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DESCRIPCION

Método y aparato para producir microconjun-
tos de muestras bioldgicas.
Campo del invento

Este invento se refiere a un método y a un
aparato para producir microconjuntos de mues-
tras biolégicas para andlisis de exploracién a gran
escala, tales como conjuntos de muestras de ADN
que se han de utilizar en anélisis de hibridacién de
ADN para aplicaciones de investigacién genética
y de diagnostico.
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Antecedentes del invento

Actualmente se encuentran disponibles una
diversidad de métodos para producir conjuntos
de macromoléculas bioldgicas, tales como conjun-
tos de moléculas de acidos nucleicos o proteinas.
Un método para producir conjuntos ordenados
de ADN sobre una membrana porosa es un enfo-
que de “borrones de puntos = dot blot’. En este
método, un multiple distribuidor en vacio trans-
fiere una pluralidad, p. ej. de 96 muestras acuo-
sas de ADN desde pocillos con un didmetro de 3
milimetros a una membrana porosa. Una variante
corriente de este procedimiento es un método de
“borrones de rendijas = slot-blot”, en el que los
pocillos tienen unas formas ovaladas muy alarga-
das.

El ADN es inmovilizado sobre la membrana
porosa cociendo la membrana o exponiéndola a

radiaciéon de UV. Este es un procedimiento ma-
nual que resulta préactico para producir una agru-
pacién de una sola vez y estd usualmente limi-
tado a 96 muestras por conjunto. Por lo tanto,
los procedimientos de “borrones de puntos” son
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inadecuados para aplicaciones en las cuales han
de determinarse muchos millares de muestras.

Una técnica mas eficaz, empleada para produ-
cir conjuntos ordenados de fragmentos gendmicos,
utiliza un conjunto de alfileres sumergidos en los
pocillos, p. ej. en los 96 pocillos de una placa
de microtitulacién, para transferir un conjunto
muestras a un substrato, tal como una membrana
porosa. Un conjunto incluye alfileres que estan
disenadas para motear una membrana de una ma-
nera escalonada, para crear un conjunto de 9.216
motas en una zona de 22 x 22 cm (Lehrach, y
colaboradores, 1990). Una limitacién que se pre-
senta con este enfoque consiste en que el volumen
de ADN moteado en cada pixel (elemento de ima-
gen) de cada conjunto es muy variable. Ademds,
el nimero de conjuntos que se pueden producir
con cada inmersién es usualmente bastante pe-
queno.

Un método alternativo para crear conjuntos
ordenados de secuencias de acidos nucleicos ha
sido descrito por Pirrung y colaboradores (1992),
y también por Fodor y colaboradores (1991). El
método implica sintetizar diferentes secuencias de
acidos nucleicos en diferentes regiones discretas de
un soporte. Este método emplea complicados es-
quemas de sintesis, y estd limitado generalmente
a una muestra de un acido nucleico relativamente
corto, p. ej. menor que 20 bases. Un método
relacionado ha sido descrito por Southern y cola-
boradores (1992).

Khrapko y colaboradores (1991) describen un
método para producir una matriz de oligonu-
cleétido moteando (aplicando en motas) un ADN
sobre una delgada capa de poliacrilamida. El mo-
teado (la aplicacién de motas) se hace manual-
mente con una micropipeta.

Ninguno de los métodos o dispositivos descri-
tos en la técnica anterior estd disenado para la
produccién a gran escala de microconjuntos, ca-
racterizados por (i) un gran ntmero de regiones
de analisis dimensionadas en micrémetros, sepa-
radas por una distancia de 50-200 micrémetros
o menos, y (ii) una cantidad bien definida, tipi-
camente en el margen de los picomoles, de un
analito asociado con cada regién del conjunto.

Ademads, la tecnologia actual se dirige a la rea-
lizacién de tales andlisis de una sola vez para un
unico conjunto de moléculas de ADN. Por ejem-
plo, el método mas corriente de realizar hibrida-
ciones de ADN en conjuntos moteados sobre una
membrana porosa implica cerrar herméticamente
la membrana en una bolsa de material plastico
(Maniatis y colaboradores, 1989) o un cilindro
de vidrio giratorio (Robbins Scientific) estando
la sonda de hibridacion marcada dentro de la
camara herméticamente cerrada. Para conjun-
tos producidos sobre superficies no porosas, tal
como un portaobjetos de microscopio, cada con-
junto es incubado con la sonda de hibridacién
marcada cerrada herméticamente bajo un cu-
breobjetos. Estas técnicas requieren una camara
herméticamente cerrada por separado para cada
conjunto, lo cual hace que la exploracién y la ma-
nipulacién de muchos de estos conjuntos resulten
inconvenientes y consuman mucho tiempo.

Abouzied y colaboradores (1994) describen
un método para imprimir lineas horizontales de
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anticuerpos sobre una membrana de nitrocelulo-
sa y separar regiones de la membrana con fran-
jas verticales de un material hidréfobo. Luego,
cada franja vertical se hace reaccionar con un
antigeno diferente y se detecta la reaccién entre
el anticuerpo inmovilizado y un antigeno utili-
zando una técnica colorimétrica ELISA normali-
zada. La técnica de Abouzied hace posible explo-
rar muchos conjuntos unidimensionales de modo
simultdneo sobre una tnica ldmina de nitroce-
lulosa. Abouzied hace a la nitrocelulosa algo
hidréfoba utilizando una linea trazada con el esti-
lete PAP Pen (Research Products International).
Sin embargo, Abouzied no describe ninguna tec-
nologia que sea capaz de obturar por completo los
poros de la nitrocelulosa. Los poros de la nitro-
celulosa estan todavia fisicamente abiertos y de
este modo los reactivos para el analisis se pueden
derramar a través de la barrera hidréfoba durante
prolongadas incubaciones a altas temperaturas o
en presencia de detergentes, lo cual hace que la
técnica de Abouzied sea inaceptable para analisis
de hibridacién de ADN.

Existen membranas porosas con disenos im-
presos de regiones hidréfilas/hidréfobas para apli-
caciones tales como conjuntos ordenados de colo-
nias de bacterias. La entidad QA Life Sciences
(San Diego CA) produce tal membrana con un
diseno de rejilla impreso sobre ella. Sin embargo,
esta membrana tiene la misma desventaja que la
técnica de Abouzied, puesto los que los reacti-
vos pueden todavia circular entre los conjuntos
enrejillados haciéndolos inttiles para analisis de
hibridacién de ADN por separado.

La entidad Pall Corporation produce una
placa de 96 pocillos con un filtro poroso termo-
sellado al fondo de la placa. Estas placas son
capaces de contener diferentes reactivos en cada
pocillo sin contaminacion cruzada entre ellos. Sin
embargo, cada pocillo estd destinado a contener
solamente un elemento diana mientras que el in-
vento aqui descrito produce un microconjunto de
muchas biomoléculas en cada region subdividida
del soporte sélido. Ademds, las placas de 96 poci-
llos tienen un espesor de al menos 1 cm e impiden
el uso del dispositivo para muchos formatos de
deteccién colorimétricos, fluorescentes y radiacti-
vos, que requieren que la membrana se coloque
de modo plano contra la superficie de deteccion.
El invento aqui descrito no requiere ningun tra-
tamiento adicional después de la operacién de
analisis, puesto que los elementos de barreras son
poco profundos y no interfieren con la operacién
de deteccién, aumentando con ello en gran ma-
nera la utilidad.

La entidad Hyseq Corporation ha descrito un
método producir un “conjunto de conjuntos” so-
bre un soporte sélido no poroso para utilizarlo
en su secuenciacién por la técnica de hibridacion.
El método descrito por Hyseq implica modificar
las condiciones quimicas del material de soporte
sblido para formar un diseno de rejilla hidréfoba
en el que cada regién subdividida contiene un mi-
croconjunto de biomoléculas. El diseno hidréfobo
plano de Hyseq no utiliza el bloqueo fisico como
un medio adicional de impedir la contaminacién
cruzada.
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Sumario del invento

El invento incluye, en un aspecto, un método
de formar un microconjunto de regiones para
analisis de analitos sobre un soporte sélido, en
que cada region en el conjunto tiene una canti-
dad conocida de un reactivo seleccionado, que es
especifico para un analito. El método implica pri-
meramente cargar una solucién de un reactivo se-
leccionado, especifico para un analito, en un dis-
positivo distribuidor de reactivos, que tiene un
canal capilar alargado (i) formado por miembros
alargados, de la misma extension, distanciados
entre si, (ii) destinado a retener una cierta can-
tidad de la solucién de reactivo y (iii) que tiene
una regién de punta en la que una solucién acuosa
existente en el canal forma un menisco. El canal
estd formado preferiblemente por un par de ele-
mentos estrechados conicamente, separados entre
si.

La punta del dispositivo distribuidor es gol-
peada ligeramente contra un soporte sélido en una
posicién definida sobre la superficie del soporte
con un impulso que es eficaz para romper el me-
nisco en el canal capilar y depositar un volumen
seleccionado de solucion sobre la superficie, prefe-
riblemente un volumen seleccionado en el margen
de 0,01 a 100 nl. Las dos operaciones se repiten
hasta que se forme el conjunto deseado.

El método se puede llevar a la practica para
formar una pluralidad de tales conjuntos, en el
que la operacién de deposicién de soluciones es
aplicada a una posicién seleccionada sobre cada
uno de una pluralidad de soportes sélidos en cada
ciclo de repeticién.

El dispositivo distribuidor puede ser cargado
con una nueva solucién, por las operaciones de (i)
sumergir el canal capilar del dispositivo en una
solucién de lavado, (ii) eliminar la solucién de la-
vado arrastrada dentro del canal capilar, y (iii)
sumergir el canal capilar en la nueva solucién de
reactivo.

También se incluye en el invento un aparato
automatico para formar un microconjunto de re-
giones para andlisis de analitos sobre una plura-
lidad de soportes sélidos, en el que cada regién
en el conjunto tiene una cantidad conocida de un
reactivo seleccionado, especifico para un analito.
El aparato tiene una montura para retener, en
posiciones conocidas, una pluralidad de soportes
planos y un dispositivo distribuidor de reactivos
del tipo antes descrito, siendo el canal capilar de
costados abiertos.

El aparato incluye ademdas una estructura de
colocacion para colocar el dispositivo distribuidor
en una posicién seleccionada del conjunto con res-
pecto a un soporte en dicha montura, y una es-
tructura distribuidora para mover el dispositivo
distribuidor a aplicacién de golpeo ligero contra
un soporte con un impulso seleccionado que es efi-
caz para depositar un volumen seleccionado sobre
el soporte, p. ej. un volumen seleccionado en el
margen de volimenes de 0,01 a 100 nl.

Las estructuras de colocacién y distribucién
son controladas por una unidad de control exis-
tente en el aparato. La unidad funciona para (i)
colocar el dispositivo distribuidor en un puesto de
carga, (ii) mover el canal capilar existente en el
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dispositivo dentro de un reactivo seleccionado en
el puesto de carga, para cargar el dispositivo dis-
tribuidor con el reactivo, y (iii) distribuir el reac-
tivo en una posicién definida del conjunto sobre
cada uno de los soportes de dicha montura. La
unidad puede trabajar adicionalmente, al final de
un ciclo de distribucion, para lavar el dispositivo
de distribucién (i) colocando el dispositivo distri-
buidor en un puesto de lavado, (ii) moviendo el
canal capilar existente en el dispositivo dentro de
un fluido de lavado, para cargar el dispositivo dis-
tribuidor con el fluido, y (iii) eliminando el fluido
de lavado antes de cargar el dispositivo distribui-
dor con un reactivo seleccionado de nueva apor-
tacién.

El dispositivo distribuidor existente en el apa-
rato puede ser uno cualquiera entre una plura-
lidad de tales dispositivos que estan soportados
sobre el brazo para distribuir diferentes reactivos
de anélisis de analitos en posiciones separadas se-
leccionadas del conjunto.

En otro aspecto, el invento incluye un subs-
trato con una superficie que tiene un micro-
conjunto de al menos 103 biopolimeros polinu-
cleotidicos distintos en un drea de superficie me-
nor que aproximadamente 1 cm2. Cada bio-
polimero distinto (i) estd dispuesto en una po-
sicién definida, por separado, en dicho conjunto,
(ii) tiene una longitud de al menos 50 subunida-
des, y (iii) estd presente en una cantidad definida
entre aproximadamente 0,1 femtomoles y 100 na-
nomoles.

En una realizacién, la superficie es una super-
ficie de portaobjetos de vidrio revestida con un
polimero policatiénico, tal como polilisina, y los
biopolimeros son polinucle6tidos con una longi-
tud de al menos 50 subunidades. En otra rea-
lizacién, este substrato tiene un respaldo imper-
meable al agua, una pelicula permeable al agua
formada sobre el respaldo, y una rejilla formada
sobre la pelicula. La rejilla se compone de ele-
mentos de rejilla intersecantes, impermeables al
agua, que se extienden desde dicho respaldo hasta
posiciones resaltadas sobre la superficie de dicha
pelicula, y que subdividen a la pelicula en una
pluralidad de celdillas impermeables al agua. Un
conjunto de biopolimeros es formado dentro de
cada pocillo.

Este substrato estd previsto para utilizarse en
detectar la unién de polinucleétidos marcados a
uno o méas de una pluralidad de polinucleétidos
inmovilizados de diferentes secuencias. Este subs-
trato incluye, en un aspecto, un soporte de vidrio,
un revestimiento de un polimero policatiénico, tal
como polilisina, sobre dicha superficie de soporte,
y un conjunto de polinucledtidos distintos unidos
electrostaticamente por enlaces no covalentes a
dicho revestimiento, en que cada uno de los bio-
polimeros distintos estd dispuesto en una posicién
definida separada en un conjunto superficial de
polinucleétidos.

En otro aspecto, este substrato incluye un res-
paldo impermeable al agua, una pelicula permea-
ble al agua formada sobre el respaldo, y una re-
jilla formada sobre la pelicula, en que la rejilla
se compone de elementos de rejilla intersecantes,
impermeables al agua, que se extienden desde el
respaldo a posiciones resaltadas sobre la superfi-
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cie de la pelicula, formando una pluralidad de cel-
dillas. Un conjunto de biopolimeros es formado
dentro de cada celdilla.

También forma parte del invento un método
para detectar la expresion diferencial de cada uno
de una pluralidad de genes de un primer tipo de
células, con respecto a la expresion de los mismos
genes en un segundo tipo de células. Para llevar
a la préactica el método, primeramente se produ-
cen ADNc’s marcados fluorescentemente a partir
de ARNm’s aislados a partir de los dos tipos de
células, en que los ADNc’s procedentes de los ti-
pos primero y segundo de células son marcados
con primeros y segundos reporteros fluorescentes
diferentes.

Una mezcla de los ADNc¢’s marcados proce-
dentes de los dos tipos de células se anade a un
conjunto de polinucleétidos con una longitud ma-
yor que 50 subunidades, que representan a una
pluralidad de genes conocidos, derivados de los
dos tipos de células, en condiciones tales que dan
como resultado la hibridacién de los ADNc¢’s con
polinucledtidos de secuencias complementarias en
el conjunto. Luego el conjunto es examinado por
fluorescencia en condiciones de excitacién de la
fluorescencia, en que (i) los polinucledtidos en
el conjunto, que estan hibridados predominante-
mente con ADNCc’s derivados de uno de los ti-
pos primero y segundo de células dan un color de
emision de fluorescencia distinto, primero o se-
gundo, respectivamente, y (ii) los pohnucleotldos
en el conjunto que estadn hibridados con nimeros
sustancialmente iguales de ADNc’s derivados de
los tipos primero y segundo de células, dan un
color de emisién de fluorescencia combinado dis-
tinto, respectivamente. La expresién relativa de
genes conocidos de los dos tipos de células se
puede determinar entonces por el color de emisién
de fluorescencia observado de cada mota.

Estos objetos y particularidades del invento
resultardn evidentes de un modo més completo
cuando la siguiente descripcion detallada del in-
vento se lea en conjuncion con las figuras anejas.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es una vista lateral de un dis-
positivo distribuidor de reactivos que tiene una
cabeza distribuidora de capilar abierto, estructu-
rada para utilizarse en una realizacién del invento;

las Figuras 2A-2C ilustran operaciones en el
suministro de un glébulo de volumen preestable-
cido sobre una superficie hidréfoba empleando la
cabeza distribuidora de la Figura 1, de acuerdo
con una realizacién del método del invento;

la Figura 3 muestra una porcién de un con-
junto bidimensional de regiones para analisis de
analitos, estructuradas de acuerdo con el método
del invento;

la Figura 4 es una vista plana que muestra
componentes de un aparato automatico para for-
mar conjuntos de acuerdo con el invento;

la Figura 5 muestra una imagen fluorescente
de un conjunto real de 20 x 20 de 400 muestras
de ADN marcadas fluorescentemente, que estan
inmovilizadas sobre un portaobjetos revestido con
poli-l-lisina, en que el area total cubierta por el
conjunto de 400 elementos es de 16 milimetros
cuadrados;

la Figura 6 es una imagen fluorescente de un
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microconjunto de 1,8 cm x 1,8 cm que contiene
clones lambda con insertos de levadura, surgiendo
la senal fluorescente de la hibridacién con el con-
junto con aproximadamente la mitad del genoma
de levadura marcada con un fluoréforo verde y
con la otra mitad marcada con un fluoréforo rojo;

la Figura 7 muestra la traduccién de la imagen
de hibridacion de la Figura 6 en un cariotipo del
genoma de levadura, en el que los elementos del
microconjunto de la Figura 6 contienen secuen-
cias de ADN de levadura que previamente han
sido cartografiadas fisicamente en el genoma de
levadura;

la Figura 8 muestra una imagen fluorescente
de un microconjunto de 0,5 cm x 0,5 cm de 24
clones de ADNgc, en el que el microconjunto se
habia hibridado simultdneamente con el ADNc
total procedente de la planta Arabidopsis de tipo
salvaje, marcada con un fluoréforo verde, y el
ADNc total procedente de una planta Arabidopsis
transgénica, marcada con un fluoréforo rojo, y la
flecha apunta hacia el clon de ADNc que repre-
senta al gen introducido en la planta Arabidopsis
transgénica;

la Figura 9 muestra una vista en planta de
un substrato que tiene un conjunto de celdillas
formadas por elementos de barrera en la forma
de una rejilla;

la Figura 10 muestra una vista en planta am-
pliada de una de las celdillas en el substrato de
la Figura 9, que muestra un conjunto de regiones
de polinucleétidos en la celdilla;

la Figura 11 es una vista en seccién ampliada
del substrato en la Figura 9, tomada a lo largo de
una linea de seccién en esa Figura; y

la Figura 12 es una imagen explorada de un
soporte sélido de nitrocelulosa de 3 cm x 3 cm
que contiene cuatro conjuntos idénticos de clo-
nes de M13 en cada uno de los cuatro cuadran-
tes, en que cada cuadrante se habia hibridado si-
multdneamente con un diferente oligonucleétido
utilizando un método de hibridacién de caras
abiertas.

Descripcion detallada del invento
I. Definiciones

A menos que se indique otra cosa distinta,
los términos seguidamente definidos tienen los si-
guientes significados:

“Ligando” se refiere a un miembro de un par
de unién entre un ligando y un anti-ligando. El
ligando puede ser, por ejemplo, una de las cade-
nas de acido nucleico en un par de unién duplex
de acido nucleico hibridado, complementario; una
molécula efectora en un par de unién entre una
efectora y una receptor; o un antigeno en un par
de unidén entre un antigeno y un anticuerpo o en-
tre un antigeno y un fragmento de anticuerpo.

“Anti-ligando” se refiere al miembro opuesto
de un par de unién entre un ligando y un anti-
ligando. El anti-ligando puede ser la otra de las
cadenas de acido nucleico en un par de unién du-
plex de &acido nucleico hibridado, complementa-
rio; la molécula receptora en un par de unién en-
tre una efectora y una receptora; o una molécula
de anticuerpo o fragmento de anticuerpo en un
par de unién entre un antigeno y un anticuerpo o
entre un antigeno y un fragmento de anticuerpo,
respectivamente.
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“Analito” o “molécula de analito” se refiere
a una molécula, tipicamente una macromolécula,
tal como un polinucleétido o polipéptido, cuya
presencia, cantidad y/o identidad se tengan que
determinar. El analito es un miembro de un par
de unién entre un ligando y un anti-ligando.

“Reactivo de andlisis especifico para un ana-
lito” se refiere a una molécula eficaz para unirse
especificamente a una molécula de un analito. El
reactivo es el miembro opuesto de un par de unién
entre un ligando y un anti-ligando.

Un “conjunto de regiones sobre un soporte
s6lido” es un conjunto lineal o bidimensional de
regiones, preferiblemente discretas, cada una de
las cuales tiene un area finita, formadas sobre la
superficie de un soporte sélido.

Un “microconjunto” es un conjunto de re-
giones que tiene una densidad de regiones dis-
cretas de al menos aproximadamente 100/cm2
y preferiblemente de al menos aproximadamente
1.000/cm2. Las regiones existentes en un micro-
conjunto tienen unas dimensiones tipicas, p. e€j.
unos didmetros, en el margen comprendido entre
aproximadamente 10 y 250 pm, y estan separadas
de otras regiones en el conjunto por aproximada-
mente la misma distancia.

Una superficie de soporte es “hidréfoba” si
una gotita de un medio acuoso, aplicada a la su-
perficie, no se desparrama sustancialmente mas
allad del tamano del drea de la gotita aplicada.
Esto quiere decir que la superficie actia para evi-
tar el desparramamiento de la gotita aplicada a la
superficie por interaccién hidréfoba con la gotita.

Un “menisco” significa una superficie concava
o convexa que se forma sobre el fondo de un
liquido en un canal como resultado de la tensién
superficial del liquido.

“Biopolimeros distintos”, tal como se aplican
a los biopolimeros que forman un microconjunto,
significan un miembro del conjunto que es dis-
tinto de otros miembros del conjunto sobre la
base de una diferente secuencia de biopolimero,
y/o de diferentes concentraciones de los mismos
o distintos biopolimeros y/o diferentes mezclas
de biopolimeros distintos o en diferente concen-
tracion. Por lo tanto, un conjunto de “polinu-
cleétidos distintos” significa un conjunto que con-
tiene, como sus miembros, (i) distintos polinu-
cle6tidos, que pueden tener una cantidad definida
de cada miembro, (ii) diferentes concentraciones
graduadas de polinucledtidos de secuencia esta-
blecida y/o (iii) mezclas de diferentes composi-
ciones de dos o més polinucleétidos distintos.

“Tipo de células” significa una célula proce-
dente de una fuente dada, p. €j. un tejido, un
organo, una célula en un estado dado de diferen-
ciacién, o una célula asociada con una patologia
o constitucién genética establecida.

II. Método de formacion de microconjuntos

Esta seccién describe un método para formar
un microconjunto de regiones para andlisis de
analitos sobre un soporte o substrato sélido, en
que cada regién en el conjunto tiene una cantidad
conocida de un reactivo seleccionado, especifico
para un analito.

La Figura 1 ilustra, en una vista parcialmente
esquematica, un dispositivo 10 distribuidor de
reactivos, util para poner en practica el método.
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El dispositivo incluye generalmente un distribui-
dor 12 de reactivos, que tiene un canal capilar
abierto alargado 14 destinado a retener una can-
tidad de la solucién de reactivo, como se indica
por 16, tal como se describird més adelante. El
canal capilar es formado por un par de miembros
alargados 12a, 12b de la misma extension, sepa-
rados entre si, que se estrechan cénicamente uno
hacia otro y convergen en una punta o regiéon de
punta 18 junto al extremo inferior del canal. De
un modo mas general, el canal abierto esta for-
mado por al menos dos miembros alargados, se-
parados entre si, destinados a retener una cierta
cantidad de soluciones de reactivos y que tienen
una regiéon de punta junto a la que la solucién
acuosa existente en el canal forma un menisco,
tal como el menisco céncavo ilustrado por 20 en
la Figura 2A. Las ventajas de la estructura de
canal abierto del distribuidor se discuten segui-
damente.

Continuando la referencia a la Figura 1, el
dispositivo distribuidor incluye también una es-
tructura para mover el distribuidor rapidamente
acercandolo a, y alejandolo de, una superficie de
soporte, para efectuar la deposicién de una can-
tidad conocida de una solucién existente en el
distribuidor sobre un soporte, como se describira
més adelante al hacer referencia a las Figuras 2A-
2C. En la realizaciéon que se muestra, esta estruc-
tura incluye un solenoide 22 que puede ser ac-
tivado para impulsar rapidamente hacia abajo a
un pistén 24 de solenoide, luego liberar el pistén,
p. €j. bajo la influencia de un resorte, a una
posicién resaltada normal, como se muestra. El
distribuidor estd soportado sobre el pistén por un
miembro de conexién 26, como se muestra. La es-
tructura en movimiento que se acaba de describir
es citada aqui también como “medios distribui-
dores para mover el distribuidor a aplicacién con
un soporte sélido, a fin de distribuir un volumen
conocido de fluido sobre el soporte”.

El dispositivo distribuidor que se acaba de
describir estd soportado por un brazo 28 que
puede ser movido o bien linealmente o en un plano
x-y para colocar el distribuidor en una posicién
seleccionada de deposicién, como se describird.

Las Figuras 2A-2C ilustran el método de de-
positar una cantidad conocida de una solucién de
reactivo en el distribuidor que se acaba de des-
cribir sobre la superficie de un soporte sélido, tal
como el soporte indicado por 30. El soporte es un
soporte de material polimero, vidrio u otro ma-
terial s6lido que tiene una superficie indicada por
31.

En una realizacién general, la superficie es una
superficie relativamente hidrdéfila, es decir humec-
table, tal como una superficie que tiene grupos
cargados nativos, combinados o enlazados cova-
lentemente. Una de tales superficies que se des-
cribe seguidamente es una superficie de vidrio que
tiene una capa absorbida de un polimero poli-
cationico, tal como poli-1-lisina.

En otra realizacién, la superficie tiene, o estéd
formada para tener, un cardcter relativamente
hidréfobo, es decir una que haga que un medio
acuoso depositado sobre la superficie se conglo-
mere en forma de un glébulo. Una diversidad de
conocidos polimeros hidréfobos, tales como po-
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liestireno, polipropileno, o polietileno, tienen de-
seadas propiedades hidréfobas, como las tienen el
vidrio y una diversidad de peliculas lubricantes o
hidréfobas de otro tipo, que se pueden aplicar a
la superficie de soporte.

Inicialmente, el distribuidor es cargado con
una solucién seleccionada de un reactivo especi-
fico para un analito, por ejemplo sumergiendo la
punta del distribuidor, después de haberla lavado,
en una solucion del reactivo, y dejandola que llene
por flujo capilar el interior del canal del distribui-
dor. Luego el distribuidor es movido hasta una
posicién seleccionada con respecto a una superfi-
cie del soporte, colocando la punta del distribui-
dor directamente por encima de la posicién de la
superficie del soporte, junto a la que se ha de de-
positar el reactivo. Este movimiento tiene lugar
con la punta del distribuidor en su posicién al-
zada, como se observa en la Figura 1, en que la
punta estd tipicamente al menos en alrededor de
1-5 mm por encima de la superficie del substrato.

Estando el distribuidor asi colocado, segui-
damente se activa el solenoide 22 para dar lu-
gar a que la punta del distribuidor se mueva
rapidamente acercandose a, y alejandose de, la su-
perficie del substrato, haciendo un contacto pro-
visional con la superficie, en realidad, golpeando
ligeramente con la punta del distribuidor contra
la superficie de soporte. El movimiento de gol-
peo ligero de la punta contra la superficie actia
rompiendo el menisco de liquido en el canal de la
punta, poniendo al liquido existente en la punta
en contacto con la superficie de soporte. Esto, a
su vez, produce una circulacién del liquido dentro
del espacio capilar entre la punta y la superficie,
actuando para arrastrar liquido fuera del canal
del distribuidor, como se ve en la Figura 2B.

La Figura 2C muestra la circulacién del fluido
desde la punta sobre la superficie del soporte, que
en este caso es una superficie hidréfoba. La figura
ilustra que el liquido continua circulando desde el
distribuidor hacia sobre la superficie del soporte
hasta que se forme un glébulo 32 de liquido. Con
un tamano dado, es decir con un volumen dado,
del glébulo, la tendencia del liquido a fluir sobre
la superficie serd equilibrada por la interaccién
superficial hidréfoba del glébulo con la superficie
del soporte, que actia limitando el drea total del
glébulo sobre la superficie, y por la tensién su-
perficial de la gotita, que tiende a producir una
curvatura dada del glébulo. En este punto, se
habra formado un volumen dado de glébulo, y la
continuacién del contacto de la punta del distri-
buidor con el glébulo, cuando esté siendo retirada
la punta del distribuidor, tendrda poco o ningin
efecto sobre el volumen del glébulo.

Al distribuir un liquido sobre una superficie
mas hidrofila, el liquido tendrd menos tendencia
a formar glébulos y el volumen distribuido sera
mas sensible al tiempo de permanencia total de
la punta del distribuidor en la inmediata vecindad
de la superficie del soporte, p. €j. las posiciones
ilustradas en las Figuras 2B y 2C.

El deseado volumen de deposicién, es decir, el
volumen de un glébulo, formado por este método,
estd preferiblemente en el margen desde 2 pl (pi-
colitros) hasta 2 nl (nanolitros), aunque se pue-
den distribuir unos volimenes tan altos como de



11 ES 2 134 481 T3 12

100 nl o més. Se apreciarad que el volumen distri-
buido seleccionado dependerd (i) de la “huella”
de la punta del distribuidor, es decir del tamano
del 4rea abarcada por la punta, (ii) de la hidrofo-
bia de la superficie del soporte, y (iii) del tiempo
de contacto con esta superficie del soporte y la
velocidad de retirada de la punta desde dicha su-
perficie del soporte. Ademsds, el tamafio de un
glébulo puede ser reducido aumentando la visco-
sidad del medio, reduciendo con ello de manera
eficaz el tiempo de circulacién del liquido desde
el distribuidor hasta sobre la superficie del so-
porte. El tamano de una gota puede ser restrin-
gido adicionalmente depositando la gota en una
region hidréfila rodeada por un diseno de rejilla
hidréfoba sobre la superficie del soporte.

En una realizacién tipica, la punta del distri-
buidor es golpeada ligera y rdpidamente contra
la superficie de soporte, con un tiempo de per-
manencia total en contacto con el soporte de me-
nos que aproximadamente 1 milisegundo (ms) y
con una velocidad de desplazamiento hacia arriba
desde la superficie de aproximadamente 10 cm/s.

Suponiendo que el glébulo que se forma al en-
trar en contacto con la superficie sea un glébulo
semiesférico, con un didmetro aproximadamente
igual a la anchura de la punta del distribuidor,
como se muestra en la Figura 2C, en la Tabla 1
siguiente se da el volumen del glébulo formado en
relacién con la anchura (d) de la punta del distri-
buidor. Como se observa, el volumen del glébulo
fluctia entre 2 pl y 2 nl segin se va aumentando la
magnitud de la anchura desde aproximadamente
20 hasta 200 pym (micrémetros).

TABLA 1
d Volumen (nl)
20 pm 2x1073
50 pm 3,1x 1072
100 pm 2,5x 1071
200 pm 2

Con un tamano dado de la punta, el volumen
de un glébulo puede ser reducido de una manera
controlada aumentando la hidrofobia de la super-
ficie, reduciendo el tiempo de contacto de la punta
con la superficie, aumentando la velocidad del
movimiento de la punta alejandose desde la su-
perficie, y/o aumentando la viscosidad del medio.
Una vez que se hayan fijado estos pardmetros, se
puede conseguir de una manera repetible un vo-
lumen seleccionado de deposiciéon en el margen
deseado desde los pl hasta los nl.

Después de haber depositado un glébulo en
un sitio seleccionado sobre un soporte, se mueve
la punta tipicamente hasta una posicién corres-
pondiente sobre un segundo soporte, se deposita
una gotita en esa posicion, y se repite este pro-
ceso hasta que una gotita liquida del reactivo haya
sido depositada en una posicién seleccionada so-
bre cada soporte de una pluralidad de ellos.

Luego, la punta se lava para eliminar el liquido
de reactivo, se carga con otro liquido de reactivo
y este reactivo se deposita seguidamente en cada
subsiguiente posicion del conjunto sobre cada uno
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de los soportes. En una realizacién, la punta se
lava y vuelve a cargar mediante las operaciones
de (i) sumergir el canal capilar del dispositivo en
una solucién de lavado, (ii) eliminar la solucién
de lavado arrastrada dentro del canal capilar, y
(iii) sumergir el canal capilar en la nueva solucién
de reactivo.

A partir de lo que antecede, se apreciard que
la punta del distribuidor de capilar abierto, si-
milar a unas tenacillas, proporciona las ventajas
de que (i) el canal abierto de la punta facilita un
lavado eficiente y rapido y el secado antes de vol-
ver a cargar la punta con un nuevo reactivo, (ii)
una accion capilar pasiva puede cargar la muestra
directamente desde una placa cldsica de micropo-
cillos, al mismo tiempo que se retenga suficiente
cantidad de muestra en el depdsito capilar abierto
para la impresién de numerosos conjuntos, (iii)
los capilares abiertos son menos propensos a obs-
truirse que los capilares cerrados, y (iv) los capila-
res abiertos no requieren una superficie de fondo
perfectamente acabada para suministrar fluidos.

Una porcién de un microconjunto 36 formado
sobre la superficie 38 de un soporte sélido 40 de
acuerdo con el método que se acaba de descri-
bir, se muestra en la Figura 3. El conjunto esta
formado por una pluralidad de regiones de reac-
tivos especificos para analitos, tales como regio-
nes 42, en que cada regién puede incluir un dife-
rente reactivo especifico para un analito. Como
antes se indica, el didmetro de cada regién esta
preferiblemente entre alrededor de 20 y 200 pm.
La distancia entre cada regién y su regién vecina
més préxima (no en sentido diagonal), medida
de centro a centro (indicada por 44) estd preferi-
blemente en el margen de aproximadamente 20-
400 pm. Asi, por ejemplo, un conjunto que tiene
una separacion de centro a centro de aproxima-
damente 250 pum contiene aproximadamente 40
regiones/cm o 1.600 regiones/cm2. Después de la
formacion del conjunto, el soporte es tratado para
evaporar el liquido de la gotita que forma cada
regién, para dejar un conjunto deseado de regio-
nes secas, relativamente planas. Esta desecacién
puede hacerse por calentamiento o en vacio.

En algunos casos, se desea primeramente vol-
ver a hidratar las gotitas que contienen los reac-
tivos para analitos con el fin de dejar mas tiempo
para la adsorcién al soporte sélido. También es
posible extender en motas los reactivos para ana-
litos en un entorno himedo de manera tal que las
gotitas no se sequen hasta que esté completa la
operacion de formacién de los conjuntos.

III. Aparato automdtico para formar conjuntos

En otro aspecto, el invento incluye un aparato
automatico para formar un conjunto de regiones
de analisis de analitos sobre un soporte solido, en
que cada regién en el conjunto tiene una cantidad
conocida de un reactivo seleccionado, especifico
para un analito.

El aparato se muestra en vista plana y par-
cialmente esquematica en la Figura 4. Un dis-
positivo distribuidor 72 existente en el aparato
tiene la estructura béasica descrita antes con res-
pecto a la Figura 1, e incluye un distribuidor 74
que tiene un canal capilar abierto que termina en
una punta, sustancialmente tal como se muestra
en las Figuras 1 y 2A-2C.



13 ES 2 134 481 T3 14

El distribuidor est4 montado en el dispositivo
para moverse acercandose a, y alejandose de, una
posicién de distribucién en la que la punta del
distribuidor golpea ligeramente una superficie del
soporte para suministrar un volumen seleccionado
de una solucién de reactivo, tal como antes se des-
cribe. Este movimiento es efectuado por un sole-
noide 76 tal como antes se describe. El solenoide
76 se encuentra bajo el control de una unidad de
control 77 cuyo funcionamiento se describird mas
adelante. El solenoide es citado también en el pre-
sente contexto como “unos medios distribuidores
para mover el dispositivo a aplicacién de golpeo
ligero con un soporte, cuando el dispositivo esta
colocado en una posiciéon definida del conjunto
con respecto a ese soporte”.

El dispositivo distribuidor estd soportado por
un brazo 74 que estd montado de manera rosca-
ble sobre un tornillo sinfin 80 propulsado (hecho
girar) en una direccién deseada por un motor 82
de accionamiento gradual, también bajo el con-
trol de la unidad 77. En su extremo izquierdo
en la figura, el tornillo 80 estd soportado por un
manguito 84 para girar en torno al eje de tornillo.
En su otro extremo, el tornillo estd montado en
el arbol de accionamiento del motor de acciona-
miento gradual, que a su vez estd soportado por
un manguito 86. El dispositivo distribuidor, el
tornillo sinfin, los dos manguitos que montan al
tornillo sinfin, y el motor de accionamiento gra-
dual, utilizado para mover el dispositivo en la di-
reccién “x” (horizontal) en la figura, forman lo
que se cita aqui colectivamente como un “con-
junto para desplazamiento” 86.

El conjunto para desplazamiento esta estruc-
turado para producir un movimiento preciso en
el margen de los micrémetros en la direccién del
tornillo, es decir a lo largo de un eje “x” en la
figura. En una modalidad, el conjunto funciona
para mover el distribuidor por incrementos en el
eje “x” que tienen una distancia seleccionada en
el margen de 5-25 yum. En otra modalidad, la uni-
dad distribuidora puede ser movida en incremen-
tos exactos en el eje “x”, de varios micrémetros
0 més, para colocar el distribuidor en posiciones
asociadas sobre soportes adyacentes, como se des-
cribird seguidamente.

El conjunto para desplazamiento, a su vez,
estd montado para movimiento en el eje “y” (ver-
tical) de la figura, para colocar el distribuidor en
una posicién seleccionada en el eje “y”. La es-
tructura que monta el conjunto incluye una vari-
lla fija 88 montada rigidamente entre un par de
barras 90, 92 del bastidor, y un tornillo sinfin 94
montado para girar entre un par de barras 96, 98
del bastidor. El tornillo sinfin es propulsado (he-
cho girar) por un motor de accionamiento gradual
100 que funciona bajo el control de la unidad 77.
El motor estd montado sobre la barra 96, como
se muestra.

La estructura que se acaba de describir, in-
clusive el tornillo sinfin 94 y el motor 100, esta
construida para producir un movimiento preciso
en el margen de los micréometros en la direccion
del tornillo, es decir a lo largo de un eje “y” en
la figura. Igual que anteriormente, la estructura
funciona en una modalidad para mover el distri-

buidor por incrementos en el eje “y” que tienen

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

una distancia seleccionada en el margen de 5-250
pm, y en una segunda modalidad, para mover el
distribuidor por incrementos exactos en el eje “y”
de varios micrémetros (um) o més, para colocar
el distribuidor en posiciones asociadas sobre so-
portes adyacentes.

El conjunto de desplazamiento y la estructura
para mover este conjunto en el eje “y” se citan
en este contexto colectivamente como “medios de
colocacion” para colocar el dispositivo distribui-
dor en una posicién seleccionada del grupo con
respecto a un soporte.

Una montura de sostén 102 existente en el
aparato funciona para sostener una pluralidad de
soportes, tal como los soportes 104 sobre los cua-
les han de ser formados por el aparato los micro-
conjuntos de regiones de reactivos. La montura
de sostén proporciona un cierto nimero de ra-
nuras rebajadas, tales como la ranura 106, que
reciben a los soportes, y las coloca en posiciones
seleccionadas exactas con respecto a las barras
del bastidor en las que estdn montados los me-
dios para movimiento del distribuidor.

Como antes se senala, la unidad de control en
el dispositivo funciona para accionar a los dos mo-
tores de accionamiento gradual y al solenoide del
distribuidor en una secuencia disenada para un
funcionamiento automatico del aparato a fin de
formar un microconjunto seleccionado de regiones
de reactivos sobre cada soporte de una pluralidad
de ellos.

La unidad de control estd construida, de
acuerdo con principios convencionales de control
por microprocesadores, para proporcionar senales
apropiadas a cada uno de los solenoides y a cada
uno de los motores de accionamiento gradual, en
una secuencia temporizada establecida y por un
tiempo de senalizacién apropiado. La estructura
de la unidad, y los ajustes que se seleccionan por
el usuario para conseguir un diseno deseado de un
conjunto, se entenderan a partir de la siguiente
descripcion de un funcionamiento tipico del apa-
rato.

Inicialmente, uno o mas soportes se colocan
dentro de una o més ranuras en la montura. El
distribuidor es luego movido a una posicién si-
tuada directamente por encima de un pocillo (no
mostrado), que contiene una solucién del primer
reactivo que se ha de distribuir sobre el o los so-
porte(s). El solenoide del distribuidor es accio-
nado ahora para hacer descender la punta del
distribuidor dentro de este pocillo, dando lugar
a que se llene el canal capilar del distribuidor.
Ahora, los motores 82 y 100 son accionados para
colocar el distribuidor en una posicién seleccio-
nada del conjunto en el primero de los soportes.
El accionamiento del solenoide del distribuidor es
entonces eficaz para distribuir una gotita de vo-
lumen seleccionado de este reactivo en este lugar.
Como antes se sefiala, este funcionamiento es efi-
caz para distribuir un volumen seleccionado, pre-
feriblemente entre 2 pl y 2 nl de la solucién de
reactivo.

Seguidamente, el distribuidor es movido a la
posicion correspondiente junto a un soporte adya-
cente y se suministra un volumen similar de la so-
lucién en esta posicién. El proceso se repite hasta
que el reactivo haya sido distribuido en esta po-
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sicién correspondiente preseleccionada sobre cada
uno de los soportes.

Cuando se desea distribuir un dnico reactivo
en méas de dos posiciones de un conjunto sobre un
soporte, el distribuidor puede ser movido hasta
diferentes posiciones en el conjunto junto a cada
soporte, antes de mover el distribuidor hasta un
nuevo soporte, o se puede suministrar una so-
lucién en posiciones individuales sobre cada so-
porte, en una posicién seleccionada, y luego se
repite el ciclo para cada nuevas posicién en el con-
junto.

Para suministrar el siguiente reactivo, el dis-
tribuidor se coloca sobre una solucién de lavado
(no mostrada), y la punta del distribuidor se su-
merge en, y se saca de, esta solucién hasta que
la solucién de reactivo haya sido sustancialmente
separada por lavado con respecto de la punta. La
solucién se puede eliminar desde la punta, después
de cada inmersién, por vacio, por proyeccién de
aire comprimido, con una esponja o de un modo
similar.

La punta del distribuidor es sumergida segui-
damente en un segundo pocillo de reactivo, y la
punta llena es movida hasta una segunda posiciéon
seleccionada del conjunto en el primer soporte. El
proceso de suministrar un reactivo en cada una de
las correspondientes posiciones del segundo con-
junto se lleva a cabo como anteriormente. Este
proceso se repite hasta que se haya formado un
microconjunto completo de soluciones de reacti-
vos sobre cada uno de los soportes.

IV. Substrato para el microconjunto

Esta seccién describe realizaciones de un subs-
trato que tiene un microconjunto de polimeros
biolégicos soportados sobre la superficie del subs-
trato. La subseccién A describe un substrato de
celdillas multiples, conteniendo cada una de las
celdillas de éste un microconjunto, y preferible-
mente un microconjunto idéntico, de polimeros
distintos, tales como polinucledtidos distintos,
formado sobre una superficie porosa. La sub-
seccion B describe un microconjunto de polinu-
cleétidos distintos unidos sobre un portaobjetos
de vidrio que estd revestido con un polimero po-
licatiénico.

A. Substrato de celdillas maltiples

La Figura 9 ilustra, en una vista en planta,
un substrato 110 construido de acuerdo con el in-
vento. El substrato tiene un conjunto rectangular
112 de 8 x 12 celdillas, tales como las celdillas 114,
116, formadas sobre la superficie del substrato.
Con referencia a la Figura 10, cada celdilla, tal
como la celdilla 114, soporta a su vez a un mi-
croconjunto 118 de biopolimeros distintos, tales
como polipéptidos o polinucleétidos en regiones
conocidas a las que se puede acceder del micro-
conjunto. Dos de tales regiones que forman el
microconjunto se indican en 120 y corresponden
a regiones, tales como las regiones 42, que for-
man el microconjunto de biopolimeros distintos
mostrados en la Figura 3.

El conjunto de 96 celdillas, mostrado en la Fi-
gura 9, tiene tipicamente unas dimensiones de
conjunto comprendidas aproximadamente entre
12 y 244 mm en cuanto a la anchura y entre 8
y 400 mm en cuanto a la longitud, teniendo las
celdillas en el conjunto unas dimensiones de an-
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chura y longitud de 1/12y 1/8 de las dimensiones
de anchura y longitud del conjunto, respectiva-
mente, es decir, entre aproximadamente 1 y 20
mm en cuanto a la anchura y de 1 a 50 mm en
cuando a la longitud.

La estructura del substrato se muestra en
seccién transversal en la Figura 11, que es una
vista en seccién ampliada tomada a lo largo de
la linea de observacién 124 en la Figura 9. El
substrato incluye un respaldo 126 impermeable
al agua, tal como un portaobjetos de vidrio o
una lamina de polimero rigido. Se ha formado
sobre la superficie del respaldo una pelicula 128
permeable al agua. La pelicula se forma a base
de un material de membrana porosa, tal como
una membrana de nitrocelulosa, o un material
de banda continua porosa, tal como un material
polimero poroso de Nylon, polipropileno o PVDF.
El espesor de la pelicula estd comprendido pre-
feriblemente entre alrededor de 10 y 1.000 pm.
La pelicula puede ser aplicada al respaldo pro-
yectando o aplicando como revestimiento un ma-
terial sin curar sobre el respaldo, o aplicando una
membrana previamente conformada al respaldo.
El respaldo y la pelicula se pueden obtener como
una unidad previamente formada a partir de una
fuente comercial, p. ej. una pelicula de nitrocelu-
losa respaldada por un material plastico, que esta
disponible de la entidad Schleicher and Schuell
Corporation.

Continuando la referencia a la Figura 11, la
superficie cubierta por la pelicula en el substrato
es subdividida en un conjunto deseado de celdillas
por lineas de rejilla impermeables al agua, tales
como las lineas 130, 132, que se han infiltrado en
la pelicula hacia abajo hasta el nivel del respaldo,
y se extienden por encima de la superficie de la
pelicula como se muestra, tipicamente por una
distancia de 100 a 2.000 ym por encima de la
superficie de la pelicula.

Las lineas de rejilla son formadas sobre el
substrato extendiendo una solucién de resina o
elastémero, por lo demds capaz de fluir, dentro
de una rejilla del conjunto, permitiendo que el
material se infiltre en la pelicula porosa hasta lle-
gar al respaldo, y luego curando o endureciendo
de otro modo las lineas de rejilla para formar el
substrato de para el conjunto de celdillas.

Un material preferido para la rejilla es una
silicona capaz de fluir disponible de Loctite Cor-
poration. El material de barrera se puede extruir
a través de una estrecha jeringa (p. ej., de ca-
libre 22) utilizando presién neumatica o presién
mecanica. La jeringa es movida con relacién al
soporte solido para imprimir los elementos de ba-
rrera como un disenio de rejilla. El glébulo ex-
truido de silicona se difunde por efecto de mecha
dentro de los poros del soporte sélido y se cura
para formar una barrera poco profunda imper-
meable al agua, que separa las regiones del so-
porte sélido.

En realizaciones alternativas, el elemento de
barrera puede ser un material basado en cera
o un material termoestable, tal como una re-
sina epoxidica. El material de barrera puede ser
también un polimero de curado por ultravioletas
(UV), que es expuesto a una luz UV después de
haber sido impreso sobre el soporte sélido. El ma-
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terial de barrera puede también ser aplicado al so-
porte so6lido utilizando técnicas de impresién tales
como la de impresién por serigrafia. El material
de barrera puede ser también una estampacién
para obturacién térmica del soporte sélido poroso
que obtura sus poros y forma un elemento de ba-
rrera impermeable al agua. El material de barrera
puede ser también una rejilla poco profunda, que
es estratificada o adherida de otro modo al so-
porte sélido.

Ademés de la nitrocelulosa respaldada por un
material plastico, el soporte sélido puede ser vir-
tualmente cualquier membrana porosa con o sin
un respaldo no poroso. Tales membranas estan
facilmente disponibles de numerosos vendedores
y se producen a base de Nylon, PVDF, polisul-
fona y polimeros similares. En una realizaciéon
alternativa, el elemento de barrera se puede uti-
lizar también para adherir la membrana porosa a
un respaldo no poroso, ademas de funcionar como
una barrera para evitar una contaminacién cru-
zada de los reactivos para analisis.

En una realizacién alternativa, el soporte
solido puede ser de un material no poroso. La ba-
rrera puede ser impresa o bien antes o después de
que el microconjunto de biomoléculas haya sido
impreso sobre el soporte sélido.

Como se puede apreciar, las celdillas formadas
por las lineas de rejilla y el respaldo subyacente
son impermeables al agua, teniendo barreras late-
rales que sobresalen por encima de la pelicula po-
rosa en las celdillas. De este modo, muestras con
volumenes definidos pueden ser colocadas dentro
de cada pocillo sin riesgo de contaminacién cru-
zada con el material de muestra existente en cel-
dillas adyacentes. En la Figura 11, se presentan
dentro de las celdillas muestras de voliimenes de-
finidos tales como la muestra 134.

Tal como antes se senala, cada pocillo contiene
un microconjunto de biopolimeros distintos. En
una realizacién general, los microconjuntos pre-
sentes en el pocillo son conjuntos idénticos de bio-
polimeros distintos, p. €j. polinucledtidos de se-
cuencias diferentes. Dichos conjuntos se pueden
formar de acuerdo con los métodos descritos en la
Seccion 11, depositando un primer polinucleétido
seleccionado en la misma posicion seleccionada de
microconjunto dentro de cada una de las celdillas,
luego depositando un segundo polinucledtido en
una diferente posicién de microconjunto dentro
de cada pocillo, y asi sucesivamente hasta que se
forme en cada celdilla un microconjunto idéntico
completo.

En una realizacién preferida, cada microcon-
junto contiene aproximadamente 103 biopolime-
ros polinucledtidos o polipéptidos distintos por
unidad de area de superficie de menos de apro-
ximadamente 1 cm2. También en una realiza-
cion preferida, los biopolimeros existentes en cada
region del microconjunto estdn presentes en una
cantidad definida comprendida entre alrededor de
0,1 femtomoles y 100 nanomoles. La capacidad
para formar conjuntos de alta densidad de bio-
polimeros, en los que cada regién estd formada
por una cantidad bien definida de material de-
positado, se puede conseguir de acuerdo con el
método de formacién de microconjuntos que se
describe en la Seccién II.
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También en una realizacién preferida, los bio-
polimeros son polinucleétidos que tienen unas lon-
gitudes de al menos aproximadamente 50 pares
de bases (pb), es decir sustancialmente mas lar-
gos que los oligonucleétidos que se pueden for-
mar en conjuntos de alta densidad por esquemas
que implican una sintesis paralela y escalonada
del polimero sobre la superficie de los conjuntos.

En el caso de un conjunto de polinucledtidos,
en un proceso de andlisis, un pequenio volumen
de la mezcla de sonda de ADN marcado en una
solucién de hibridacién normalizada, se carga so-
bre cada celdilla. La solucién se desparramara
para cubrir todo el microconjunto y se detendra
junto a los elementos de barrera. Luego el so-
porte sdlido se incuba en una cadmara humeda a
la temperatura apropiada, como se requiera por
el analisis.

Cada analisis se puede realizar en un formato
de “cara abierta” en el que no se requiere nin-
guna operacion adicional de obturacién, puesto
que la solucién de hibridacién serda mantenida
apropiadamente hidratada por el vapor de agua
en la camara huimeda. A la conclusién de la
operacion de incubacion, la totalidad del soporte
solido, que contiene los numerosos microconjun-
tos, se enjuaga con suficiente rapidez para diluir
los reactivos para andlisis de manera tal que no
se produzca ninguna importante contaminacion
cruzada. Todo el soporte sélido se hace reac-
cionar luego con reactivos para deteccién, si se
necesitan, y se analizan utilizando medios de de-
teccion colorimétricos, radiactivos o fluorescentes
normalizados. Todas las operaciones de trata-
miento y deteccién se realizan simultaneamente
para todos los microconjuntos situados sobre el
soporte sélido, asegurando unas condiciones uni-
formes del andlisis para todos los microconjuntos
situados sobre el soporte sélido.

B. Conjunto de polinucledtidos sobre un por-
taobjetos de vidrio

La Figura 5 muestra un substrato 136 formado
de acuerdo con otro aspecto del invento y des-
tinado a utilizarse en la deteccién de la unién
de polinucleétidos marcados a uno o mas entre
una pluralidad de distintos polinucle6tidos. El
substrato incluye un substrato de vidrio 138 que
tiene formado sobre su superficie un revestimiento
de un polimero policatidnico, preferiblemente un
polipéptido catiénico, tal como una polilisina o
una poliarginina. Se ha formado sobre el revesti-
miento policatiénico un microconjunto 140 de po-
linucleétidos distintos, cada uno de ellos situado
en regiones seleccionadas conocidas del conjunto,
tales como las regiones 142.

El portaobjetos es revestido colocando una
pelicula de espesor uniforme de un polimero po-
licatiénico, p. ej. de poli-l-lisina, sobre la su-
perficie de un portaobjetos y secando la pelicula
para formar un revestimiento seco. La cantidad
de polimero policatiénico que se anade es sufi-
ciente para formar por lo menos una monocapa de
polimero sobre la superficie de vidrio. La pelicula
del polimero es unida a la superficie a través de
una unién electrostatica entre grupos silil-OH ne-
gativos sobre la superficie y grupos amino carga-
dos eléctricamente en los polimeros. Los portaob-
jetos revestidos con poli-l-lisina se pueden obtener
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comercialmente, p. €j. de la entidad Sigma Che-
mical Co. (St. Louis, MO).

Para formar el microconjunto, se depositan
volumenes definidos de polinucleétidos distintos
sobre el portaobjetos revestido con polimero,
como se describe en la Seccién II. De acuerdo
con una caracteristica importante del substrato,
los polinucledtidos depositados permanecen uni-
dos no covalentemente a la superficie revestida del
portaobjetos cuando una muestra acuosa de ADN
es aplicada al substrato en condiciones que per-
miten la hibridacion de polinucleétidos marcados
con reporteros en la muestra a polinucleétidos de
secuencia complementaria (monocatenarios) en el
conjunto del substrato. El método es ilustrado en
los Ejemplos 1 y 2.

Para ilustrar esta caracteristica, un substrato
del tipo que se acaba de describir, pero que
tenia un conjunto de polinucle6tidos con la misma
secuencia, se mezclé con ADN complementario
marcado fluorescentemente en condiciones de hi-
bridacién. Después de haber lavado para eliminar
el material no hibridado, el substrato se examind
mediante microscopia con fluorescencia de baja
potencia. El conjunto puede ser visualizado por
el reactivo de marcacion relativamente uniforme
de la regiones del conjunto.

En una realizacién preferida, cada microcon-
junto contiene por lo menos 103 biopolimeros po-
linucleétidos o polipéptidos distintos por unidad
de area de superficie menor que aproximadamente
1 cm2. En la realizaciéon mostrada en la Figura 5,
el microconjunto contiene 400 regiones en un area
de aproximadamente 16 mm2, o 2,5 x 103 regio-
nes/cm2. También en una realizacién preferida,
los biopolimeros existentes en cada region del mi-
croconjunto estdn presentes en una cantidad de-
finida entre aproximadamente 0,1 femtomoles y
100 nanomoles en el caso de los polinucleétidos.
Igual que anteriormente, la capacidad para for-
mar conjuntos de alta densidad de este tipo, en
que cada region estd formada por una cantidad
bien definida de material depositado, se puede
conseguir de acuerdo con el método para formar
microconjuntos que se describe en la Seccién II.

Los polinucledtidos tienen una longitud de
por lo menos aproximadamente 50 pb, es de-
cir son sustancialmente mas largos que los oligo-
nucléotidos que pueden ser formados en conjuntos
de alta densidad por diversos esquemas de sintesis
in situ.

V. Utilidad

Los microconjuntos de secuencias de &acidos
nucleicos inmovilizados que se han preparado de
acuerdo con el invento, pueden utilizarse para
analisis de hibridacién a gran escala en numerosas
aplicaciones genéticas, inclusive el cartografiado
genético y fisico de los genomas, la vigilancia de
la expresion de genes, la secuenciacién de ADN,
el diagndstico genético, la genotipacién de orga-
nismos y la distribucién de reactivos de ADN a
los investigadores.

Para el cartografiado de genes, un gen o un
fragmento de ADN clonado es hibridado con un
conjunto ordenado de fragmentos de ADN, y la
identidad de los elementos de ADN aplicados a
este conjunto se demuestra sin ambigiiedad por
el pixel o la pauta de pixeles del conjunto, que
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se detectan. Una aplicacion de tales conjuntos
para crear un mapa genético es descrito por Nel-
son y colaboradores (1993). Para construir ma-
pas fisicos del genoma, se hibridan conjuntos de
fragmentos de ADN clonados e inmovilizados con
otros fragmentos clonados de ADN para determi-
nar si los fragmentos clonados en la mezcla de
sonda se solapan y por lo tanto son contiguos a
los clones inmovilizados existentes en el conjunto.
Por ejemplo Lehrach y colaboradores describen
tal procedimiento.

Los conjuntos de fragmentos de ADN in-
movilizados pueden ser utilizados también para
diagnosticos genéticos. Como ilustracion, un con-
junto que contiene formas multiples de un gen o
varios genes mutado(s) se puede sondear con una
mezcla marcada del ADN de un paciente, que pre-
ferentemente interactuard con solamente una de
las versiones inmovilizadas del gen.

La deteccién de esta interaccién puede con-
ducir a un diagndstico médico. Los conjuntos de
fragmentos de ADN inmovilizados se pueden uti-
lizar también en diagndsticos con sondas de ADN.
Por ejemplo, la identidad de un microorganismo
patégeno se puede demostrar sin ambigiiedad hi-
bridando una muestra del ADN de patdégeno des-
conocido con un conjunto que contiene muchos ti-
pos de ADN patogénicos conocidos. Una técnica
similar se puede utilizar también para genoti-
par sin ambigiiedad cualquier organismo. Otras
moléculas de interés genético, tales como ADNCc’s
y ARN’s se pueden inmovilizar sobre el conjunto o
alternativamente se pueden utilizar como la mez-
cla de sonda marcada que es aplicada al conjunto.

En una aplicacién, un conjunto de clones de
ADNc que representan a genes es hibridado con
el ADNc total procedente de un organismo para
vigilar la expresiéon de genes con finalidades de
investigacion o diagndstico. La marcacién del
ADNCc total procedente de una célula normal con
un fluoréforo coloreado y del ADNc total proce-
dente de una célula enferma con un fluoréforo de
otro color distinto, y la hibridacién simultanea de
las dos muestras de ADNc¢ con el mismo conjunto
de clones de ADNc permite que la expresion di-
ferencial de genes sea medida como la relacion
de las dos intensidades de fluoréforos. Este ex-
perimento en dos colores se puede utilizar para
vigilar la expresién de genes en diferentes tipos
de tejidos, estados de enfermedad, la respuesta
a farmacos, o la respuesta a factores ambienta-
les. Un ejemplo de este enfoque es ilustrado en
el Ejemplo 2, que se describe con respecto a la
Figura 8.

Por via de ejemplo y sin implicar ninguna li-
mitacién del alcance, tal procedimiento se podria
usar para explorar simultdneamente a muchos pa-
cientes contra todas las mutaciones conocidas en
un gen de una enfermedad. Este invento se podria
utilizar en la forma de, por ejemplo, 96 micro-
conjuntos idénticos de 0,9 cm x 2,2 cm produci-
dos sobre una tnica ldmina de 12 cm x 18 cm
de nitrocelulosa respaldada con material plastico,
en que cada microconjunto podria contener por
ejemplo 100 fragmentos de ADN que representen
todas las mutaciones conocidas de un gen dado.
La region que interesa de cada una de las mues-
tras de ADN de 96 pacientes se podria amplificar,
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marcar e hibridar con los 96 conjuntos individua-
les, realizandose cada andlisis en 100 microlitros
de una solucién para hibridacién. Los elemen-
tos de barrera de caucho de silicona, con un es-
pesor de aproximadamente 1 pum, situados entre
conjuntos individuales impiden la contaminacién
cruzada de las muestras de un paciente, obtu-
rando los poros de la nitrocelulosa y actuando
como una barrera fisica entre cada microconjunto.
El soporte sélido que contiene la totalidad de los
96 microconjuntos analizados con las 96 muestras
de pacientes, es incubado, enjuagado, detectado y
analizado como una tunica ldmina de material uti-
lizando medios clasicos de deteccién radiactiva,
fluorescente o colorimétrica (Maniatis y colabo-
radores, 1989). Con anterioridad, dicho proceso
hubiera implicado la manipulacién, la elaboracién
y el seguimiento de 96 membranas separadas en
96 membranas cerradas herméticamente y sepa-
radas. Tratando la totalidad de los 96 conjuntos
como una unica ldmina de material, son posibles
importantes ahorros de tiempo y costos.

El formato de andlisis puede ser invertido
cuando el ADN del paciente o del organismo
es inmovilizado como los elementos de conjun-
tos y cada conjunto es hibridado con un dife-
rente alelo mutado o marcador genético. El so-
porte sélido enrejillado se puede utilizar también
para andlisis ELISA paralelos que no se refieran a
ADN. Ademss, el invento permite el uso de todos
los métodos clasicos de deteccién sin la necesidad
de retirar los elementos de barrera poco profundos
a fin de llevar a cabo la operacién de deteccion.

Ademds de las aplicaciones genéticas antes
enumeradas, conjuntos de células enteras, pép-
tidos, enzimas, anticuerpos, antigenos, recepto-
res, ligandos, fosfolipidos, polimeros, preparacio-
nes cogenéricas de farmacos o sustancias quimi-
cas, se pueden producir por los medios descritos
en este invento para andlisis de exploracion a gran
escala en diagnésticos médicos, descubrimiento de
farmacos, biologia molecular, inmunologia y toxi-
cologia.

El aspecto de substrato de celdillas multiples
del invento permite la exploracion rapida y con-
veniente de muchas sondas de ADN frente a mu-
chos conjuntos ordenados de fragmentos de ADN.
Esto elimina la necesidad de manipular y detec-
tar muchos conjuntos individuales a fin de reali-
zar exploraciones a gran escala para aplicaciones
de investigacién genética y diagndstico. Numero-
sos microconjuntos pueden ser producidos sobre
el mismo soporte sélido y cada microconjunto se
puede hacer reaccionar con una diferente sonda
de ADN mientras que el soporte sélido estd siendo
tratado como una unica lamina de material.

Los siguientes ejemplos ilustran el presente in-
vento, pero de ninguna manera estan destinados
a limitarlo.

Ejemplo 1

Hibridacion de complejidad gendmica con micro-
conjuntos de ADN que representan el genoma
de la levadura Saccharomyces cerevisiae con de-
teccion fluorescente en dos colores

Los elementos de conjuntos eran productos
de PCR amplificados aleatoriamente (Bohlander
y colaboradores, 1992) utilizando clones lambda
cartografiados fisicamente de moldes de ADN
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genémico de S. cerevisiae (Riles y colaborado-
res, 1993). La PCR fue realizada directamente
en los materiales lisados de fagos lambda dando
como resultado una amplificaciéon tanto del vec-
tor lambda de 35 kb como de las secuencias del
inserto de levadura de 5-15 kb en la forma de una
distribucién uniforme del producto de PCR que
tiene una longitud comprendida entre 250 y 1.500
pares de bases. El producto de PCR se purificé
utilizando una filtracién a través de gel de Sepha-
dex G50 (Pharmacia, Piscataway, NJ) y se con-
centré por evaporacién hasta sequedad a la tem-
peratura ambiente durante una noche. Cada uno
de los 864 clones lambda amplificados fue rehidra-
tado en 15 ul de 3 x SSC como preparaciéon para
la aplicacién en motas (moteado) sobre el vidrio.

Los microconjuntos fueron producidos sobre
portaobjetos de microscopio, que fueron revesti-
dos con una capa de poli-l-lisina (Sigma). El apa-
rato automatico descrito en la Seccién IV cargaba
1 pl del producto de PCR de un clon lambda con-
centrado en 3 x SSC directamente a partir de pla-
cas de almacenamiento de 96 pocillos dentro del
elemento impresor capilar abierto y depositaba
~ 5 nl de muestra por cada portaobjetos a una
distancia de 380 micrémetros entre motas, sobre
cada uno de 40 portaobjetos. El proceso se repitié
para la totalidad de las 864 muestras y 8 motas
de control. Después de que se hubiera comple-
tado la operaciéon de moteado, los portaobjetos
fueron vueltos a hidratar en una cimara himeda
durante 2 horas, cocidos en una estufa a vacio
seca a 80°C durante 3 horas, enjuagados para eli-
minar el ADN sin absorber y luego tratados con
anhidrido succinico para reducir la adsorcién ines-
pecifica de la sonda de hibridacién marcada a la
superficie de vidrio revestida con poli-l-lisina. In-
mediatamente antes del uso, el ADN inmovilizado
situado sobre el conjunto fue desnaturalizado en
agua destilada a 90°C durante 2 minutos.

Para el experimento de cromosomas agrupa-
dos, los 16 cromosomas de Saccharomyces cerevi-
siae fueron separados en un aparato con gel de
agarosa CHEF (Biorad, Richmond, CA). Los seis
cromosomas de mayor tamano fueron aislados en
una rodaja de gel y los 10 cromosomas de menor
tamaifio lo fueron en una segunda rodaja de gel.
El ADN fue recuperado utilizando un estuche de
ensayo para extraccién con gel (Qiagen, Chats-
worth, CA). Las dos agrupaciones de cromosomas
fueron amplificadas aleatoriamente de una ma-
nera similar a la utilizada para los clones lambda
dianas. Después de la amplificacién, 5 microgra-
mos de cada una de las agrupaciones de cromoso-
mas amplificados fueron marcados con un cebador
aleatoriamente por separado utilizando la polime-
rasa de Klenow (Amersham, Arlington Heights
IL) con un compuesto andlogo a un nucledtido
conjugado con lissamina (Dupont NEN, Boston,
MA) para la agrupacién que contenfa los seis cro-
mosomas de mayor tamano, y con un compuesto
analogo a nucledtido conjugado con fluoresceina
(BMB) para la agrupacion que contenia los diez
cromosomas de menor tamano. Las dos agru-
paciones fueron mezcladas y concentradas utili-
zando un dispositivo de ultrafiltracién (Amicon,
Danvers, MA).

Cinco microgramos de la sonda de hibridacién
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que constaba de ambas agrupaciones de cromo-
somas en 7,5 ul de TE se desnaturalizaron en
un bano de agua hirviendo y luego se enfriaron
bruscamente sobre hielo. Se anadieron 2,5 ul de
solucién de hibridacién concentrada (5 x SSC y
SDS al 0,1 %) y la totalidad de los 10 ul se trans-
firié a la superficie de los conjuntos, se cubrié con
un cubreobjetos, se colocd dentro de una camara
himeda con un tnico portaobjetos estructurado
segun las necesidades, y se incubé a 60°C durante
12 horas. Los portaobjetos fueron luego enjuaga-
dos a la temperatura ambiente en 0,1 x SSC y
SDS al 0,1% durante 5 minutos, cubiertos con
cubreobjetos y explorados.

Un explorador fluorescente de laser construido
segin las necesidades se utilizé para detectar las
senales de hibridacién en dos colores proceden-
tes del conjunto de 1,8 x 1,8 cm con una re-
solucion de 20 micréometros. La imagen explo-
rada fue subdividida por enrejillado y analizada
utilizando un sistema légico acostumbrado para
analisis de imagenes. Después de haber corregido
en cuanto a la diafotia éptica entre los fluoréforos
debido a sus espectros de emisién solapados, los
valores de hibridacién de rojo y verde para cada
clon en el conjunto fueron correlacionados con la
conocida posicién en el mapa fisico del clon dando
como resultado un cariotipo en colores generado
por ordenador del genoma de la levadura.

La Figura 6 muestra el diseio de hibridacién
de las dos agrupaciones de cromosomas. Una
senal roja indica que el clon lambda situado sobre
la superficie del conjunto contiene un segmento de
ADN genémico clonado procedente de uno de los
seis cromosomas de mayor tamano de la levadura.
Una senal verde indica que el inserto de clon
lambda procede de uno de los diez cromosomas
de menor tamano de la levadura. Las senales ana-
ranjadas indican secuencias periddicamente repe-
tidas que se hibridan de modo cruzado con ambas
agrupaciones de cromosomas. Unas motas testi-
gos sobre el conjunto confirman que la hibridacién
es especifica y reproducible.

Las situaciones en un mapa fisico de los frag-
mentos de ADN genémicos contenidos en cada
uno de los clones utilizados como elementos de
conjuntos han sido previamente determinadas por
Olsson y colaboradores (Riles y colaboradores)
permitiendo la generacién automdtica del cario-
tipo en colores que se muestra en la Figura 7.
El color de una seccién de cromosoma en el cario-
tipo corresponde al color del elemento de conjunto
que contiene el clon procedente de esa seccién.
Las regiones en negro del cariotipo representan
motas oscuras falsamente negativas en el con-
junto (10 %) o regiones del genoma que no estan
cubiertas por la genoteca de clones de Olsson
(90%). Obsérvese que los seis cromosomas de
mayor tamano son principalmente rojos mien-
tras que los diez cromosomas de menor tamano
son principalmente verdes equiparandose al aisla-
miento en gel CHEF original de la sonda de hi-
bridacién. Las zonas de los cromosomas en rojo
que contienen motas verdes, y viceversa, son pro-
bablemente debidas a errores de seguimiento de
muestras espurias en la formacion de la genoteca
original y en los procesos de amplificacién y mo-
teado.
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Los conjuntos de genomas de levadura han
sido también sondeados con clones individuales o
agrupaciones de clones que se han marcados fluo-
rescentemente para finalidades de cartografiado
fisico. Las senales de hibridacién de estos clones
con el conjunto fueron traducidas a una posicién
sobre el mapa fisico de la levadura.

Ejemplo 2

ADNCc total hibridado a microconjuntos de clones
de ADNc con deteccion fluorescente en dos colo-
res

24 Clones que contenfan insertos de ADNc
procedentes de la planta Arabidopsis fueron am-
plificados utilizando una PCR. Se anadi6 una sal
a los productos purificados de la PCR hasta una
concentracion final de 3 x SSC. Los clones de
ADNCc fueron moteados sobre portaobjetos de mi-
croscopio revestidos con poli-l-lisina, de una ma-
nera similar a la del Ejemplo 1. Entre los clones
de ADNc habia un clon que representaba a un fac-
tor de transcripciéon HAT 4, que se habia utilizado
previamente para crear una linea transgénica de
la planta Arabidopsis, en que este gen estd pre-
sente en un nivel diez veces mayor que el encon-
trado en Arabidopsis de tipo salvaje (Schena y
colaboradores, 1992).

El ARNm de poli-A total procedente de Arabi-
dopsis de tipo salvaje se aisl6 utilizando métodos
cldsicos (Maniatis y colaboradores, 1989) y fue
transcrito inversamente en el ADNc total utili-
zando un compuesto anialogo a nucleétido con
fluoresceina para marcar el producto de ADNc
(fluorescencia verde). Se realiz6 un proceso si-
milar con la linea transgénica de Arabidopsis en
la que el factor de transcripcién HAT 4 habia
sido insertado en el genoma utilizando protoco-
los clasicos de transferencia de genes. Las co-
pias de ADNc de un ARNm procedente de la
planta transgénica son marcadas con un com-
puesto andlogo a nucleétido con lissamina (fluo-
rescencia roja). Dos microgramos de los produc-
tos de ADNc procedentes de cada tipo de planta
fueron agrupados conjuntamente e hibridados con
el conjunto de clones de ADNc en una reaccién de
hibridacién de 10 microlitros, de una manera si-
milar al Ejemplo 1. El enjuague y la deteccién
de la hibridacién se realizaron también de una
manera similar a la del Ejemplo 1. La Figura 8
muestra el modelo de hibridacién resultante del
conjunto.

Genes expresados de igual manera en una
Arabidopsis de tipo salvaje y en la Arabidop-
sis transgénica aparecieron coloreados de amarillo
debido a las iguales contribuciones de las fluores-
cencias verde y roja a la senal final. Las motas son
de diferentes intensidades de amarillo, indicando
diversos niveles de expresion de genes. El clon
de ADNc que representa al factor de transcrip-
cion HAT 4, expresado en la linea transgénica de
Arabidopsis pero no expresado detectablemente
en Arabidopsis de tipo salvaje, aparece como una
mota roja (apuntando la flecha hacia ella), indi-
cando la expresién preferente del factor de trans-
cripcion en la Arabidopsis transgénica marcada
de rojo y la falta relativa de expresién del factor
de transcripcion en la Arabidopsis de tipo salvaje
marcada de verde.

Una ventaja del formato de hibridacién de mi-
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croconjuntos para estudios de expresién de genes,
es la alta concentracién parcial de cada especie de
ADNc que se puede conseguir en la reaccién de
hibridacién de 10 microlitros. Esta alta concen-
tracién parcial permite la deteccién de transcri-
tos raros sin la necesidad de una amplificacién
por PCR de la sonda de hibridacién, que puede
influir sobre la verdadera representacién genética
de cada especie de ADNc discreto.

Estudios de expresiéon de genes, tales como
éstos, se pueden utilizar para una investigacién
genémica con el fin de descubrir cudles genes son
expresados en qué tipos de células, estados de en-
fermedad, estados de desarrollo o condiciones am-
bientales. Se pueden utilizar también estudios de
expresién de genes para el diagnéstico de una en-
fermedad correlacionando empiricamente los mo-
delos de expresién de genes con estados de enfer-
medad.

Ejemplo 3
Hibridacion colorimétrica multiplexada sobre un
soporte solido enrejillado

Una ldmina de nitrocelulosa respaldada por
un material plastico fue enrejillada con elemen-
tos de barrera hechos de un caucho de silicona,
de acuerdo con la descripcién dada en la Seccién
IV-A. La ldmina fue empapada en 10 x SSC y
dejada secarse. Como se muestra en la Figura
12, 192 clones de M13, cada uno con un dife-
rente inserto de levadura, fueron agrupados en
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conjuntos a una distancia de 400 micrémetros en
cuatro cuadrantes del soporte s6lido, utilizando el
dispositivo automaéatico descrito en la Seccién III.
El cuadrante izquierdo inferior sirvié como tes-
tigo negativo para hibridacién mientras que cada
uno de los otros tres cuadrantes fue hibridado si-
multdneamente con un diferente oligonucleétido
utilizando la tecnologia de hibridaciéon de cara
abierta que se describe en la Seccién IV-A. Los
primeros dos elementos y los ultimos cuatro ele-
mentos de cada agrupacién son testigos positivos
para la operacién de deteccién colorimétrica.

Los oligonucleétidos fueron marcados con la
fluoresceina, que habia sido detectada utilizando
un anticuerpo anti-fluoresceina conjugado con
fosfatasa alcalina, que habia precipitado un colo-
rante NBT /BCIP sobre el soporte sélido (Amer-
sham). Las perfectas conjugaciones entre los
oligémeros marcados y los clones de M13 dieron
como resultado motas oscuras visibles a simple
vista y detectadas utilizando un rastreador 6ptico
(HP ScanJet II) acoplado a un ordenador perso-
nal. Los disenos de hibridacién son diferentes en
cada uno de los cuadrantes, indicando que cada
oligo encontré varios clones de M13 singulares en-
tre los 192, con una perfecta conjugacién de se-
cuencias. Obsérvese que la punta de impresién de
capilar abierto deja hoyuelos detectables sobre la
nitrocelulosa, que se pueden utilizar para alinear
y analizar las imdgenes automaticamente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para formar un microconjunto
de regiones de anilisis especificas para un analito
sobre un soporte sélido o una pluralidad de so-
portes sélidos, que comprende:

(a) cargar una solucién de un reactivo de and-
lisis especifico para un analito en un dis-
positivo distribuidor de reactivos, que tiene
un canal capilar alargado (i) formado por
miembros alargados de la misma extensién
y separados entre si, (ii) destinado a rete-
ner una cantidad seleccionada de la solucion
de reactivo, y (iil) que tiene una regién de
punta en la que la solucién de reactivo exis-
tente en el canal forma un menisco,

(b) golpear ligeramente la punta del dispositivo
distribuidor contra el soporte sélido en una
posicién definida del soporte sélido, con un
impulso eficaz para romper el menisco en el
canal capilar y depositar un volumen selec-
cionado de la solucién de reactivo sobre el
o los soporte(s) sélido(s), y

(c) repetir las operaciones (a) y (b) con dife-
rentes reactivos de analisis especificos para
analitos, depositados en diferentes posi-
ciones definidas sobre el o los soporte(s)
s6lido(s), hasta que se formen el o los mi-
croconjunto(s).

2. Un método de formar un microconjunto
de regiones discretas de andlisis, especificas para
analitos, sobre un soporte sélido o una pluralidad
de soportes sdlidos, en que cada regién discreta
en el microconjunto tiene un reactivo de analisis
seleccionado, especifico para un analito, compren-
diendo dicho método:

(a) cargar una solucién de un reactivo de anli-
sis seleccionado, especifico para un analito,
en un dispositivo distribuidor de reactivos,
que tiene un canal capilar alargado desti-
nado a retener una cierta cantidad de la so-
lucién de reactivo y que tiene una regién
de punta en la que el canal es de costados
abiertos y la solucién de reactivo en el canal
forma un menisco,

(b) golpear ligeramente la punta del dispositivo
distribuidor contra el soporte sélido en una
posicién definida sobre el soporte sélido, con
un impulso eficaz para romper el menisco
en el canal capilar y depositar un volumen
seleccionado de la solucion de reactivo sobre
el o los soporte(s) sélido(s), y

(c) repetir las operaciones (a) y (b) con dife-
rentes reactivos de analisis especificos para
analitos, depositados en diferentes posi-
ciones definidas sobre el o los soporte(s)
s6lido(s), hasta que se formen el o los mi-
croconjunto(s).

3. Un método de formar un microconjunto
de regiones discretas de andlisis, especificas para
analitos, sobre un soporte sélido o una pluralidad
de soportes sdlidos, en que cada regién discreta
en el microconjunto tiene un reactivo de analisis
seleccionado, especifico para un analito, compren-
diendo dicho método:
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(a) cargar una solucién de un reactivo de angli-
sis seleccionado, especifico para un analito,
en un dispositivo distribuidor de reactivos,
que tiene un canal capilar alargado desti-
nado a contener una cantidad de la solucién
de reactivo y que tiene una region de punta
en la que la solucién de reactivo existente
en el canal forma un menisco,

(b) golpear ligeramente la punta del dispositivo
distribuidor contra el soporte sélido en una
posicién definida sobre el soporte sélido, con
un impulso eficaz para romper el menisco
en el canal capilar y depositar un volumen
seleccionado comprendido entre 0,002 y 2
nl de la solucién de reactivo sobre el o los
soporte(s) sélido(s), y

(c) repetir las operaciones (a) y (b) con dife-
rentes reactivos de analisis especificos para
analitos, depositados en diferentes posi-
ciones definidas sobre el o los soporte(s)
sélido(s) hasta que se formen el o los mi-
croconjunto(s).

4. El método de las reivindicaciones 1, 2 6 3,
en el que los reactivos de anélisis especificos para
un analito son cadenas de acidos nucleicos y en
que el microconjunto tiene al menos aproxima-
damente 1.000 regiones discretas por cm? del so-
porte sélido.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que
las cadenas de acido nucleico son polinucleétidos
distintos y en el que cada polinucleétido distinto
estd colocado en una regién separada del micro-
conjunto.

6. El método de una cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 5, que comprende, después de haber
realizado las operaciones (a) y (b), la operacién
de volver a cargar el dispositivo distribuidor de
reactivos con una nueva solucién de reactivo de
analisis especifico para un analito mediante las
operaciones de (i) sumergir el canal capilar del
dispositivo en una solucién de lavado, (ii) elimi-
nar la solucién de lavado arrastrada dentro del
canal capilar, y (iii) sumergir el canal capilar en
la nueva solucién de reactivo.

7. El método de las reivindicaciones 5 6 6, que
comprende la operacién de inmovilizar los polinu-
cleétidos distintos en las regiones separadas del
microconjunto.

8. Un método de formar un microconjunto de
polinucledtidos con una longitud de mas de 50
subunidades sobre un soporte sélido, en el que el
microconjunto tiene al menos aproximadamente
1.000 regiones discretas por cm? de un soporte
sélido, que comprende la operacién de depositar
por accién capilar los polinucledtidos sobre el so-
porte sélido.

9. El método de la reivindicaciéon 8, en el
que las cadenas de acidos nucleicos son polinu-
cleétidos distintos y en el que cada polinucleétido
distinto esta situado sobre una regién separada
del microconjunto.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que

a) la superficie del soporte sélido es hidréfoba y
b) cada regién del microconjunto tiene un poli-
nucleétido especifico que es diferente de los poli-
nucleétidos de otras regiones en el microconjunto.
11. Un aparato ttil para formar un microcon-
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junto de regiones de andlisis de analitos sobre
una pluralidad de soportes sélidos, en el que cada
regién tiene un reactivo seleccionado, especifico
para un analito, que comprende

(a) una montura para sostener, en posiciones
conocidas, una pluralidad de soportes pla-
nos,

(b) un dispositivo distribuidor de reactivos que
tiene un canal capilar alargado destinado
a contener una cantidad de la solucién de
reactivo y que tiene una regiéon de punta
en la que el canal es de costados abiertos y
la solucién de reactivo existente en el canal
forma un menisco,

(c¢) medios de colocacién para colocar el dispo-
sitivo distribuidor en una posicién seleccio-
nada del conjunto con respecto a un soporte
en dicha montura,

(d) medios distribuidores para mover el dispo-
sitivo a aplicacién de golpeo ligero contra
un soporte con un impulso seleccionado,
cuando el dispositivo distribuidor estd co-
locado en una posicién definida del micro-
conjunto con respecto a ese soporte, con un
impulso eficaz para romper el menisco de
liquido en el canal capilar y depositar un
volumen seleccionado de solucién sobre la
superficie, y

(e) medios de control para controlar y posicio-
nar los medios distribuidores.

12. El aparato de la reivindicacion 11, en el
que el dispositivo suministrador de reactivos de-
posita entre aproximadamente 0,002 y 100 nl del
reactivo para andlisis especifico para un analito
en cada region del microconjunto.

13. Un substrato con una superficie que com-
prende un microconjunto de distintos polinu-
cledtidos, en el que (i) el microconjunto tiene al
menos aproximadamente 1.000 regiones discretas
de polinucleétidos por cm? de superficie del subs-
trato, (ii) cada polinucleétido distinto esta colo-
cado en una regién separada del microconjunto,
y (iii) cada polinucleétido distinto tiene una lon-
gitud de al menos 50 subunidades.

14. Un substrato con una superficie que com-
prende un microconjunto de polinucleétidos dis-
tintos que tienen una longitud de al menos 50 sub-
unidades, obtenible por el método de una cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el
microconjunto tiene al menos aproximadamente
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1.000 regiones discretas de polinucle6tidos distin-
tos por cm? de superficie del substrato.

15. El substrato de la reivindicaciéon 13 6 14,
en el que la superficie del substrato es hidréfoba.

16. El substrato de la reivindicaciéon 13 6 14,
en que este substrato es de vidrio.

17. El substrato de una cualquiera de las rei-
vindicaciones 13 a 16, en el que los polinucleétidos
son secuencias derivadas de ARNm, secuencias de
ADN genémico o fragmentos de ellas.

18. Un método para determinar las cantida-
des relativas de un polinucleétido en primeras y
segundas mezclas de polinucleétidos, que com-
prende

(a) marcar los polinucletidos procedentes de
las mezclas primera y segunda con unos
reporteros primero y segundo, respectiva-
mente, en que los reporteros primero y se-
gundo son detectables independientemente
y son compatibles con un sistema de de-
teccion por fluorescencia,

(b) poner en contacto ambas mezclas de poli-
nucleétidos marcados, en condiciones de hi-
bridacién, con un microconjunto que com-
prende distintos polinucleétidos con una
longitud mayor que 50 subunidades, y

(¢) detectar la fluorescencia asociada con los re-
porteros primero y segundo en cada lugar en
el microconjunto,

en que el microconjunto es un microconjunto
como se define en una cualquiera de las reivin-
dicaciones 13 a 17.

19. El método de la reivindicacién 18, en el
que las mezclas primera y segunda se obtienen a
partir de unos tipos primero y segundo de células.

20. El método de la reivindicacién 18 6 19,
destinado a utilizarse en la determinacion de los
niveles relativos de expresiéon de una pluralidad
de genes en un tipo de células, en el que los
polinucleétidos marcados se obtienen a partir de
ARNm’s del tipo de células.

21. El método de una cualquiera de las rei-
vindicaciones 18 a 20 destinado a utilizarse en la
determinacién de los niveles relativos de expresién
de un gen en un tipo primero y un tipo segundo
de células, en el que los polinucleétidos marcados
se obtienen a partir de los ARNm'’s de los tipos
primero y segundo de células.

22. El método de la reivindicacién 20 6 21, en
el que los polinucledtidos son ADNCc’s.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva
del art. 167.2 del Convenio de Patentes Euro-
peas (CPE) y a la Disposicién Transitoria del RD
2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la aplicacién
del Convenio de Patente Europea, las patentes euro-
peas que designen a Espana y solicitadas antes del
7-10-1992, no producirdn ningin efecto en Espana
en la medida en que confieran proteccién a produc-
tos quimicos y farmacéuticos como tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o
no incluida en la mencionada reserva.
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