrico a la separacién isoeléctrica en una direccién a lo largo de la separacién isoeléctrica.

12. Aparato segun la reivindicacién 11, en el cual el canal de enfoque (30, 38, 80) esta dispuesto adyacente a por
lo menos una parte inicial (28, 34) del canal de separacién (26, 36, 82).

13. Aparato segun la reivindicacién 12, que incluye medios de transferencia para transferir las moléculas lateral-
mente desde el canal de enfoque al canal de separacion.

14. Aparato segtin la reivindicacion 13, en el cual los medios de transferencia comprenden electrodos (44, 46) para
crear un campo eléctrico.

15. Aparato segtn la reivindicacion 13, en el cual los medios de transferencia comprenden medios de secador.
16. Aparato segin la reivindicacién 11, en el cual el canal de enfoque (14) es contiguo, extremo con extremo,
al canal de separacién (16), de modo que las moléculas que salen por el extremo del canal de enfoque se mueven

entrando por el comienzo del canal de separacion.

17. Aparato segin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 16, en el cual el aparato incluye un chip (10), estando
definido el canal de separacién por un canal en el chip.
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18. Aparato segtn la reivindicacién 17, en el cual el canal de enfoque estd también definido por un canal en el
chips (10).

19. Aparato segtin la reivindicacion 17, en el cual el canal de enfoque estd definido por una tira de enfoque isoe-
1éctrico (30).

20. Aparato segun una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19, que incluye medios (23) para medir o determinar
la velocidad de las moléculas al migrar éstas a lo largo del canal de separacion.

21. Aparato segin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19, que incluye medios para determinar, a partir
del movimiento de las moléculas dentro del canal de separacion, sus respectivas relaciones de carga/masa y puntos de
equilibrio isoeléctrico.

22. Aparato segtin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 19, que incluye medios para analizar el movimiento
de las moléculas a lo largo del canal de separacion, y medios (66, 68, 70) para recoger automdticamente una muestra
de las moléculas de interés.

23. Aparato segtin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 22, que incluye una pluralidad de canales de separa-
cién lineal adyacentes (34).

24. Aparato segun la reivindicacién 23, que incluye una pluralidad correspondiente de canales de enfoque lineal
adyacentes (38).

25. Aparato segun la reivindicacién 11, que incluye una pluralidad de canales de enfoque (38) y una pluralidad
correspondiente de canales de separacion adyacentes (34), contenidos todos en un solo chip.

26. Aparato segtn la reivindicacién 25, que incluye electrodos laterales primero y segundo (44, 46) para generar
un campo eléctrico para transferir simultdneamente las moléculas en cada canal de enfoque lateralmente adentro de
un canal de separacién adyacente correspondiente.

27. Aparato segun la reivindicacién 12, que incluye un canal de separacién mds (84) adyacente al citado canal de
separacion (82).

28. Aparato segun la reivindicacion 12, en el cual el canal de enfoque y el canal de separacion estdn dispuestos
sobre un gel comtn.

29. Un método segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el cual el segundo campo eléctrico se
extiende en toda la longitud de la separacion isoeléctrica.

30. Aparato segin una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 28, en el cual el segundo campo eléctrico se extiende
en toda la longitud de la separacién isoeléctrica.
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