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DESCRIPCION
Método de guia de ondas éptica para detectar acontecimientos de unién especifica mediante difusion de la luz

Campo de la invencién

La invencién se refiere a varios campos, especialmente a interacciones de componentes de unién
especifica, guias de ondas evanescentes y a la difusién de la luz. Mas particularmente, la invencion se refiere a un
procedimiento de deteccién de uno o mas analitos de unién especifica, especialmente ADN u oligonucledtidos,
mediante técnicas de difusion de la luz, produciéndose la difusion por una marca particulada mantenida mediante
fuerzas de unién especifica dentro de la profundidad de penetracion de la onda evanescente de una guia de ondas.

Antecedentes de la invencion

La reflexion interna total (“TIR”) se conoce en la técnica y se describe con referencia a la Figura 1. La TIR
funciona segun el principio de que la luz 10 que se desplaza en un medio 12 mas denso (es decir, que tiene el mayor
indice de refraccion, N1) y choca con la superficie 14 de separacion entre el medio mas denso y un medio 16 mas
raro (es decir, que tiene el menor indice de refraccion, N2) es totalmente reflejada dentro del medio 12 mas denso si
choca contra la superficie de separacion con un angulo, 6r, mayor que el angulo critico, 6¢, definiéndose el angulo
critico por la ecuacion:

0, =arcsen(N,/N,)

Bajo estas condiciones se genera una forma de onda electromagnética conocida como “onda evanescente”.
Como se muestra en la Figura 1B, el campo eléctrico asociado a la luz en el medio mas denso forma una onda 18
sinusoidal permanente normal a la superficie de separacion. La onda evanescente penetra en el medio 16 mas raro,
pero su energia E se disipa exponencialmente en funcion de la distancia Z desde la superficie de separacion como
se muestra en 20. Un parametro conocido como “profundidad de penetracion” (de - mostrado en la Figura 1A a 22)
se define como la distancia desde la superficie de separaciéon en la que la energia de la onda evanescente ha
disminuido hasta 0,368 veces el valor de la energia en la superficie de separacion. [Véase. Sutherland y col., J.
Immunol. Meth., 74:253-265 (1984) que define dp como la profundidad en la que E= (e").Eo. La profundidad de
penetracion se calcula del siguiente modo:

21N,

d. =
" 2nfen?0, — (N, /N,)?}

/2

Los factores que tienden a aumentar la profundidad de penetracion son: aumento del angulo de incidencia,
OR; indices de refraccion estrechamente igualados de los dos medios (es decir, No/N¢ -> 1); y aumento de la longitud
de onda, . Por ejemplo, si un elemento de TIR de cuarzo (N1 = 1,46) se coloca en un medio acuoso (N2 = 1,34), el
angulo critico, 6¢, es 66° (= arcsen 0,9178). Si luz de 500 nm impacta contra la superficie de separacién a 6r = 70°
(es decir, mayor que el angulo critico), la dp es aproximadamente 270 nm.

Dentro de la profundidad de penetracion, la onda evanescente en el medio mas raro (normalmente una
disolucion de reaccién) puede excitar fluorescencia en la muestra. Este fendmeno se ha usado en la materia con
respecto a inmunoensayos Harrick y col., Anal. Chem., 45:687 (1973). Los dispositivos y procedimientos que usan
fluorescencia de TIR para inmunoensayos se han descrito en la materia por Hirschfield, patentes de EE.UU.
4.447.564, 4.577.109 y 4.654.532; Hirschfield y Block, patentes de EE.UU. n°® 4.716.121 y 4.582.809 y documento de
EE.UU. n° de serie 07/863.553 publicado como el documento WO 93/20240 (Abbott Labs), que se incorporan todos
en este documento por referencia. Un agente inmunoespecifico se adhiere a la superficie del elemento y deja que
reaccione con componentes de union especifica fluorescentemente marcados en el medio mas raro. La union
especifica hace que las marcas fluorescentes se unan dentro de la profundidad de penetracién. La fluorescencia
emitida (a la longitud de onda desplazada) hace un tunel en el elemento de TIR, se propaga dentro del elemento de
TIR a lo largo de la misma trayectoria que la onda sinusoidal permanente (pero a una longitud de onda diferente) y
se detecta a la salida del elemento.

La TIR también se ha usado conjuntamente con la deteccién de la difusion de la luz en una técnica
denominada en lo sucesivo reflectancia interna total difundida (“STIR”). Véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU.
4.979.821 y 5.017.009 a Schutt y col. y el documento WO 94/00763 (Akzo N. V.). Segun esta técnica, un haz de luz
es barrido a través de la superficie de un elemento de TIR a un angulo adecuado y la energia de la luz es totalmente
reflejada, excepto la onda evanescente. Particulas tales como glébulos rojos sanguineos, oro coloidal o latex
especificamente unidos dentro de la profundidad de penetracion difundiran la luz y la luz difundida se detecta por un
medio de fotodeteccion. El documento WO 94/00763 también describe el barrido del haz de luz a través de varios
sitios de miembros de unidn especifica que son tanto (1) el mismo miembro de unién a concentracién variable para
lograr un intervalo dinamico mas ancho o (2) diferentes miembros de unién para probar diferentes analitos en una
forma multiplex. El barrido del haz de luz a través de multiples sitios y la recogida de luz difundida en cada uno es un
procedimiento que requiere mucho tiempo.
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En la patente de EE.UU. 4.608.344 a Carter y col. una guia de ondas 6ptica se emplea como elemento de
TIR. En una variaciéon, multiples sitios de unién estan dispuestos sobre la guia de ondas en lineas o rejillas
especificas para crear un patrén de rejilla de difraccion de luz difundida. Mirando luego en sélo érdenes especificos
de luz difundida, esta técnica minimiza la difusién producida por imperfecciones superficiales y/o impurezas tales
como particulas de polvo (véanse la Fig. 14 y las columnas 17-19).

El uso préctico de los dispositivos de Carter y de STIR esta muy limitado por la grave difusion de ruido de
particulas en disolucion. Este ruido limita la sensibilidad de deteccidon de particulas unidas asociadas al analito. El
escaso rendimiento se compenso con la sofisticada electronica y 6ptica que podrian discriminar la pequefna cantidad
de seial con respecto a los altos niveles de ruido. La complejidad electrénica y 6ptica produce sistemas muy caros.

Finalmente, la patente de EE.UU. 5.192.502 a Attridge y col. ensefia un dispositivo que comprende placas
paralelas que definen una cavidad para recibir un fluido de muestra. Una placa sirve de guia de ondas y la otra esta
recubierta de una capa de un material absorbente de la luz.

Otra técnica anterior de interés incluye la divulgacion de Drmanac y col., patente de EE.UU. 5.202.231, que
describe una nueva técnica para la generacion de informacidon de secuencias de acidos nucleicos conocida como
secuenciacion por hibridacion (SBH). Segun esta técnica, una fase sélida que contiene unida a la misma una matriz
de oligonucledtidos de secuencia conocida se deja hibridar con ADN marcado de una muestra. Por tanto, un Unico
experimento de hibridacién permite el examen de un gran numero de sitios diferentes sobre una molécula de ADN.
El diagndstico de varias afecciones genéticas humanas tales como distrofia muscular de Duchenne o fibrosis
quistica probablemente requerira el poder de resolucidon de un sistema del tipo SBH para determinar la mutacion
asociada al estado de enfermedad de un modo preciso y econdémico. Una implementacion particular del
procedimiento de SBH usa un gran nimero de oligonucleétidos inmovilizados en una matriz bidimensional de alta
densidad. Un dispositivo tal se ha llamado un “chip de ADN” anélogo a los circuitos de alta densidad producidos por
la industria electrénica. Una muestra de ADN desconocido se aplica al chip y el patrén de hibridacion se determina y
se analiza para obtener informacién de las secuencias. Los documentos WO 92/10588 y WO 92/10092 (Affymax
Technologies N.V.) contienen divulgaciones similares, ademas de un procedimiento fotolitografico para fabricar tales
chips.

Como las condiciones de rigurosidad afectan a la hibridacion, la perfecta diferenciacion y la especificidad
pueden obtenerse si la rigurosidad puede controlarse con exactitud. Por tanto, las curvas de fusién podrian
proporcionar una dimensién adicional al sistema de chip de ADN y permitir una mejor diferenciacién de secuencias
estrechamente relacionadas, una preocupacion en la implementacion de tecnologia de SBH. La capacidad para
cambiar la temperatura y monitorizar en tiempo real los patrones de hibridaciéon del chip seria de gran utilidad,
particularmente cuando hay una gran variacién en el contenido de GC. Livshits y col. J. Biomol. Struct. & Dynamics,
11:783-795 (1994) describen una técnica de secuenciacion de ADN en la que la discriminacion de hibridaciones
perfectas e imperfectas fue posible en un sistema de ADN inmovilizado en gel usando marcas radiactivas o
fluorescentes. El gel se sometié a lavados de un minuto cada 5°C para eliminar la marca asociada a ADN hibridado
de manera imperfecta. Los autores reivindican que el gel fue ventajoso debido a una mayor capacidad de
inmovilizaciéon y mayor poder de discriminacion que otras superficies. Sin embargo, la necesidad de lavar la marca
en exceso de la superficie, ademas del tiempo relativamente largo para barrer toda la superficie para obtener una
medicion, imponen significativas limitaciones. Por ejemplo, si se requiere un minuto para leer una matriz de chip de
ADN completo y se necesita un lavado de un minuto en cada incremento de temperatura, entonces una curva de
fusion de alta resolucion (por ejemplo cada 1°C) de 30 a 70°C requeriria una hora. La temperatura tendria que
mantenerse constante durante un minuto en cada incremento de temperatura hasta que se midieran todos los
puntos en el chip.

Por tanto, es de interés la divulgacion de la solicitud de EE.UU. en tramitacién junto con la presente de
copropiedad n° de serie 08/140.383 presentada el 21 de octubre de 1993 y titulada APARATO Y PROCEDIMIENTO
PARA DETECTAR UN LIGANDO DIANA, incorporada en este documento por referencia. La presente solicitud
describe el uso de una camara de dispositivo de carga acoplada “CCD” y software de manipulacién de imagenes
para obtener imagenes y detectar ligandos diana de union especifica dispuestos en multiples sitios espacialmente
separados sobre una unica fase sdlida.

El documento WO 94/00763 desvela el uso de guia de ondas para la determinacion de la concentraciéon de
una especie (o analito) en disolucién en un liquido midiendo la tasa (concentracion dependiente para su combinacion
con o disociaciéon de un reactivo especifico para el mismo, por ejemplo, un resto de conjugado en una reaccion de
complejacién. Se desvela un procedimiento de deteccidén de uno o mas miembros de pares de unién en una muestra
que comprende las etapas de: (a) inmovilizar al menos dos primeros miembros de pares de unién que son tanto
iguales como diferentes sobre una superficie reactiva de un medio 6pticamente transparente que tiene un indice de
refraccion superior al indice de refraccién de la muestra, de forma que cada miembro de pares de union
inmovilizados estd separado del otro, proporcionando asi al menos dos primeros miembros de pares de union
inmovilizados espacialmente separados; (b) poner en contacto los primeros miembros inmovilizados con la muestra
y al menos un segundo miembro de pares de uniéon marcado difusor de la luz; (c) iluminar cualquier complejo difusor
de la luz inmovilizado formado en la etapa (b) con una onda evanescente derivada de la reflectancia interna total de
luz incidente propagada en el medio 6pticamente transparente; y (d) detectar por separado luz difundida por cada
complejo difusor de la luz inmovilizado. El procedimiento requiere un sistema de barrido por laser y una iluminacién
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bien definida.

El documento EP-A-0 075 353 desvela un procedimiento de deteccién de uno o mas analitos en una
muestra mediante la metodologia basada en la luz, especialmente la de la espectroscopia de reflectancia interna
total difundida o reflectancia, usando una Unica superficie reactiva multifuncional. Se desvela un procedimiento para
la determinacion de especies en disolucion con una guia de ondas 6ptica.

Resumen de la invencion

Un reto afrontado por el Proyecto Genoma Humano en secuenciar completamente el genoma humano es
aumentar dos 6rdenes de magnitud la tasa de adquisicion de datos de secuencias de ADN. La presente solicitud
describe como una realizaciéon preferida un procedimiento de deteccidn que usa una guia de ondas Optica
bidimensional que permite la medicion de la unién en tiempo real o la fusidon de una marca de difusion de la luz en
multiples sitios de captura sobre un soporte que comprende una matriz de ADN. Esto permite la recogida de datos
de hibridacién tan rapidamente como lo permite la grabacién de video. Los procedimientos se basan en la difusién
de la onda evanescente, por lo que sélo la marca confinada dentro de la profundidad de penetracion genera sefial.
La obtencién de imagenes de la luz difundida permite el interrogatorio de toda la matriz simultaneamente. La
especificidad de hibridacion es equivalente a la obtenida con un sistema convencional y autorradiografia. Las curvas
de fusién estan de acuerdo con las curvas de fusién en fase liquida para las mismas combinaciones de secuencias,
y diferencias de tan solo un Unico par de bases son facilmente distinguibles. La dilucidon limitante establecié la
deteccién de dianas a concentraciones de tan sélo aproximadamente 0,4 nM, que es comparable a los mejores
sistemas basados en fluorescencia actuales. Se anticipa que esta metodologia proporcionara una poderosa
herramienta para la deteccion rapida y econémica de variaciones de secuencias.

Una aplicacién particularmente Util para la invencion es los estudios de fusién de oligonucleétidos en tiempo
real. Por consiguiente, la invencion se refiere a un procedimiento para determinar la secuencia de nucleétidos de
segmento de acido nucleico desconocido o para distinguir dos secuencias de nucleétidos estrechamente
relacionadas, comprendiendo el procedimiento:

(a) proporcionar un dispositivo de guia de ondas, comprendiendo el dispositivo de guia de ondas (i) un
elemento transparente que tiene un indice de refraccidon superior al de la muestra de fluido; (ii) un borde
receptor de la luz; y (iii) una superficie reactiva que comprende una pluralidad de sitios que tienen
oligonucledtido inmovilizado sobre la misma, definiendo dichos sitios una matriz de oligonucleétidos que
tiene diferentes secuencias para hibridarse con el acido nucleico desconocido, no teniendo otras porciones
de no sitio de la superficie de dicho elemento oligonucledtidos inmovilizados sobres la mismas;

(b) poner en contacto la superficie reactiva bajo condiciones de hibridacion con dicho acido nucleico
desconocido en el que dicho &cido nucleico desconocido, tanto directamente como mediante pares de
unién analogos intermedios si se desea, esta marcado con una marca difusora de la luz; formandose asi
complejos de marca difusora de la luz unidos a aquellos sitios de la superficie reactiva que son
complementarios a la secuencia del acido nucleico desconocido;

(c) iluminar el borde receptor de la luz de la guia de ondas con luz eficaz para crear reflexion interna total
dentro de la guia de ondas, iluminandose asi simultaneamente toda la superficie reactiva;

(d) recoger sustancialmente simultdneamente la luz difundida, si la hay, de cada sitio y de porciones de no
sitio de dicha superficie;

(e) comparar el grado de difusion de la luz en cada sitio con tanto (i) el grado de difusion de la luz en una
porcién de no sitio; como (ii) el grado de difusion de la luz en otro sitio; y

(f) que comprende ademas aumentar incrementalmente las condiciones de rigurosidad en la superficie
reactiva del dispositivo de guia de ondas parar iniciar la disociaciéon de acido nucleico unido de los sitios y
repetir las etapas (d) y (e) en cada incremento;

por lo que diferencias de un Unico par de bases entre los oligonucleétidos y el acido nucleico desconocido pueden
distinguirse de apareamientos perfectos por diferencias en las propiedades de disociacion.

El analito de unién especifica puede ser un oligonucleétido o acido nucleico. También puede ser un
antigeno o anticuerpo en la mayoria de los aspectos. Mientras que todos los aspectos tienen preferentemente
multiples sitios, ciertos aspectos no requieren esto. Varios “multiples” o “pluralidad” de sitios pueden ser de tan sélo
dos o hasta varios miles.

El elemento de guia de ondas puede comprender una superficie plana tal como una placa de vidrio. Es
posible proporcionar una segunda placa que esta fijada al elemento para formar entremedias un canal capilar. La
superficie de reaccién estara orientada hacia el canal de manera que el canal pueda usarse como recipiente de
reaccion para hacer fluir reactivos sobre la superficie reactiva. Por tanto, se prefiere recubrir la superficie con una
proteina metasoluble tal como caseina. Este recubrimiento sirve para bloquear los sitios de unién no especifica y
para facilitar el flujo de liquidos sobre la superficie.
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La marca difusora de la luz (LSL) en todos los casos puede ser particulas coloidales tales como oro coloidal
o selenio o diminutas particulas de latex. También es posible en todas las realizaciones utilizar un miembro de
absorcion de liquido (LAM) en la disolucién sobre la superficie de reaccion. Esto tiene la ventaja de reducir la
difusién de fondo muy préxima a su fuente. EI LAM aumenté la D.O. de la disolucién a al menos 15 y proporciona un
fondo oscuro contra el que la difusion en los sitios se muestra como un area brillante.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 ilustra los principios de la reflectancia interna total (“TIR”) como se conoce en la técnica y se
describe en mas detalle en la seccidon de antecedentes. A la izquierda, la Figura 1 muestra la reflexion de la luz
en una superficie de separacion y a la derecha una representacion de la energia del campo eléctrico E en
funcién de la distancia Z desde la superficie de separacion.

Las Figuras 2A, 2B y 2C son, respectivamente, vistas en perspectiva, lateral y en seccién transversal de un
dispositivo seguin una realizacién de la invencién. La Figura 2C es una seccion transversal a escala ampliada
tomada a lo largo de la linea C-C de la Figura 2B.

La Figura 3 es una representacion en diagrama de una realizacion de la invencion en la que un oligonucleétido
se inmoviliza sobre la superficie de la guia de ondas y, dentro de la profundidad de penetracion de la onda
evanescente, captura un oligonucleétido complementario que lleva un resto de biotina al que esta unido una
particula difusora de la luz de selenio coloidal.

Las Figuras 4-7, 8A y 9-12 son representaciones impresas de las imagenes de video reales tomadas de las
guias de ondas como se describe en mas detalle en los ejemplos. Las imagenes de video se introdujeron a un
digitalizador de imagenes de 8 bits que digitalizé la informaciéon. El archivo digitalizado se importé en una
aplicacion de dibujos de la que se imprimi6 en una impresora de alta resolucion.

Las Figuras 8B y 8C son curvas de disociacion o de fusién de ADN. En cada temperatura se representan los
datos de intensidad media generados en el Ejemplo 5 para esa temperatura.

Descripcion detallada de la invencion

Los diversos aspectos de la presente invencion se describiran ahora en mas detalle.
Elementos de TIR y dispositivos de guia de ondas

Los principios fisicos de la reflexién interna total (“TIR”) y las ondas evanescentes se exponen en la seccién
de antecedentes. Como se usa en este documento, “elemento de TIR” se refiere a cualquier material transparente
que proporciona una superficie de separacion capaz de reflexion interna total. El elemento puede ser, por ejemplo,
una cubeta, una varilla o una placa. La onda evanescente de un elemento de TIR puede existir sélo en el punto o los
puntos de reflexion interna total. A diferencia, una “guia de ondas” se refiere a un elemento de TIR bidimensional de
forma que la luz es totalmente internamente reflejada en multiples puntos, creando asi una onda evanescente que es
sustancialmente uniforme a través de toda o casi toda la superficie. Una guia de ondas bidimensional puede ser de
configuracion plana o curvilinea. Por simplicidad, como realizacion preferida se describe una guia de ondas plana.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el elemento de TIR es una guia de ondas
bidimensional. Las Figuras 2A-2C ilustran una realizacion preferida en la que un dispositivo 30 de guia de ondas
comprende un elemento 32 de guia de ondas plano y una placa 34 plana paralela. Por tanto, el elemento de guia de
ondas tiene superficies 36 y 38 paralelas, ademas de un borde 40 receptor de la luz. Similarmente, la placa 34 tiene
superficies 42 y 44 paralelas. El elemento 32 de guia de ondas y la placa 34 se mantienen juntos en un modo
paralelo separado de forma que la superficie 38 del elemento y la superficie 42 de la placa definen un estrecho canal
46. El elemento y la placa pueden mantenerse juntos por cualquier medio conveniente que incluye medio 48
adhesivo que consiste en cinta adhesiva de doble cara dispuesta a lo largo de los bordes del elemento y la placa. El
canal 46 es preferentemente mas bien pequefio de manera que permita la transferencia capilar de una muestra de
fluido a su través. Por ejemplo, la altura debe ser inferior a aproximadamente 1 mm, preferentemente inferior a
aproximadamente 0,1 mm.

El elemento 32 debera estar hecho de un material 6pticamente transparente tal como vidrio, cuarzo,
plasticos tales como policarbonato, acrilico o poliestireno. El indice de refraccion de la guia de ondas debera ser
mayor que el indice de refraccién del fluido de muestra como se conoce en la técnica para efectuar la reflectancia
interna total. Para una disolucion de muestra acuosa, el indice de refraccion, n, es aproximadamente 1,33, por lo que
la guia de ondas normalmente tiene un indice de refraccion superior a 1,35, normalmente aproximadamente 1,5 o
mas. La guia de ondas puede ser un trozo de plastico o vidrio, por ejemplo, puede usarse un portaobjetos o
cubreobjetos de microscopio de vidrio estandar.

La placa 34 puede construirse de materiales similares. Como se observa en las Figuras 2A y 2B, el extremo
40 receptor de la luz del elemento 32 de guia de ondas esta dispuesto en una estrecha rendija 50 de una mascara
52 con el fin de minimizar los efectos de la luz parasita que se origina a partir de la fuente 54 de luz. La minimizacion
de la luz parasita también se mejora usando materiales absorbentes de la luz como se trata mas adelante.
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La fuente 54 de luz para generar el haz de luz incidente puede ser casi cualquier fuente de energia
electromagnética que incluya energia en los espectros visible, ultravioleta e IR préximo. Por tanto, el término “luz” se
interpreta muy ampliamente y no esta confinado al intervalo visible, excepto en las realizaciones que son
visualmente detectadas. Las longitudes de onda no visibles se detectan por detectores optimizados para la longitud
de onda particular como es muy conocido en la técnica. La luz puede ser monocromatica o policromatica, colimada o
sin colimar, polarizada o sin polarizar. Las fuentes de luz preferidas incluyen laseres, diodos emisores de luz,
lamparas de destello, lamparas de arco, lamparas incandescentes y lamparas de descarga fluorescentes. La fuente
de luz usada para iluminar el elemento de guia de ondas puede ser un laser de helio-neén de bajo vataje. Para un
desechable portatil tal como el descrito en el Ejemplo 1 mas adelante, la fuente de luz puede ser una bombilla
incandescente pequeina alimentada por una bateria tal como se usa en lamparas de bolsillo. Preferentemente, la
fuente de luz incluye medios potenciométricos para variar la intensidad de la fuente de luz. Alternativamente pueden
emplearse filtros y/o lentes para ajustar la intensidad a un nivel adecuado.

Los medios de deteccién para determinar el grado de difusién de la luz se describen en detalle mas
adelante, pero brevemente comprenden medios tanto instrumentales como visuales. Una caracteristica importante
de la invencion es que los acontecimientos de difusién de la luz a través de toda la guia de ondas pueden
monitorizarse esencialmente simultaneamente, tanto por el ojo y el cerebro de un observador como por dispositivos
de fotodetecciéon que incluyen camaras de CCD que forman imagenes que son digitalizadas y procesadas usando
ordenadores. En cada caso so6lo se usa una unica superficie reactiva multifuncional y se ilumina simultdneamente
por la onda evanescente.

Superficies reactivas

Segun la invencidn, una superficie reactiva que consiste en al menos un sitio se forma sobre un lado del
elemento de guia de ondas. Mientras que algunas realizaciones pueden sélo tener un unico sitio de prueba, la
invencién utiliza mejor una pluralidad de tales sitios, y dispositivos de multiples sitios se describiran en este
documento. Los multiples sitios de prueba pueden contener los mismos miembros de unién especifica o diferentes.
Un “sitio” (plural = “sitios” en este documento) se define como el area delimitada en la que se inmoviliza un miembro
de unién especifica para un analito, entendiéndose que fuera del area delimitada también existen porciones de no
sitio de la superficie. EI miembro de unién especifica inmovilizado se denomina en este documento un “miembro de
captura” o “SBM de captura”. Preferentemente, el sitio es un punto pequefio y las porciones de no sitio rodean el
sitio. Por supuesto, son posibles muchos otros tamafios y configuraciones de sitios y estan dentro de la invencion.
Un sitio también puede configurarse como una linea o barra; como una letra o0 nimero; como un circulo, rectangulo o
triangulo; o como cualquier otra grafico tal como, por ejemplo, cualquier grafico normalmente empleado en
colecciones de iconos informaticos o de imagenes predisefiadas.

El area (tamafio) de un sitio s6lo necesita ser suficientemente grande para inmovilizar suficiente miembro
de union especifica para permitir la captura del analito marcado y la particula difusora de la luz. Esto depende en
parte de la densidad del sitio, como se trata mas adelante. Por ejemplo, se han usado satisfactoriamente areas de
sitios de tan so6lo 150 pym de diametro (véanse el Ejemplo 7 y la Figura 10). Tales areas pequefas se prefieren
cuando sobre una superficie reactiva se colocan muchos sitios, dando una alta “densidad de sitios”. El limite inferior
practico de tamafio es aproximadamente 1 uym de diametro. Para la deteccidén visual se desean areas
suficientemente grandes para ser detectadas sin aumento; por ejemplo, al menos aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 mm?; hasta 1 cm? o incluso mas grandes. No hay limite de tamafio superior, excepto como lo
dicten los costes de fabricacion y la conveniencia del usuario; es adecuado cualquier tamafio deseado o forma de
sitios.

Los dispositivos de mudltiples sitios pueden contener los mismos SBM o diferentes en cada sitio. Si son
iguales, la pluralidad de sitios puede tener concentraciones similares y asi ofrecer informacién por duplicado o puede
tener concentraciones variables del SBM, ofreciendo asi semicuantificacién o calibrado frente a un patrén. Si los
SBM son diferentes, el dispositivo puede utilizarse para detecciones multiplex de varios analitos simultdneamente.
En un caso especial de diferentes SBM, uno o mas sitios pueden servir de control positivo. Por supuesto, las
combinaciones de todo lo anterior (por ejemplo, determinaciones semicuantitativas multiplexadas) son posibles en
dispositivos con muchos sitios.

Para dispositivos de multiples sitios, los sitios pueden disponerse en cualquier patron o matriz conveniente.
La separacion entre sitios dependera de la resolucidon del sistema de deteccion descrito mas adelante y del
procedimiento de fabricacién usado para crear el sitio. Sujeto a la capacidad de fabricacién, cuanto mayor sea la
resolucion de deteccion, mas proximos pueden estar los sitios. Debera haber suficiente separacion de los SBM de
captura inmovilizados de forma que la reaccion de cada uno de estos miembros individualmente con el
correspondiente miembro de unién en una muestra de fluido y/o un miembro marcado difusor de la luz pueda
diferenciarse de una reaccién en otro sitio sin interferencia sustancial debido a miembros de pares de unién
cercanos inmovilizados y sus particulas difusora de la luz asociadas. Preferentemente, una porciéon de no sitio
separa claramente todos y cada uno de los sitios. Una matriz muy simple es una malla cartesiana, pero también
pueden configurarse multiples sitios como lineas, patrones y otros graficos. En superficies de reaccion de multiples
sitios, uno o mas sitios representaran frecuentemente un control positivo, un control negativo, una serie de patrones
de calibrado o una combinacién de cualquiera de estos.
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Una configuracion de sitio preferida es la forma de una cruz que produce un simbolo “mas” en el caso de un
resultado positivo. En una variaciéon de esto, sélo la porcidon o porciones verticales de la cruz son sitio de unién a
analito, mientras que el aspecto horizontal del mas contiene un ligando especifico para la marca que es
independiente de la presencia de analito. Una configuracion tal se describe en la patente de EE.UU. 5.008.080,
“Dispositivo analitico en fase sélida y procedimiento de uso del mismo” a Brown y col. Las configuraciones de esta
variacion funcionan como una verificacién del ensayo produciendo un simbolo menos “-” tanto si el analito esta
presente como si no, y produciendo un simbolo mas “+” cuando el analito esta presente. Ademas de la configuracion
de verificacion “mas/menos” también son posibles otras formas de esta variacion como se desvelan en la patente
citada.

En el dispositivo de dos planos de las Figuras 2A-2C, la superficie 60 reactiva se forma preferentemente
sobre la superficie 38 del elemento 34 de guia de ondas que esta orientado hacia el canal 48. Véase la Figura 2C.
Esto facilita el poner en contacto la muestra y/o el reactivo de marca difusora de la luz con el sitio de la superficie
reactiva permitiendo el flujo capilar a través de la superficie reactiva. El flujo puede potenciarse usando un material
absorbente o secante tal como papel en un extremo del canal. Por supuesto, el dispositivo de dos planos es sélo una
realizacién. También puede usarse un unico elemento de guia de ondas bidimensional, estando la superficie de
reaccion recubierta en una cara. Sin embargo, puede necesitar estar orientado con la superficie de reaccién en una
direccién orientada hacia arriba para facilitar el contacto con la muestra y el reactivo de marca difusor de la luz. La
difusion de la luz en la onda evanescente puede entonces observarse desde la parte inferior usando un espejo si se
desea.

Miembros de unién especifica e
Inmovilizacion sobre la superficie reactiva

En el procedimiento de la invencion, uno o mas miembros de captura se inmovilizan primero sobre la
superficie de una guia de ondas 6ptica para formar una superficie reactiva. Un miembro de unién especifica (“SBM”)
es cualquier miembro de un par de unién analogo. Un “par de unién analogo” es cualquier combinacion de ligando-
receptor que se unira especificamente al otro, generalmente mediante interacciones no covalentes tales como
atracciones ionicas, enlace de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofobas y similares. Pares
analogos e interacciones a modo de ejemplo son muy conocidos en la técnica e incluyen, a modo de ejemplo y no de
limitacion: interacciones inmunolégicas entre un anticuerpo o fragmento Fab y su antigeno, hapteno o epitope;
interacciones bioquimicas entre una proteina (por ejemplo, hormona o enzima) y su receptor (por ejemplo, avidina o
estreptavidina y biotina), o entre un hidrato de carbono y una lectina; interacciones quimicas tales como entre un
metal y un agente quelante; y apareamiento de bases de &cidos nucleicos entre hebras de acidos nucleicos
complementarios. Un miembro de unién especifica recientemente informado es el analogo del acido nucleico de
péptido, o “PNA”, descrito en los documentos WO 92/20702 y WO 92/20703, ambos a Buchardt y col., y en Flam,
Science. 262: 1647, (1993), que forma un par de union analogo con acidos nucleicos u otros PNA. Se entendera que
acido nucleico incluye acido 2'-desoxirribonucleico (ADN), ademas de acido ribonucleico (ARN) cuando los permita
la estabilidad.

La preparacion de SBM de anticuerpo es una técnica antigua y muy conocida y no necesita describirse en
detalle. Brevemente, un animal se inmuniza o se expone al hapteno deseado segun un programa de inmunizacion.
Frecuentemente, el hapteno se acopla a una molécula de vehiculo tal como BSA para mejorar el reconocimiento.
Después de un periodo de tiempo adecuado, el animal se sangra y se extraen los anticuerpos. Alternativamente, el
anticuerpo puede obtenerse a partir de fluido ascitico. Si se desea pueden prepararse anticuerpos monoclonales
altamente especificos usando las técnicas ahora convencionales de Kohler y Milstein, Nature, 256, 495 (1975). Los
anticuerpos tienen numerosos grupos amino, carboxilo y sulfhidrilo que pueden utilizarse para reacciones de
acoplamiento.

La sintesis de SBM de oligonucleétido también es pura rutina usando sintetizadores automatizados tales
como ABI 480. Estos instrumentos preparan oligonucleétidos de practicamente cualquier secuencia deseada de
longitudes de hasta aproximadamente 75-100 bases. Si se desean polinucleétidos mas largos pueden prepararse
mediante técnicas de clonacion conocidas o mediante sintesis de segmentos mas cortos y ensamblaje. Si se desea,
los oligonucledtidos pueden modificarse con aminas terminales u otros grupos reactivos para el acoplamiento. Una
revisiéon algo anticuada pero todavia util de quimicas de acoplamiento se encuentra en Goodchild, Bioconjugate
Chemistry, 1(3):165-187 (1990).

Los SBM pueden unirse covalentemente a la guia de ondas mediante medios de acoplamiento quimicos
conocidos en la técnica. La superficie reactiva puede derivatizarse directamente con una variedad de grupos
quimicamente reactivos que luego, bajo ciertas condiciones, forman enlaces covalentes estables con el SBM
aplicado. Alternativamente, la superficie reactiva puede primero recubrirse con polimeros quimicamente
derivatizados tales como dextrano o PEG, que luego forman enlaces covalentes con los SBM aplicados. Ciertos
tipos de detergentes también pueden recubrir la superficie reactiva, luego derivatizarse, in situ, y hacerse reaccionar
con SBM. Por ejemplo, las guias de ondas de vidrio y cuarzo contienen grupos que pueden activarse para grupos
hidroxilo y siloxi reactivos que pueden acoplarse a miembros de union especifica mediante ligadores. Tales ligadores
incluyen, por ejemplo, ligadores homo y heterobifuncionales conocidos.
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Por supuesto, es preferible ligar SBM a la superficie reactiva en un modo tal que no se pierdan las
propiedades de unién especifica del miembro de unién. Por ejemplo, los anticuerpos pueden acoplarse mediante su
porcién Fc como se ensefia en la patente de EE.UU. 5.191.066 (Bieniarz y col.); y los oligonucleétidos pueden
acoplarse mediante aminas terminales u otros grupos funcionales. Los brazos de ligadores como se ensefian por la
patente de EE.UU. 4.948.882 a Ruth pueden colocarse en posiciones “estéricamente tolerantes” de restos de bases
para facilitar el acoplamiento a fases sélidas sin pérdida de las capacidades de hibridacién. En todavia otro
procedimiento, la superficie reactiva puede recubrirse con estreptavidina mediante adsorcion fisica, luego hacerse
reaccionar con un miembro de pares de unidon marcado con biotina para crear una superficie bien caracterizada
biolégicamente reactiva.

Mas recientemente, el documento WO 92/10092 (Affymax Technologies, N. V.; Fodor y col.) describié un
procedimiento de sintesis de oligonucledtidos directamente sobre un soporte sélido usando técnicas de fotolitografia.

Para sorpresa de los solicitantes, los SBM de captura no necesitan estar covalentemente unidos a la
superficie reactiva. Los SBM pueden adsorberse o complejarse sobre la superficie usando capas de recubrimiento
de proteinas. La observacién de que las diversas fuerzas no covalentes que mantienen el SBM de captura (por
ejemplo, ADN) y el SBM de marca (por ejemplo, anticuerpo) en su sitio son menos labiles que las fuerzas de
hibridacion de ADN fue algo sorprendente. Sin embargo, esto es debido en parte a la fortuita eleccién de
condiciones, concretamente fuerza iénica que permite temperaturas de fusién de ADN relativamente bajas (véanse
los ejemplos). Puede ser posible aumentar la temperatura de fusién (aumentando la fuerza iénica) hasta un punto en
el que el duplex de ADN ya no sea el enlace débil en la cadena.

La densidad (cantidad por unida de area) de SBM de captura sobre la superficie reactiva establece una
correlacion positiva con la sensibilidad del sistema. Usando SBM de oligonucledtido pueden lograrse
aproximadamente 5000 moléculas de ADN por ym cuadrado mediante los procedimientos de puntos descritos en
este documento. Otros procedimientos de construccion de chips, por ejemplo, las técnicas de fotolitografia
mencionadas anteriormente, pueden proporcionar otras densidades. La densidad maxima tedrica estimada para el
SBM de acido nucleico es aproximadamente 250.000 moléculas por um cuadrado. Sin embargo, es poco probable
que puedan conseguirse chips de esta densidad o que proporcionen un rendimiento éptimo en vista de las
restricciones estéricas impuestas. La densidad o6ptima para la mejor sensibilidad implica un equilibrio entre
maximizar el nimero de sitios de unién por unidad de area y maximizar el acceso a tales sitios teniendo en cuenta
los requisitos de la cinética de difusion y las consideraciones estéricas.

La aplicacién del SBM de captura sobre la superficie reactiva puede llevarse a cabo por cualquier medio
conveniente. Por ejemplo, puede usarse convenientemente el uso manual de micropipetas o tubos microcapilares
para poner puntos de miembro de captura sobre la superficie reactiva. Sin embargo, por comodidad, reproducibilidad
y ahorro de costes se prefiere usar automatizado este procedimiento. La aplicacién mecanizada es particularmente
deseable cuando el ensayo se usa en pruebas a gran escala tales como aplicaciones de cribado rutinarias. Los
procedimientos de aplicacion automatizados incluyen, por ejemplo, bombas de desplazamiento positivo, tablas de
posicion X-Y y/o sistemas de pulverizaciéon o impresién de chorro de tinta y similares.

Cuando sea apropiado, los SBM pueden ponerse primero en una disolucién para facilitar el procedimiento
de deposiciéon de las muestras sobre la superficie reactiva. Disoluciones adecuadas para este fin solo tienen el
requisito general que, tras el secado, el SBM retiene sustancialmente su especificidad (es decir, sus propiedades de
union especifica) y no interfiere significativamente con las propiedades de refraccion del elemento. El volumen de
disolucion que va a depositarse depende de la concentracion de SBM en la disolucion. Idealmente, las disoluciones
se preparan en un intervalo de concentracion de aproximadamente 0,5 a 500 uM de manera que una pequefa gota
(aprox. 2 ul) contenga la cantidad deseada de SBM. Normalmente se prefieren aplicaciones repetidas de SBM a
menores concentraciones para no desperdiciar el SBM. Esto se repite hasta que esté presente suficiente SBM,
teniendo cuidado de no solapar la aplicacion en sitios proximos. Si se desea puede incluirse un agente de
reticulacion para aumentar la cantidad de SBM en el sitio de captura, siempre que el agente de reticulacion no
interfiera con las propiedades de unién especifica.

Después de depositarse el SBM sobre uno o mas sitios de la superficie reactiva, el miembro se deja secar y
asi se inmoviliza sobre la superficie reactiva. La evaporacion es el procedimiento de secado preferido y puede
realizarse a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Si se desea, la evaporacion puede realizarse a
temperatura elevada, mientras que la temperatura no inhiba significativamente la capacidad de los miembros de
captura para interactuar especificamente con sus miembros de pares de unién correspondientes. Por ejemplo, si el
SBM de captura inmovilizado es una proteina deberan emplearse temperaturas no desnaturalizantes.

Ademas de la inmovilizacién del SBM de captura a la superficie reactiva, la superficie reactiva se trata
preferentemente para bloquear interacciones no especificas entre la superficie reactiva y los miembros de unién a
analito en una muestra de fluido que va a probarse. En el caso de un SBM de proteina (por ejemplo, antigeno,
anticuerpo o PNA) sobre la superficie reactiva, el material de bloqueo debe aplicarse después de la inmovilizacion
del SBM. Los materiales de bloqueo de proteinas adecuados son caseina, zeina y albumina de suero bovino (BSA).
Otros bloqueadores pueden ser detergentes y polimeros solubles en agua de cadena larga. El material de bloqueo
puede aplicarse convenientemente a la superficie reactiva como una disoluciéon acuosa o acuosa tamponada. La
disolucion de bloqueo puede aplicarse a la superficie reactiva en cualquier momento después de inmovilizarse los
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primeros SBM de captura. En el caso de un SBM de acido nucleico, el material de bloqueo puede aplicarse antes o
después de la inmovilizacién del SBM. Los bloqueadores adecuados incluyen aquellos descritos anteriormente,
ademas de dodecilsulfato de sodio al 0,5% (SDS) y 1x a 5x disolucién de Denhardt (1x Denhardt es (Ficoll al 0,02%,
polivinilpirrolidona al 0,02% y 0,2 mg/ml de BSA).

Se ha encontrado que la caseina es un material de bloqueo preferido para tanto ADN como SBM de
anticuerpo y esta disponible de Sigma Chemical, St Louis, MO, (n° de catélogo C-3400). La caseina pertenece a una
clase de proteinas conocidas como proteinas “metasolubles” (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. 5.120.643 a
Ching y col. incorporada en este documento por referencia) que requieren tratamiento quimico para hacerlas mas
solubles. Tales tratamientos incluyen tratamiento acido o alcalino y se cree que se realiza la escision e/o hidrodlisis
parcial de la proteina intacta. Otras proteinas metasolubles incluyen zeina (n° de catalogo de Sigma Z-3625) y una
proteina de la clara de huevo distinta de albumina (n° de catalogo de Sigma A-5253). La caseina es una proteina de
la leche que tiene un peso molecular de aproximadamente 23.600 (beta-caseina bovina), pero como se usa en este
documento, la “caseina” o la caseina “tratada alcalina” se refieren ambas a una mezcla parcialmente hidrolizada que
resulta del tratamiento alcalino como se describe en el Ejemplo 1 de la patente de EE.UU. 5.120.643. Un gel de
electroforesis (poliacrilamida al 20% en TBE) de la caseina asi tratada muestra una mezcla de fragmentos que tiene
predominantemente un peso molecular inferior a 15.000 como se muestra por una banda difusa debajo de este
marcador.

Es posible que los bloqueadores, particularmente la caseina, confieran una naturaleza hidréfoba a la
superficie que facilite la accidon de “extension” descrita en los ejemplos. La “extension” se produce cuando el agua
aplicada a la superficie puede fundir el elemento en una gota cohesiva en vez de en mlltiples gotitas pequefas. Sin
embargo, se cree que la uniformidad del recubrimiento es mas importante que su hidrofobia. Los elementos que se
forman en dispositivos de canal como en el Ejemplo 1 presentan preferentemente tal accion de extension. Se cree
que esto facilita el flujo y la difusién dentro del canal.

Debe entenderse que el primer miembro de unién especifica puede ser especifico para el analito mediante
el intermediario de pares analogos adicionales si se desea. Por ejemplo, un SBM de oligonucleétido podria
biotinilarse y unirse a la superficie reactiva mediante un par de union analogo de biotina-avidina. Una union tal se
describe por Hansen en el documento EP 0 139 489 (Ortho). Similarmente, un oligonucleétido podria unirse a la
superficie reactiva mediante una sonda mediadora como se desvela por Stabinsky en la patente de EE.UU.
4.751.177 (Amgen). Si se usan pares de union analogos intermedios, debe tenerse en cuenta que la distancia total
desde la superficie de separacion (en la superficie reactiva) hasta la marca difusora de la luz no debe superar
enormemente la profundidad de penetracion. A este respecto se ha estimado que el didmetro de un anticuerpo de
inmunoglobulina tiene aproximadamente 5 nm y que la longitud del ADN 20-mero (en forma de hélice ) tiene
aproximadamente 6,8 nm. Esto deja lugar a multiples pares analogos en una profundidad de penetracién tipica de
200-300 nm (véanse los antecedentes). También debe entenderse que las interacciones de uniéon analogas deberan
resistir a las posteriores condiciones de reaccién que, para algunas aplicaciones, pueden incluir temperaturas
elevadas. Los oligonucledtidos mas largos o aquellos con mayor contenido de GC son mas estables y se prefieren
en este caso.

Marcas difusoras de laluz

Otro componente importante de la presente invencion es la marca difusora de la luz o particula (‘LSL”). Una
LSL es una molécula o un material, frecuentemente una particula, que hace que la luz incidente se difunda
elasticamente, es decir, sin absorber sustancialmente la energia de la luz. LSL a modo de ejemplo incluyen marcas
metdlicas coloidales y no metalicas tales como oro o selenio coloidal; glébulos rojos sanguineos; y particulas de
plastico tefiidas hechas de latex, poliestireno, poli(acrilato de metilo), policarbonato o materiales similares. El tamafio
de tales marcas particuladas oscila de 10 nm a 10 ym, normalmente de 50 a 500 nm, y preferentemente de 70 a 200
nm. Cuanto mayor sea la particula, mayor sera el efecto de difusion de la luz, pero esto es cierto de tanto particulas
unidas como en disolucién en masa, por lo que el ruido también aumenta con el tamafo de particula. Las LSL de
particulas adecuadas estan disponibles de Bangs Laboratories, Inc., Carmel, IN, EE.UU.

En la presente invencion, la LSL esta unida al primer miembro de unién especifica de un segundo par de
unién analogo. El segundo miembro de pares de unién especifica puede denominarse en lo sucesivo una “marca de
SBM” y el complejo de LSL y SBM de marca se denomina en lo sucesivo “conjugado de marca” o sélo “conjugado”.
La naturaleza y la especificidad del SBM de marca dependen de la forma del ensayo. Para una forma de ensayo
competitivo, el SBM de marca es un analogo del analito y se une especificamente al SBM de captura en competicion
con el analito. Para una forma de ensayo de sandwich directo, el SBM de marca es especifico para un segundo
epitope sobre el analito. Esto permite que el analito se “emparede” entre el SBM de captura y el SBM de marca. En
una forma de ensayo de sandwich indirecto, el SBM de marca es especifico para un sitio o grupo indicador que esta
asociado al analito. Por ejemplo, una vez se captura un analito antigénico, un anticuerpo biotinilado puede usarse
para “emparedar” el analito, y se usa el SBM de marca especifico para biotina. Esta forma de sandwich indirecta
también es util para acidos nucleicos. En este caso, el SBM de captura es un oligonucleétido complementario a la
diana y la diana contiene una molécula indicadora de unidn especifica (por ejemplo, biotina o un hapteno,
normalmente incorporado mediante un procedimiento de amplificacién tal como LCR o PCR) y el SBM de marca se
elige para ser especifico para el grupo indicador.
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Por supuesto, el SBM de marca puede ser especifico para su componente respectivo (analito o primer
SBM, dependiendo de la forma) mediante pares analogos intermedios como era el caso con el SBM de captura. Por
ejemplo, si el analito es un oligonucledtido tal como un producto de amplificacion que lleva un grupo indicador de
hapteno, una forma de ensayo de sandwich podria incluir una LSL conjugada con anticuerpo dirigido contra el
hapteno. Por tanto, el SBM de marca es especifico para el analito mediante el par de unién analogo haptenol]
antihapteno. Un ejemplo de un par andlogo intermedio de acidos nucleicos se describe en Schneider y col.,
documento US 4.882.269 (Universidad de Princeton). Deberan considerarse las mismas consideraciones de
distancia desde la superficie de separacion y la estabilidad de los pares analogos para el SBM de marca, ademas
del SBM de captura.

Independientemente de la forma del ensayo, el SBM de marca debe unirse a la marca difusora de la luz
para formar el conjugado. Al igual que con el SBM de captura, el SBM de marca puede unirse covalentemente a la
LSL, pero esto no es esencial. También es adecuada la adsorcion fisica del SBM de marca sobre LSL particuladas.
En tal caso, la unién sélo necesita ser suficientemente fuerte para soportar las posteriores condiciones de reaccion
sin pérdida sustancial de LSL, por ejemplo, de etapas de lavado u otro flujo de fluido.

En la bibliografia existe un gran nimero de estrategias de unién covalente adecuadas para acoplar la LSL y
el SBM de marca. Por ejemplo, un grupo amino puede introducirse en un SBM de marca mediante quimicas de
sintesis convencionales (tales como estan disponibles de Genosys Biotechnologies, Inc. The Woodlands, TX,
EE.UU). Las quimicas para activar una LSL para el acoplamiento covalente a un SBM modificado con amina
incluyen, pero no se limitan a, bromuro de cianégeno, N-hidroxisuccinimida o carbodiimida. AFFINITY
CHROMATOGRAPHY de W. H. Scouten, 1981, John Wiley & Sons, y SOLID PHASE BIOCHEMISTRY,
ANALYTICAL AND SYNTHETIC ASPECTS de W.H. Scouten, 1983, John Wiley & Sons, describen tales técnicas de
activacion. En algunos casos, por ejemplo N-hidroxisuccinimida y carbodiimida, la LSL debe contener grupos
carboxilo superficiales; para la activacion con bromuro de ciandgeno, la LSL debe contener grupos hidroxilo
superficiales. También pueden emplearse ligadores hetero y homobifuncionales muy conocidos en tales
conjugaciones covalentes. Las particulas de LSL con los grupos quimicos apropiados y el diametro para uso como
LSL pueden obtenerse a partir de varias fuentes comerciales (por ejemplo, Bangs Laboratories, Inc., Carmel, IN,
EE.UU.). El acoplamiento covalente de LSL al SBM de marca puede proporcionar ventajas en sistemas en los que
se requieren condiciones rigurosas para mejorar la especificidad de unién debido a que tales condiciones pueden
interferir con la adsorcién no covalente del SBM de marca a una LSL.

Materiales absorbentes de la luz

En un aspecto preferido de la invencion, un material absorbente de la luz (‘LAM”) se afiade a la mezcla de
muestra y conjugado de marca. El LAM se disefia para evitar que la luz parasita interfiera en la reaccion difusora de
la luz. La luz parasita se produce principalmente a partir de imperfecciones microscopicas en la superficie de
separacion de reflexion y a partir de la difusién de la onda evanescente por particulas que migran a, pero que no
estan unidad en, la profundidad de penetracion. El LAM, cuando se dispersa en la disolucién en masa, absorbe y
minimiza el efecto de tal luz parasita mejor que cuando un material tal esta recubierto sobre una superficie para
formar una capa opaca (como en la técnica anterior). El LAM debera proporcionar una densidad 6ptica eficaz final
(“D.0O.”) de al menos 15; preferentemente superior a 100; lo mas preferentemente 300 o mas. Una D.O. “eficaz” tiene
en cuenta la longitud de onda de la luz incidente y es la D.O. a la longitud de onda de la luz monocromatica y la D.O.
a la longitud de onda mas frecuente de la luz policromatica.

Los LAM adecuados incluyen el propio conjugado, ademas de numerosos colorantes absorbentes de la luz.
Los colorantes absorbentes de la luz son cualquier compuesto que absorba energia del espectro electromagnético,
idealmente a longitud(es) de onda que se corresponde(n) con la(s) longitud(es) de onda de la fuente de luz. Como se
conoce en la técnica, los colorantes consisten generalmente en estructuras heterociclicas conjugadas ejemplificadas
por las siguientes clases de colorantes: colorantes azoicos, colorantes diazoicos, colorantes de triazina, colorantes
alimentarios o tintes biolégicos. Colorantes especificos incluyen: Coomasie Brilliant Blue R-250 Dye (Biorad Labs,
Richmond, CA); Reactive Red 2 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO), azul de bromofenol (Sigma); xileno
cianol (Sigma); y fenolftaleina (Sigma). The Sigma-Aldrich Handbook of Stains, Dyes and Indicators de Floyd J.
Green publicado por Aldrich Chemical Company, Inc., (Milwaukee, WI) proporciona una gran cantidad de datos para
otros colorantes. Con estos datos, los colorantes con las propiedades de absorcion de la luz apropiadas pueden
seleccionarse para coincidir con las longitudes de onda emitidas por la fuente de luz.

Preferentemente, estos LAM no interfieren con la absorcion del SBM de marca sobre la LSL o con la
especificidad del SBM de marca inmovilizado. Por ejemplo, si el SBM de marca es un péptido, polipéptido o proteina,
el LAM preferentemente no desnaturaliza el péptido, polipéptido o proteina. Similarmente, si el SBM de marca es
una secuencia de nucledtidos, el LAM preferentemente no desnaturaliza la secuencia de nucleétidos. Una vez
seleccionados basandose en las propiedades de absorcion de la luz, los colorantes pueden evaluarse
empiricamente para garantizar que el colorante no interfiera con los acontecimientos de unién especifica requeridos
para la implementacion del ensayo de guia de ondas.

Sorprendentemente, el propio conjugado también puede servir de LAM. Se ha encontrado que la deteccién
también mejora usando concentraciones de conjugado de marca superiores a las necesarias, por ejemplo,
concentraciones que proporcionan una D.O. eficaz de al menos 15, preferentemente superior a 300, lo mas
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preferentemente superior a 500. Los procedimientos de concentracion de un conjugado incluyen purificacién por
afinidad o centrifugacion como se describen en los Ejemplos 2 y 3. Aunque los colorantes pueden usarse
conjuntamente con conjugado concentrado, se ha encontrado que altas concentraciones de conjugados solos son
normalmente suficientes. Este fendmeno de afiadir mas marca para mejorar los niveles de sefial con respecto al
ruido es practicamente insdlito en ensayos de diagndstico y es muy contrario al pensamiento actual.

Mientras que los LAM son una caracteristica opcional de la invencion, su uso produce la capacidad de usar
mayores concentraciones de conjugado de marca, mayores intensidades de luz y mayores particulas de marca,
todos los cuales mejoran enormemente la realizacidn con respecto a sistemas que no contienen un material
absorbente de la luz. El efecto potenciado de usar un LAM es supuestamente debido a la eliminacion de luz parasita
en un punto mucho mas proximo a su fuente que cualquier procedimiento conocido de la técnica anterior. Los
recubrimientos sobre la superficie de la guia de ondas contiguos a la superficie de reaccion soélo pueden absorber la
luz parasita que alcanza esta superficie. La luz parasita en la disolucion todavia esta libre para producir difusion no
deseada.

Procedimientos de uso

Los procedimientos de ensayo segun la invencion emplean elementos de TIR o guias de ondas como se
han descrito anteriormente e incluyen formas de ensayo competitivo y de sdndwich directo o indirecto. Una forma de
sandwich indirecto se representa en la Figura 3.

Primero, un elemento de TIR o guia 62 de ondas se prepara como se trata anteriormente, teniendo al
menos un SBM de captura inmovilizado en uno o mas sitios en la superficie reactiva en la superficie 64 de
separacion. El SBM de captura es especifico para el analito. En la Figura 3, el SBM es un oligonucledétido de captura
mostrado en 66, tiene la secuencia 5-AGTGGAGGTCAACGA (SEC ID N° 3) y esta inmovilizado en la superficie 64
de separacion. Preferentemente hay miultiples SBM inmovilizados en distintos sitios que estan espacialmente
separados por porciones de no sitio.

En una forma de sandwich, la muestra de fluido que va a probarse para la presencia o la cantidad de analito
se pone entonces en contacto con el SBM de captura sobre la superficie reactiva. El Unico requisito general de esta
etapa de procedimiento es que la muestra esté en contacto directo con los SBM inmovilizados espacialmente
separados para efectuar la unién entre el analito y el SBM de captura. También se prefiere el mezclado suave de la
muestra de fluido después de ponerla en contacto con la superficie reactiva en el procedimiento de la presente
invencién, pero no se requiere. Tal mezclado puede ayudar a garantizar el estrecho contacto entre la muestra de
fluido y el SBM inmovilizado. En lugar de mezclar, un flujo capilar de fluido de muestra a través de la superficie
reactiva también promueve el buen contacto y la unién del analito al SBM de captura.

A continuacioén, un conjugado de marca también se pone en contacto con la superficie reactiva bajo
condiciones de union. El conjugado de marca se une al analito (o a un grupo indicador unido al analito) para formar
un complejo de unidn especifica difusor de la luz sobre o préoximo a la superficie reactiva. En la forma de sandwich,
la muestra y el conjugado pueden mezclarse opcionalmente antes de poner en contacto la superficie reactiva con
cualquier componente o puede usarse el procedimiento de dos etapas descrito. Si se desea, los procedimientos
pueden ponerse en practica usando un LAM, que se afadiria al conjugado o a la mezcla de muestra-conjugado.

Con referencia a la Figura 3, el conjugado de marca consiste en la particula 68 de selenio coloidal difusora
de la luz en la que estan inmovilizados anticuerpos 70 dirigidos contra biotina. El analito es el oligonucledtido
mostrado en 72 5'-TCGTTGACCTCCACT (SEC ID N° 12) que ha sido marcado con un grupo 74 indicador de biotina
(“Bi”). La complementariedad de los oligonucleétidos y la especificidad del anticuerpo para biotina mantienen la LSL
dentro de la profundidad 76 de penetracion de la guia de ondas.

Se conocen numerosos procedimientos para incorporar un grupo indicador tal en el acido nucleico de
muestra. Por ejemplo, la muestra podria amplificarse usando una técnica tal como PCR o LCR en la que los
cebadores pueden llevar el indicador. Alternativamente, los indicadores pueden acoplarse a trifosfatos de nucleétido
individuales que luego se incorporan en productos de extension preparados a partir de la muestra. Este
procedimiento de incorporacion a funcionara con PCR y también con la variaciéon de LCR conocida como Gap LCR.

Entonces, el elemento se ilumina de un modo que se efectue la reflexion interna total. Ya se han descrito
las fuentes de luz y los principios fisicos de TIR. En la Figura 3, la difusion de la onda evanescente se ilustra en 78.
Preferentemente se usa una rendija para reducir la luz parasita. En los sitios en los que se han formado complejos
de unién especifica difusores de la luz, la difusiéon de la luz se observa como areas mas claras frente al fondo mas
oscuro de las porciones de no sitio (véanse, por ejemplo las Figuras 4-8A y 9-12). Cuanto mas brillante parezca el
sitio, mas LSL esta unida y mas analito esta presente en ese sitio. El procedimiento puede usarse para cuantificar o
semicuantificar mediante lectura los tonos grises en un ordenador y, usando calibradores, estimar la cantidad de
analito presente en cada sitio.

En una forma competitiva, el dispositivo de TIR y la superficie reactiva son como antes. Sin embargo, la
LSL es un analogo de analito que compite con el analito de muestra por el SBM de captura. Por tanto, el brillo del
punto esta inversamente relacionado con la cantidad de analito. En esta forma, la muestra y el conjugado deben
mezclarse antes de ponerse en contacto cualquiera de ellos con la superficie reactiva. Un LAM es util en formas
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competitivas, precisamente como en formas de sandwich.

Debe sefialarse que no se observa que el fendmeno conocido de forma muy diversa como “borde de
ataque” o “efecto de pantalla” sea un problema con la presente invencién. Este fendmeno se observa en dispositivos
de flujo cromatograficos en los que la unién de la marca en sitios en la direccion 3' es inferior a la unién en sitios en
la direccion 5'. Este fendmeno se evita principalmente debido a que los factores que controlan la uniéon de LSL son
predominantemente la difusién, no la cromatografia, aun cuando algunas realizaciones utilizan un canal de flujo.

Aunque es posible usar el dispositivo de la invencion dirigiendo secuencialmente un haz de luz a sitios
individuales y creando pequefios sitios de generacion de ondas evanescentes como en la técnica anterior,
decididamente es mas preferido iluminar la guia de ondas entera de una vez, creando asi energia de onda
evanescente a través de toda la superficie reactiva. Esta iluminaciéon simultanea de toda la superficie reactiva es lo
que permite un examen simultaneo y la comparacién de todos los sitios, y asi permite una deteccion mucho mas
rapida de lo que era previamente posible. Una ventaja importante de los sistemas de la invencion es que permiten
observar la cinética de union y/o de disociaciéon en tiempo real y permiten el desarrollo de una sefial visible en
cuestion de segundos, por ejemplo, de 1 a 20 segundos, en la realizacién preferida. Toda la superficie reactiva de la
guia de ondas puede observarse (y/o detectarse) de una vez y toda esta iluminada simultdneamente, por lo que la
acumulacion de LSL en un sitio puede observarse en tiempo real ya que no se necesita barrer cada sitio tanto para
la iluminacion con luz incidente como para la deteccion de luz difundida.

Este hallazgo es algo sorprendente en vista de las ensefianzas anteriores con respecto a TIR.
Normalmente, los detectores de elementos de TIR estan situados a la salida del elemento con el fin de recoger la luz
cuando sale del elemento. Siempre se ha asumido que la luz que sale del elemento estaba alterada por el
acontecimiento de unién. De hecho, no serian posibles detecciones usando luz de salida sin una modificacion de la
luz tal por los acontecimientos de union. Por tanto, se espera que la luz cambie de alguna forma por el
acontecimiento de union. En vista de esto no podria garantizarse que la luz se comportara de la misma forma tras
encontrarse con un segundo sitio de unién y, por tanto, las ensefianzas disuaden de elementos de multiples sitios
simultaneamente iluminados por una fuente de luz comun. La presente invencion encuentra sorprendentemente que
la luz internamente reflejada en un sitio en la direccién 3' (con referencia a la fuente de luz) no esta interferida con
los acontecimientos de unién en un sitio en la direccion 5'.

Ademas, el grado o la magnitud de la unién pueden monitorizarse en tiempo real a medida que cambian
diversas condiciones. Por ejemplo, si los SBM son oligonucleétidos a los que se les permite formar apareamientos
de cadenas y la condicidon cambiante es la rigurosidad, la disociacion de las cadenas de acido nucleico (que produce
la liberacion de la LSL a la disolucion en masa en la que no puede difundir energia de onda evanescente) puede
observarse en realidad como una pérdida del punto brillante en el sitio. Como se conoce en la técnica, la rigurosidad
de hibridacion puede controlarse variando parametros tales como la temperatura y la fuerza iénica. El aumentar la
temperatura aumenta la rigurosidad y desestabiliza el duplex. Para esta técnica pueden usarse bloques térmicos
convencionales y el dispositivo de dos placas preferido descrito anteriormente puede descansar simplemente sobre
el blogue térmico. Pueden obtenerse temperaturas de fusidon de los oligonucleétidos (Tm) que presentan buena
correspondencia con las temperaturas de fusion en fase en disolucion. La rigurosidad también aumenta
disminuyendo la concentracién eficaz de cationes tal como mediante dilucién con agua. Por tanto, la guia de ondas y
los procedimientos de la presente invencion proporcionan un mecanismo para monitorizar en tiempo real las
temperaturas de fusién de los oligonucledtidos. Controlando la rigurosidad de este modo puede distinguirse una
cadena perfectamente complementaria de una que contiene incluso un Unico apareamiento de bases. Un sistema tal
encontrara gran utilidad en la secuenciacion de genes y en diagndsticos.

Los cambios de condiciones que afectan a las interacciones de anticuerpo-hapteno pueden evaluarse de un
modo similar sustituyendo anticuerpo y haptenos por los pares de oligonucleétidos. Por ejemplo, el aumento de la
temperatura desnaturalizara los ligandos de proteinas (por ejemplo, los anticuerpos), produciendo asi una pérdida de
la capacidad de unién. Esta desnaturalizacién de proteina puede monitorizarse en tiempo real usando la invencion.
Debe recordarse que cualquier par de union analogo utilizado en el mantenimiento del SBM en la superficie de la
guia de ondas, o en relacionar la LSL con el SBM de marca, debera soportar preferentemente tales condiciones
alteradas de manera que la unién del analito al SBM de captura sea el acontecimiento de disociaciéon monitorizado.

Debe observarse que otra ventaja de la presente invencion es que los reactivos y la muestra, por ejemplo,
el conjugado-disoluciéon de muestra, no necesitan lavarse del sitio de captura para permitir la deteccion. Con marcas
fluorescentes y radiactivas, la marca sin unir debe eliminarse de la superficie para evitar una sefial no deseada. Sin
embargo, las LSL sin unir en la presente invencién generalmente difunden de la profundidad de penetracion y dejan
de dar sefal incluso sin eliminacion fisica. La eliminaciéon de la necesidad de lavar los componentes sin unir de la
superficie contribuye significativamente a la velocidad con la que puede realizarse un ensayo.

En una inversién Unica de las determinaciones de la temperatura de fusion, el dispositivo y el procedimiento
de la invencidon pueden usarse como un termometro calibrado para monitorizar las temperaturas precisas de una
guia de ondas, o como un control de calidad de fabricacion para monitorizar la uniformidad de la transferencia de
calor. Como termdémetro, una serie de pares de oligonucleétidos de incrementos de temperaturas de fusion
conocidos se colocan en una serie de sitios sobre la superficie reactiva. A medida que aumenta la temperatura, el
par con la menor temperatura de fusion se disociara primero, seguido de los posteriores pares en el orden de sus
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temperaturas de fusion. La temperatura de la superficie reactiva puede determinarse conociendo las temperaturas
de fusion de estos oligonucleétidos calibradores. Se obtiene un efecto “similar a escalera” si los pares de
oligonucledtidos se depositan en una matriz lineal en el orden de sus temperaturas de fusién conocidas.

Ademas, la uniformidad de la transferencia de calor puede evaluarse en un ambito de control de calidad si
la guia de ondas entera esta cubierta con oligonucledtidos de temperaturas de fusion idénticas. La disociacion
debera producirse instantaneamente sobre todos los sitios si el calentamiento es uniforme. Puede usarse un chip tal
para determinar si el bloque térmico presenta variaciones que conducen a “puntos calientes” o “puntos frios”.

Deteccién de luz difundida

Como se aludié anteriormente, la luz difundida puede detectarse visualmente o por medios fotoeléctricos.
Para la deteccion visual, el ojo y el cerebro de un observador realizan las etapas de procesamiento de imagenes que
producen la determinacion de difusion o no en un sitio particular. La difusién se observa cuando el sitio aparece mas
brillante que el fondo de alrededor (véanse, por ejemplo, las figuras asociadas a los ejemplos). Si el niumero de sitios
es pequefio, quizds una docena o menos, las etapas de procesamiento pueden efectuarse esencialmente
simultaneamente. Si el numero de sitios es grande (algunos cientos o mas) se desea un sistema de deteccion
fotoeléctrica.

Los sistemas de deteccion fotoeléctrica incluyen cualquier sistema que use una sefial eléctrica que se
modula por la intensidad de luz en el sitio. Por ejemplo, los fotodiodos, dispositivos de carga acoplada,
fototransistores, fotorresistores y fotomultiplicadores son dispositivos de deteccion fotoeléctrica adecuados.
Preferentemente, los detectores estan dispuestos en una matriz correspondiente a la matriz de sitios sobre la
superficie reactiva, algunos detectores se corresponden con porciones de no sitio. Sin embargo, son mas preferidas
las representaciones digitales de la superficie reactiva tal como aquellas convertidas por una camara de dispositivo
de carga acoplada (CCD) en combinacion con software digitalizador de imagenes y de procesamiento de imagenes
disponible.

Algunos ejemplos del uso de camaras de CCD, tarjetas digitalizadoras de imagenes, ordenadores y
software de procesamiento de imagenes se encuentran en la solicitud de EE.UU. en tramitaciéon junto con la
presente de copropiedad n° de serie 08/140.838 presentada el 21 de octubre de 1993 que se incorpora en este
documento por referencia. Brevemente, la camara o la camara de video de CCD forma una imagen de toda la
superficie reactiva que incluye todos los sitios y porciones de no sitio, e introduce esta imagen a una tarjeta
digitalizadora de imagenes de un ordenador. La imagen se convierte por el digitalizador de imagenes en informacion
digital asignando un valor numérico a cada pixel. El sistema digital puede ser binario (por ejemplo brillo=1 y
oscuridad=0), pero se prefiere una escala de grises de 8 bits en la que un valor numérico se asigna a cada pixel de
forma que un cero (0) representa una imagen negra y doscientos cincuenta y cinco (255) representa una imagen
blanca, representando los valores intermedios diversos tonos de gris en cada pixel.

La informacion digital puede mostrarse en un monitor o guardarse en una RAM o cualquier dispositivo de
almacenamiento para la posterior manipulacién. Pueden resaltarse dos tipos de manipulacién. Primera, los datos
digitalizados pueden convertirse e importarse en un software de aplicacion de dibujo. Esto permitira imprimir la
imagen para fines de archivo como se hizo con las imagenes de video generadas en los ejemplos para producir las
Figuras 4-7, 8A y 9-12. Una aplicacion de dibujo adecuada es el software Publishers PaintBrush (ZSoft Corp.,
Atlanta, Georgia); aunque muchos otros paquetes de software aceptaran o convertiran importaciones de archivos en
una amplia variedad de formatos de archivo que incluyen “raw”, TIFF, GIF, PCX, BMP, RLE y muchos otros. Para las
impresiones y manipulaciones de archivos, las conversiones y las importaciones no deberan alterar el contenido de
los datos de manera que se produzca una representacion real y fiel de la imagen.

En segundo lugar, el software de procesamiento de imagenes puede usarse para analizar la informacién
digital y determinar los limites o contornos de cada sitio, y el valor de intensidad promedio o representativo en cada
sitio. La intensidad establece una correlacién positiva con la cantidad de LSL presente en el sitio, y la cantidad de
LSL presente establece una correlacion (negativa o positiva, dependiendo de la forma del ensayo) con la cantidad de
miembro de unién al analito en tal sitio. Este tipo de manipulacién de datos es evidente en los Ejemplos 2 y 5 y las
Figuras 8B y 8C producidas.

Pueden acumularse y analizarse multiples imagenes del mismo sitio con el tiempo. Para imagenes
repetitivas, la guia de ondas o el elemento de TIR son tanto iluminados multiples veces como, lo mas probable, la
lampara sigue simplemente encendida hasta que se hacen imagenes en cada momento deseado. Comparando la
difusién de la luz en el primer tiempo t1 con la difusién en el segundo tiempo t; puede obtenerse informacion cinética.
Esta informacion cinética es especialmente valiosa cuando el ensayo pretende ser cuantitativo, ya que la
dependencia del tiempo (es decir, la tasa) del aumento o la disminucién en la cantidad de difusion de la luz puede
ser mas indicativo con exactitud de los niveles de los miembros de pares de unién presentes en la muestra de fluido
que la cantidad total de difusion mediante la reaccién en cualquier punto de reaccion dado en el tiempo.
Adicionalmente, el uso de multiples imagenes puede proporcionar un conjunto de datos con respecto al cual el
aumento en la luz difundida detectada es de una funcién conocida con respecto al tiempo. La medicion de la tasa de
cambio de la intensidad de la luz difundida desde una region dada de la superficie reactiva frente al tiempo
proporciona una tasa de reaccion. Usando reaccion cinética, la tasa guarda relacion con una medicién cuantitativa
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de concentracion de analito en la disolucion de muestra. Por supuesto, los datos pueden recogerse mas de dos
veces; generalmente, cuantos mas puntos de datos se obtengan, mas fidedigna es la informacion cinética o de la
tasa.

Puede usarse un procedimiento alternativo en lugar de la reaccién cinética. En este procedimiento se
integra la intensidad de la luz difundida frente al tiempo. El area obtenida por esta integracion establece una
correlacion con la concentracién del analito en disolucion.

Ahora se mostraran diversas realizaciones de la invencién mediante ejemplo detallado. Los ejemplos soélo
son ilustrativos y no pretenden limitar la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Inmunoensayo de hCG usando LAM de colorante

A. Union de SBM de captura a la guia de ondas

La guia de ondas usada en este documento era un cubreobjetos de vidrio estandar recubierto de anticuerpo
comercialmente disponible de Corning (Corning, N.Y.; n° de catdlogo 2, 22 mm?). La superficie reactiva se cre6
sobre la guia de ondas de vidrio aplicando una pequefia cantidad (aproximadamente 2 pl) de una disolucién de
anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo policlonal de cabra dirigido contra BhCG purificado por afinidad, fosfato 10 mM,
pH 7,4, NaCl 120 mM) a un area aproximadamente circular delimitada. La concentracion de anticuerpo de partida fue
3,3 mg/ml y pudo usarse directamente o el anticuerpo pudo diluirse 1:10 en sacarosa al 1% (1% en peso por
volumen [peso/volumen] de sacarosa disuelta en agua) antes de la aplicacion. En cualquier caso, el anticuerpo en
exceso se aplicd con respecto a la cantidad de proteina que podria retenerse sobre la superficie de la guia de ondas,
y este anticuerpo en exceso se lavo con agua y se dejo secar.

Tras la inmovilizacién del anticuerpo a la guia de ondas, la superficie de vidrio se tratdé con caseina tratada
alcalina al 0,05% en agua para bloquear interacciones no especificas entre la superficie de vidrio y el material en la
muestra de fluido. Se incubd un volumen suficiente de la disolucién de caseina al 0,05% para cubrir la superficie a
temperatura ambiente durante 1-5 minutos y el vidrio se lavé luego con agua usando un frasco lavador. La caseina
recubrio la superficie por adsorcion fisica y produjo una superficie que mostré “accion de extension”, es decir,
mediante la aplicacion cuidadosa del chorro de agua toda el agua sobre la superficie del chip se eliminé por flujo por
gravedad.

B. Ensamblaje del dispositivo

Un dispositivo para alojar los reactivos de ensayo consistié en dos cubreobjetos de vidrio como se muestra
en las Figuras 2A-2C. Un cubreobjetos (la guia de ondas) contuvo el SBM de captura unido y el otro cubreobjetos de
vidrio cred el canal para contener la muestra-disolucién de conjugado. Los dos cubreobjetos estaban compensados y
se mantuvieron juntos por cinta de doble capa (Arcare 7710B, Adhesives Research Inc., Glen Rock, Penn) para
formar un canal de 16 mm de ancho y aproximadamente 75 pm de espesor (el espesor de la cinta de doble capa). El
canal cre¢ orificios de aproximadamente 25 pl de volumen.

C. lluminacioén de la guia de ondas

Entonces, la guia de ondas se iluminé con una fuente de luz que comprendia una bombilla incandescente
de 150 vatios con una apertura de rendija de aprox. 2 mm. La guia de ondas se inserto en la rendija de la fuente de
luz de manera que la luz brillara en el borde receptor de la luz de 2 mm de espesor de la guia de ondas (véase la
Figura 2A). Aunque la guia de ondas se inserté en la rendija a aproximadamente 45° con respecto a la mascara, no
se hicieron intentos por optimizar el angulo de luz incidente ni para eliminar la luz que incidia sobre el elemento a
menos del angulo critico.

D. Adicion de muestra, conjugado difusor de la luz, colorante absorbente de la luz

A continuacién se afadieron una disolucién que contenia la muestra, un conjugado difusor de la luz y un
colorante absorbente de la luz a la superficie reactiva de forma que se cubriera el sitio de captura. El conjugado se
preparé usando una particula de selenio coloidal (patente de EE.UU. n° 4.954.452 a Yost y col.) del siguiente modo:
1 ml de coloide de selenio (concentracion de D.O. 32, a la maxima longitud de onda de absorcion de 546 nm) se
mezcld durante 10 segundos con 2,5 pl de anticuerpo monoclonal dirigido contra ahCG (1 mg/ml, en PBS) y 30 ul de
BSA al 20% (20 g/100 ml disuelto en agua). Entonces se afiadieron diez pl del conjugado de selenio a 40 pl de
calibrador de hCG (controles de hCG en orina de Abbott Laboratories (Abbott Park, IL; n° de catdlogo 3A28-02)).
Finalmente, a este mezcla se afadieron luego 2 a 3 yl de colorante alimentario azul de McCormick (McCormick,
Hunt Valley, MD) dando una D.O. final de 140-200 a 630 nm.

E. Deteccion de la sefal difundida por la luz

La luz difundida derivada de la interaccion de la onda de luz evanescente con la marca difusora de la luz
puede detectarse visualmente o por medio de un sistema de analisis de video convencional. En el caso de la
deteccién visual se observo una sefial en aproximadamente 1 minuto y se volvid muy visible en el plazo de 5
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minutos. Esta sefal visual se registr6 usando una camara de CCD (dispositivo de carga acoplada) de 8 bits
convencional (Cohu modelo 4815 Cohu, Inc., San Diego, CA). Se cred una representacion digital de la imagen
usando un digitalizador de imagenes (Imaging Technology Incorporated, PC VISION mas tarjeta digitalizadora de
imagenes; Woburn, Mass) en un Compac DeskPro 386/20e (Compaq Computer Corporation, Houston, TX). El
archivo de datos de la imagen digitalizada se convirtié y se importé en el software Publishers PaintBrush (ZSoft
Corp., Atlanta, Georgia) a partir del cual se imprimi6 la imagen en una impresora de 300 dpi de resolucién. La
imagen impresa se muestra como la Figura 4.

Ejemplo 2. Ensayos mejorados de guias de ondas de hCG

A. Configuracion del ensayo

El ensayo se ejecuté como se describe en el Ejemplo 1, sin embargo, el conjugado de selenio se concentro
un factor de 30X del siguiente modo. Se mezclaron diez ml de coloide de selenio, D.O. 32 a 546 nM de luz, con 25 pl
de anticuerpo dirigido contra hCG (1 mg/ml; descrito en el Ejemplo 1) y 300 yl de BSA al 20% (véase el Ejemplo 1).
La disolucién resultante se coloco en dos tubos de centrifuga de 6 ml de capacidad y se centrifugo usando el modelo
de centrifuga Centra-4B (International Equipment Company, Needham Heights, MA) a 5.000 rpm durante 10 minutos
para sedimentar el conjugado de selenio. Se eliminaron aproximadamente 9,66 ml del sobrenadante, de color
amarillo paja, de manera que quedara el sedimento de selenio, de color rojo oscuro, como estaba. Los sedimentos
de conjugado de selenio se resuspendieron y se combinaron en los 0,33 ml restantes de sobrenadante. Las
“muestras” de hCG fueron los controles positivo alto de hCG en orina, positivo bajo y cero obtenidos de Abbott
Laboratories (Abbott Park, IL; n° de catalogo 3A28-02) que contenian, respectivamente, 250, 50 y 0 mUI/ml de hCG.
Ademas, a cada uno de los controles se afiadieron 0,5 ml de caseina al 10% (Tris 100 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM,
10% en peso/volumen de caseina) como agente de bloqueo para evitar la unién no especifica, concentracion de
caseina final 0,9%. Las guias de ondas se construyeron como se describe en el Ejemplo 1, excepto que el
anticuerpo policlonal dirigido contra hCG se aplicé a la superficie de vidrio con un capilar de vidrio de forma que el
sitio fue un simbolo “mas” dibujado a mano.

Se mezclaron volumenes iguales de conjugado de selenio concentrado 30X (descrito anteriormente) y
muestra y se aplicaron inmediatamente a la guia de ondas. En este caso, la densidad dptica de la mezcla de
conjugado-muestra (D.O. aproximadamente 465) fue tan grande que no se necesité la adicién del colorante
alimentario para evitar la difusion de fondo. Ademas, la alta concentracion de conjugado aumenté
sorprendentemente tanto la sensibilidad como la velocidad del revelado de la sefal de la guia de ondas sin un
aumento en la difusién de fondo. La muestra de 0 mUI/ml no dio sefial apreciable, la muestra de 25 mUl/ml
(concentracién final) dio una sefal visible en aproximadamente 30 segundos y la muestra de 125 mUl/ml
(concentracién final) dio una sefial en 5 segundos 0 menos. Se obtuvo la imagen de la Figura 5, se digitalizd y se
imprimié como en el Ejemplo 1-D muestra una sefial “mas” apenas visible a 1 segundo para la muestra de hCG
positiva alta (125 mUI/ml). Tiempo= 0 muestra el llenado del canal de la guia de ondas con la disoluciéon de
conjugado; tiempo= 1 segundo muestra la formacion inicial casi instantanea de una sefial mas visible; y tiempo=5y
20 segundos muestra una sefial mas claramente visible.

B. Determinacion de la sensibilidad

Los chips de las guias de ondas se hicieron como antes, sin embargo, a la guia de ondas se aplicd un unico
punto de disolucidon de anticuerpo (véase el Ejemplo 1; anticuerpo policlonal dirigido contra hCG a 1 mg/ml) para
formar un unico sitio sobre la superficie reactiva. Para estimar la sensibilidad en este sistema, el experimento se
repitid con 6 muestras ejecutadas a 0 mUIl/ml y 5 muestras ejecutadas a 31 mUI/ml (concentraciones nominales de
hCG, no se realizaron mediciones reales). Se mezclaron las muestras y el conjugado durante 1 minuto, se aplicaron
al canal de la guia de ondas y se adquirié una imagen de video digital después de 1 minuto de la generacién de la
sefial usando un digitalizador de imagenes y una camara de video de CCD. Las imagenes digitales consisten en una
serie de valores de escalas de grises de 8 bits que oscilan de 0 (oscuro) a 255 (blanco). Por tanto, el archivo digital
consiste en una serie de tales numeros y cada numero se corresponde con una localizacion de pixel particular y
Unica de la imagen.

Los datos digitalizados resultantes se analizaron usando el software Image Pro Plus (Media Cybernetics,
Silver Spring, MD) en el que se us6 un éarea circular, aproximadamente el tamafio de un punto de sefal, para medir
los valores numéricos de la escala de grises de los datos de imagenes. Se promediaron los valores digitales dentro
del area de medicion circular, es decir, se sumoé cada valor dentro del circulo y la suma resultante se dividio entre el
numero de tales valores. Tales valores se obtuvieron para el sitio de captura y para una proporciéon de no sitio de
fondo representativa adyacente al sitio de la sefal. La diferencia, sefial menos antecedentes, constituyé el valor
medido. Los datos obtenidos para este experimento se muestran en la Tabla 2.1:
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TABLA 2.1
0 mUl/ml 31 mUl/ml

Sefial Fondo Sefial neta Sefial Fondo Sefial neta
50,9 44,8 6,1 69,6 50,2 19,4
51,6 44.6 7.1 78,4 54,7 23,7
50,6 441 6,4 112,4 77,0 35,6
64,1 58,6 5,6 102,3 642 38,1
66,2 58,7 7,5 105,7 76,0 29,7
54,8 48,0 6,8

media: 6,6 £0,7 media: 29,2+7,8

La sefial neta media para el experimento de 0 mUl/ml es 6,6 + 0,7 mUl/ml y para el experimento de 31
mUl/ml 29,2 + 7,8 mUI/ml. Por tanto, mediante interpolacion lineal, 1 nivel de gris = 1,4 mUIl/ml y un valor de sefal
neta igual a 2 desviaciones estandar por encima de la sefial neta de 0 mUl/ml, es decir, 1,4, da un calculo estimado
de la sensibilidad de aproximadamente 2 mUl/ml.

Ejemplo 3. Inmunoensayo de hormona estimulante de la tiroides (TSH)

A. Reactivo de captura de union a la fase sélida

Se prepar6é una guia de ondas como se describe en el Ejemplo 1, excepto que el sitio de captura de
anticuerpo se cred sobre la superficie de vidrio de la guia de ondas aplicando una pequefia cantidad
(aproximadamente 2 pl) de una disolucion de anticuerpo compuesta por anticuerpo policlonal dirigido contra aTSH
purificado por afinidad a una concentracion de 0,25 a 0,5 mg/ml. La disolucién de anticuerpo contiene sacarosa al
1%. El anticuerpo se dejo secar y asi se inmovilizd y se adsorbié sobre la superficie de vidrio, se aclaré con agua
para HPLC y se secd mediante aire forzado. Tras la inmovilizacién, la superficie de vidrio se trata durante <1 minuto
con caseina tratada alcalina al 0,05% (Tris 100 mM, pH 7,8, NaCl 150 mM) para bloquear las interacciones no
especificas entre la superficie reactiva y el material en la muestra de fluido; y para promover el flujo a través del
canal. La caseina en exceso se aclara del portaobjetos con agua para HPLC en una “accién de extensiéon”. Cualquier
liquido restante se seca mediante aire forzado.

El desechable se ensambl6é como se describe en el Ejemplo 1 y se colocé en la apertura de la rendija de la
fuente de luz como se describe en el Ejemplo 1.

B. Adicién de muestra y conjugado difusor de la luz concentrado

A continuacion, una disolucion que contenia muestra y un conjugado difusor de la luz se afadié a la
superficie reactiva de forma que se cubriera el sitio de captura. El conjugado difusor de la luz se preparé marcando
un segundo anticuerpo (monoclonal dirigido contra BTSH; 10 ug/ml) con coloide de selenio del Ejemplo 1 diluido a
D.O. 16 (longitud de onda maxima de absorcion de 546). Después de mezclarse durante 10 segundos, la
conjugacion se bloqued con BSA al 0,6% y se centrifugd a 8000 rpm durante 3-5 minutos para concentrarse. El
conjugado se resuspendié en 1/20 de su volumen original. A continuacién, 15 pl de tampén de muestra, que
consistieron en 7,5 ul de conjugado de selenio mezclado con 7,5 pl de caseina tratada alcalina al 10% (Tris 100 mM,
pH 7,8, NaCl 150 mM) para dar una concentracion de caseina final del 2,5%, se mezclaron con 15 yl de muestra de
TSH. Las muestras de TSH fueron los calibradores de ensayo A-F IMx® Ultrasensitive hTSH obtenidos
comercialmente de Abbott Laboratories (n° de catalogo A3A62-01) y que tienen niveles de TSH del siguiente modo:
A=0, B=0,5, C=2, D=10, E=40 y F=100 pUl/ml. Estos calibradores se usaron a una dilucién 1:1 con el tampén de
muestra dando una concentracion final de la mitad de la establecida como concentracién del calibrador.

C. Deteccidn de la seial difundida por la luz

La luz difundida derivada de la interaccién de la onda de luz evanescente con la marca difusora de la luz se
detecto visualmente y por medio de un sistema de analisis de video convencional (véase, por ejemplo, el Ejemplo 1).
En el caso de la deteccion visual, una sefial se observo en aproximadamente 1 minuto. Se obtuvo la imagen de la
Figura 6, se digitalizé y se imprimié como en el Ejemplo 1-D. Como se muestra en la Figura 6, se observa una sefial
por encima del fondo en 1 minuto. La sensibilidad estimada del sistema con deteccion visual es 0,25 pUl/ml de TSH.
La sefal a 0,125 pUl/ml de TSH es apenas visible al ojo y distinguible por encima de cero.

Ejemplo 4. Ensayo de hibridacion de ADN

A. Construccién de guias de ondas de ADN
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Las guias de ondas de ADN para la deteccion de mutaciones genéticas humanas que producen fibrosis
quistica se construyeron a partir de sustratos de vidrio de 1 cm cuadrado. Los oligonucleétidos se inmovilizaron al
vidrio para proporcionar multiples sitios de captura en la superficie reactiva. En particular, nueve oligonucledétidos
diferentes, designados CAT01 a CAT09 (SEC ID Nos. 1 - 9) se aplicaron a la superficie de vidrio de la guia de ondas
para formar un patréon de matriz 3 x 3 de forma que el n° de CAT se correspondié con la posicién ocupada por el
mismo numero en un teléfono de tonos convencional. Los puntos de ADN tuvieron aproximadamente 2 mm de
diametro y estaban separados aproximadamente 2 mm. La secuencia y el sitio de mutacién de CAT01 a CAT09
(SEC ID Nos. 1 - 9) se muestran en la Tabla 4.1.

TABLA 4.1
SEC ID Designacion de Secuencia Designacion de la mutacion
N° oligonucledtidos - . 3
1 CATO1 TATCATCTTTGGTGT-NH; A508WT
2 CATO02 AATATCATTGGTGTT-NH; A508
3 CATO03 AGTGGAGGTCAACGA-NH, G551D WT
4 CAT04 AGTGGAGATCAACGA-NH; G551D
5 CATO05 AGGTCAACGAGCAAG-NH» R553X WT
6 CATO06 AGGTCAATGAGCAAG-NH; R553X
7 CATO7 TGGAGATCAATGAGC-NH; G551D + R553X
8 CATO08 TGGAGATCAACGAGC-NH, G551D + R553X WT
9 CATO09 TGGAGGTCAATGAGC-NH, G551D WT+ R553X

Las mutaciones genéticas humanas se indican por la notacién convencional. Por ejemplo, A508 indica una
delecion de 3 pares de bases en la posicion 508 del polipéptido regulador de la conductancia transmembrana de la
fibrosis quistica (J. Zielenski y col. Genomics 10:214-228, 1991). “WT” indica la secuencia natural o normal en esta
posicion. La presencia del grupo amino en el extremo 3' del oligonucleétido facilita la inmovilizacion del ADN a la
superficie de la guia de ondas, sin embargo, el mecanismo no se conoce actualmente. Las disoluciones de ADN se
prepararon por Synthecell (Columbia, MD) y se diluyeron 1:20 en tampén PBS (solucién salina tamponada con
fosfato, pH 7,4) y se aplicaron a la superficie de vidrio de la guia de ondas usando el extremo romo de una barrena
de aproximadamente 1 mm de diametro. El ADN se inmovilizé sobre una superficie de vidrio limpia o a una superficie
de vidrio previamente recubierta con caseina al 0,05%; los resultados de la hibridacién fueron indistinguibles. Las
concentraciones finales de ADN aplicadas a la superficie de vidrio de la guia de ondas oscilaron de un valor alto de
14 uM para CATO02 a uno bajo de 0,9 uM para CATO08 y se determiné comparando la concentracion de material de
partida recibida de Synthecell. Después de la aplicacion, las disoluciones de ADN se dejaron secar sobre el chip a
temperatura ambiente o, en dias humedos, entre aproximadamente el 35% y el 80% de humedad relativa, en una
estufa de incubacion a 50-70°C hasta sequedad (aproximadamente 10 minutos). Este procedimiento formd nueve
“puntos” o sitios de captura de hibridacion en la matriz 3 x 3 descrita anteriormente.

B. Hibridacion

Para evaluar el rendimiento de la guia de ondas de ADN se sintetizaron nueve oligonucledétidos adicionales,
CAT21B a CAT29B (SEC ID Nos. 10-18) por Synthecell con una marca de biotina en el extremo 3'. Las secuencias
de los oligonucleétidos de ADN de prueba se enumeran en la Tabla 4.2.

TABLA 4.2
Secuencia
SEC ID N° Designacioén de oligonucleétidos 5" e a s 3
10 CAT21B ACACCAAAGATGATA-biotina
11 CAT22B AACACCAATGATATT-biotina
12 CAT23B TCGTTGACCTCCACT-biotina
13 CAT24B TCGTTGATCTCCACT-biotina
14 CAT25B CTTGCTCSTTGACCT-biotina
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15 CAT26B CTTSCTCATTCACCT-biocina
16 CAT27B GCTCATTGATCTCCA-biotina
17 CAT28B GCTCGTTGATCTCCA-biotina
18 CAT29B GCTCATTGACCTCCA-biotina

Los oligonucledtidos se disefiaron y se nombraron de forma que CAT21B (SEC ID N° 10) fuera
complementario a CAT01 (SEC ID N° 1), CAT22B (SEC ID N° 11) fuera complementario a CAT02 (SEC ID N° 2),
etc., hasta CAT29 (SEC ID N° 18) que es complementario a CAT09 (SEC ID N° 9). Las concentraciones variaron de
una alta de 473 mM para CAT25B (SEC ID N° 14) a una baja de 151 mM para CAT27B (SEC ID N° 16). 1 yl de cada
una de las nueva muestras de ADN se diluy6é en 1 ml de tampdn de hibridacion (caseina al 1%, Tris 10 mM, pH 7,4,
NaCl 15 mM), y se aplicé una diferente a cada una de las nueve guias de ondas de ADN diferentes y se incubaron a
temperatura ambiente (aproximadamente 23°C) durante 5 minutos. La superficie de las guias de ondas de ADN se
lavd con PBS usando un frasco lavador y luego se guardaron bajo PBS hasta la deteccién de la hibridacion.

C. Detecciodn de la hibridacion

La hibridacién de los nueve ADN marcados con biotina diferentes se detect6 en la guia de ondas por luz
que se difundioé de un anticuerpo dirigido contra biotina conjugado con selenio. El conjugado de selenio se preparé
mediante la adicién de 2,5 pl de un anticuerpo dirigido contra biotina (anticuerpo policlonal de conejo dirigido contra
biotina, 1,13 mg/ml en PBS, pH 7,4, véase el documento EP 0 160 900 B1 a Mushahwar y col. correspondiente al
documento de EE.UU. n° de serie 08/196885) a 1 ml de coloide de selenio (concentracion de D.O. 32) del Ejemplo 1,
seguido de la adicion de 30 pl de albumina de suero bovino (BSA en polvo disuelta en agua para dar una disolucién
al 20% en peso/volumen). Se aplicaron cincuenta pl de la disolucién de conjugado a la superficie de la guia de
ondas de ADN vy la luz se dirigi6 al lado de la guia de ondas para observar la unién de selenio a los diversos sitios de
captura de ADN. La hibridacién positiva fue visible en muchos sitios en el plazo de 1 minuto. Las guias de ondas de
ADN se lavaron con PBS para eliminar el conjugado de selenio en exceso, se iluminaron para efectuar la difusién de
la luz excitada por la guia de ondas y se obtuvieron imagenes usando una camara de CCD Cohu modelo 4815. La
imagen se digitalizé6 y se imprimi6 como en el Ejemplo 1-D, y se muestra en la Figura 7. Todo el patrén de
hibridacion de ADN se detecté usando la guia de ondas en una Unica medicidon de imagenes y permitio la
determinacion de la secuencia de ADN del oligonucleétido aplicado a la guia de ondas. En el caso de CAT21B (SEC
ID N° 10) y CAT22B (SEC ID N° 11) (primeros dos marcos de la Figura 7), el patron de hibridacion fue relativamente
simple debido a que hubo una homologia de secuencias despreciable de estos oligonucledétidos con sitios de captura
de ADN distintos de CATO1 (SEC ID N° 1) y CATO02 (SEC ID N° 2), respectivamente. Sin embargo, en el caso de
CAT23B-CAT29B (SEC ID Nos. 12-18), la significativa homologia de secuencias produce un patréon de unidon mas
complicado.

Ejemplo 5. Fusién de ADN en tiempo real

A. Construccién de guias de ondas de ADN

Se hicieron guias de ondas que contenian dos puntos de captura de ADN aplicando 1 ul de una disolucién
de oligonucledétido que contenia CAT03 (SEC ID N° 3) y CAT04 (SEC ID N° 4; dilucién 1:20 en PBS) al cubreobjetos
de la guia de ondas (recubierta con caseina al 0,05% como en el Ejemplo 1), seguido de secado a temperatura
ambiente. EI ADN en exceso se aclar6 de los dos puntos con agua y luego los chips se secaron a temperatura
ambiente. La guia de ondas de ADN con dos puntos se unio6 a otro cubreobjetos de vidrio para formar un desechable
para alojar los reactivos de ensayo como en el Ejemplo 1.

B. Hibridacién y deteccion

Se preparé una disolucion de tanto CAT23B (SEC ID N° 12) como CAT24B (SEC ID N° 13) diluyendo 1 pl
en 1 ml de caseina al 1%, Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 15 mM. La disolucién se introdujo en el desechable de canal de
la guia de ondas por flujo capilar y se permitié la hibridacion durante un periodo de 5 minutos a temperatura
ambiente. La disolucién de ADN se desplazé del canal introduccion un conjugado de selenio (Ejemplo 4) y la guia de
ondas se coloco en la fuente de luz para efectuar la deteccion. En el plazo de segundos aparecieron dos puntos
brillantes en los sitios de captura de ADN que indicaron que se habia producido la hibridacion. Se esperé que la
hibridacion entre CAT23B (SEC ID N° 12) y CAT03 (SEC ID N° 3) fuera como la hibridaciéon entre CAT23B (SEC ID
N° 12) y CAT04 (SEC ID N° 4) debido a que la diferencia entre CAT23B (SEC ID N° 12) y CAT04 (SEC ID N° 4) solo
era un unico par de bases. A condiciones de baja temperatura (es decir, temperatura ambiente) y alta sal (NaCl 15
mM) no hubo discriminacion suficiente en el procedimiento de hibridacion para distinguir un Unico desapareamiento
de pares de bases.

C. Fusién en tiempo real

Después de la observacion del patron de hibridacion a temperatura ambiente, la temperatura de la guia de
ondas de ADN se aumentd usando un bloque térmico aplicado al lado sin guia de ondas de canal (es decir, el
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segundo cubreobjetos de vidrio usado para crear el canal del desechable). El efecto del calor sobre el patron de
hibridacion se registrd en tiempo real usando una camara de CCD y un grabador de cinta de video (VCR) centrado
en la superficie de la guia de ondas. La temperatura del bloque térmico debajo de la guia de ondas (es decir, en
contacto con el segundo cubreobjetos de vidrio usado para crear el canal del desechable) se midié usando un
termopar. Se registré una lectura de temperatura digital (Watlow, controlador de temperatura serie 965, Watlow
Controls, Winona, MN) obteniendo imagenes con la camara de CCD. A medida que aumentaba la temperatura, la
intensidad de sitios de ADN disminuia como era de esperar a partir de la fusion de ADN. Ademas, los sitios de ADN
contenian la fusion de ADN hibridado desapareado a temperaturas mas bajas que los sitios que contenian el ADN
de apareamiento exacto. Como resultado fue posible distinguir entre hibridacion de apareamiento exacto y de
desapareamiento de una unica base y asi permitir la deteccidon de mutaciones de una Unica base. Los datos se
recogieron en forma de imagenes de video a cada incremento de 1°C y se digitalizaron usando el digitalizador de
imagenes como antes. La Figura 8A es la representacion impresa de los datos a intervalos de 5°C que muestra que
aproximadamente a 50°C los puntos desapareados empiezan a perder intensidad, pero los pares perfectamente
apareados siguen siendo visibles hasta aproximadamente 60°C. La intensidad de los sitios de captura se midié como
en el Ejemplo 2 y la intensidad de puntos media se calculé para cada temperatura. La Figura 8B es una
representacion de curvas de fusién para CAT23B (SEC ID N° 12) y la Figura 8C es una representacion de curvas de
fusion para CAT24B (SEC ID N° 13). Las temperaturas de fusion se estiman como el punto a mitad de camino entre
la meseta superior e inferior.

Ejemplo 6. Sensibilidad del ensayo de hibridacion de ADN

La sensibilidad del ensayo de hibridacién de la guia de ondas ADN se estimé observando la intensidad de
la sefal difusora a medida que se reducia la concentracion de ADN aplicada a la guia de ondas. Se hicieron cuatro
guias de ondas de ADN idénticas aplicando 0,5 pl de CATO1 (SEC ID N° 1) y CATO03 (SEC ID N° 3), que se diluyeron
por separado 1:20 en PBS. Este procedimiento se repitié 2 veces para formar una matriz 2 x 2 con CAT01 (SEC ID
N° 1) en las esquinas izquierda superior y derecha inferior (como se visualiza) y con CAT03 (SEC ID N° 3) en las
esquinas derecha superior e izquierda inferior (como se visualiza). Los puntos de ADN se secaron en un horno a
70°C durante 15 minutos vy, sin lavar el ADN en exceso, se fijé6 un segundo cubreobjetos para formar un canal como
en el Ejemplo 1. EI ADN de CAT23B (SEC ID N° 12) se diluy6 en tampdn de hibridacién (caseina al 1%, Tris 10 mM,
pH 7,4, NaCl 15 mM) para dar concentraciones de 39,6 nM, 4 nM y 0,4 nM. El tampdn de hibridacién sélo se us6
como la cuarta concentracion de ADN (0 nM). Se introdujeron treinta pl de cada disolucion de ADN en uno de los
cuatro dispositivos de guia de ondas. La disolucién de ADN se aplicd al hueco abierto en un extremo del desechable
de la guia de ondas y el canal se llené posteriormente por acciéon capilar. Las disoluciones se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos para permitir que se produjera la hibridacion. A continuacion se aplicaron
30 ul de anticuerpo dirigido contra biotina conjugado con selenio (Ejemplo 4) a un extremo del canal y una toallita de
papel se aplicoé en el extremo opuesto del canal para eliminar la disolucién de ADN vy, por desplazamiento, llenar el
canal con disolucién de conjugado. La hibridacion se detectd mediante iluminacién de la guia de ondas de ADN a
medida que el canal se llenaba con disoluciéon de conjugado. Después de un minuto de unién del conjugado de
selenio se adquiri6 una imagen digital de la sefial de la guia de ondas usando una camara de CCD Cohu a 30
fotogramas por segundo. La imagen importada e impresa de cada uno de los cuatro chips se muestra en la Figura 9.
La hibridacion especifica se indico por la presencia de sefial s6lo en los sitios de CAT03 (SEC ID N° 3). No hubo
sefal de ningun sitio sobre el chip con 0 nM de muestra y no hubo sefal de los sitios de CAT01 (SEC ID N° 1) a
ninguna concentracion. La menor concentracion de ADN usada en el experimento, 0,4 nM de CATO03, se detecto por
la guia de ondas bajo estas condiciones y representa una medicion aproximada de la sensibilidad. Como
comparacion tipica, Pease y col., Proc. Natl. Acad. Sci., 91: 5022-5026, 1994, informan de la deteccion de una
concentraciéon 10 nM de ADN de marca fluorescente conjuntamente con un sistema de barrido por laser en un
tiempo de lectura de minutos en lugar de 1/30 de un segundo.

Ejemplo 7. Deteccién de la guia de ondas de ADN de alta densidad de sitios

Se cred una guia de ondas de ADN de alta densidad de sitios (definida como el ndmero de sitios/chip, a
diferencia de la cantidad de ADN por sitio) mediante multiples aplicaciones de un unico oligonucleétido, CAT01 (SEC
ID N° 1). Se program6 una tabla Asymtek Automove 102 XYZ (Asymtek, Carlsbad, CA) para sumergir un alfiler de
150 ym de diametro en una disolucion de ADN de CATO1 (dilucion 1:20 de CATO1 en PBS) y luego el alfiler toco la
superficie de una guia de ondas de vidrio de 1 cm cuadrado recubierta de caseina. El procedimiento se repitié 323
veces para formar una matriz 18 x 18 de puntos de ADN de 150 um de diametro separados 300 um (la matriz 18 x
18 deberia tener 324 puntos, sin embargo, un error de programacién omitié la colocaciéon de un punto produciendo
un “agujero” en la porcion derecha superior (como se visualiza) de la matriz y, de ahi 323 puntos). Toda la matriz
ocup6 un cuadrado de aproximadamente 5,1 mm de lado (26 mm2) en el centro de la guia de ondas de 1 centimetro
cuadrado.

Las guias de ondas resultantes se secaron, se lavaron con agua y se secaron de nuevo en la preparacion
para la hibridaciéon. La hibridacion se llevé a cabo colocando una disolucion de CAT21B (SEC ID N° 10) diluida
1:1000 en caseina al 1%, Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 15 mM sobre la superficie de la guia de ondas de manera que
cubriera toda la matriz durante 5 minutos a temperatura ambiente. La disolucion de ADN se aclaré de la superficie de
la guia de ondas usando PBS y la hibridacion se detectd luego cubriendo la superficie de la guia de ondas con
anticuerpo dirigido contra biotina conjugado con selenio (Ejemplo 4) e iluminando la guia de ondas. La hibridacion
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del ADN de CAT21B (SEC ID N° 10) a la matriz de ADN pudo observarse visualmente en aproximadamente 30-60
segundos. La disoluciéon de conjugado en exceso se lavd colocando el chip en una placa de PBS. El patrén de
hibridacion se registr6 mediante la digitalizacion de una imagen de video usando un digitalizador de imagenes como
antes. Una representacion impresa de los datos de imagenes se muestra en la Figura 10. Como puede verse, la
deteccioén de la guia de ondas permiti6 la medicion y la diferenciacion simultanea de los 323 sitios de hibridacion.

Ejemplo 8. Disociacion de ADN hibridado mediante baja fuerza iénica

Otra ventaja de la deteccion de la guia de ondas es la reutilizabilidad. En este caso, la muestra ADN
hibridada a una superficie de la guia de ondas debe desprenderse del chip sin dafiar el ADN fijado a la superficie.
Este ejemplo demuestra la utilidad de la guia de ondas para monitorizar el procedimiento de regeneracion.

Las guias de ondas de ADN de fibrosis quistica que llevan los oligonucleétidos CAT01 a CAT09 (SEC ID
Nos. 1-9) en una matriz 3 x 3 se construyeron como se describe en el Ejemplo 4 usando un cubreobjetos de vidrio n°
2 de 22 mm cuadrados. Se formé un canal de flujo fijando un segundo cubreobjetos a la guia de ondas usando
adhesivo de silicona (Dow Corning, Midland, MI) y dos trozos de tubo en esquinas diagonales opuestas para
proporcionar una entrada y salida. Los cubreobjetos se compensaron como se describe en el Ejemplo 1 para permitir
la inyeccion de luz en el cubreobjetos superior que hizo de guia de ondas. Se bombed manualmente una disolucion
de CAT23B (SEC ID N° 12) que es perfectamente complementario a CATO3 (SEC ID N° 3)) en tampén de
hibridacion (caseina al 1% en Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 12 mM) en el canal de flujo usando una jeringuilla; el flujo se
detuvo y la hibridacion se llevd a cabo durante 1 minuto. A continuacion se bombed una disolucion de anticuerpo
dirigido contra biotina conjugado con selenio (Ejemplo 4) en el canal desplazando la disolucion de ADN; el flujo se
detuvo; y la hibridaciéon se detectdé mediante la iluminacion de la guia de ondas en presencia del conjugado (como
antes). A continuacion, el canal se lavd bombeando en PBS para desplazar la disolucién de conjugado. Finalmente,
el complejo de ADN hibridado-anticuerpo dirigido contra biotina conjugado con selenio se disocié de la superficie de
la guia de ondas bombeando agua pura en el canal. El agua aumenta las condiciones de rigurosidad diluyendo el
NaCl para disminuir la fuerza iénica. La disociacion del ADN y el selenio de los sitios de captura se observé en
tiempo real y se registr6 usando una camara de video y una VCR. En varios momentos del procedimiento de
disociacién la imagen de video se capturd usando un digitalizador de imagenes, se digitalizé y se imprimié como
antes, y los resultados se muestran en la Fig. 11. Debido a las excesivas burbujas de aire en la camara de flujo sélo
se muestra la matriz 2 x 2 derecha superior; por ejemplo, cuatro sitios correspondientes a los nimeros 2 (CAT02,
SEC ID N° 2), 3 (CATO03, SEC ID N° 3), 5 (CAT05, SEC ID N° 5) y 6 (CAT06, SEC ID N° 6). Como puede verse, el
procedimiento de disociacion fue seguido de la introduccion inicial de medio de baja fuerza iénica para la eliminacion
final de sustancialmente todas las sefiales de la guia de ondas del chip de ADN. De ahi que la guia de ondas
permitiera que el operador monitorizara el procedimiento de regeneracién de la guia de ondas de ADN para la
reutilizacion. En particular, la informacion en tiempo real en la regeneracion puede usarse para controlar el tiempo de
regeneracion y asi mejorar los tiempos de procesamiento en una aplicacion de diagnéstico.

Ejemplo 9. Prueba de anticuerpos multiplex para ADN

Se cred una prueba de anticuerpos multiplex para productos de ADN bihaptenados usando un SBM de
biotina comun y un SBM de “captura” diferente para cada uno de los 3 productos de oligonucleotidos. Tales
oligonucledtidos bihaptenados son representativos de productos obtenidos por una reaccion en cadena de ligasa
multiplex como se desvela en el documento de EE.UU. n°® de serie 07/860.702 presentado el 31/03/92 publicado
como el documento WO 93/20227 (Abbott Labs). La guia de ondas se construyé inmovilizando anticuerpos
monoclonales dirigidos contra fluoresceina, dirigidos contra adamantano y dirigidos contra quinolina a un
cubreobjetos de microscopio de vidrio n° 2 de Corning. Los anticuerpos dirigidos contra adamantano se desvelan en
el documento de EE.UU. n° de serie 808.508 presentado el 17/12/91 y en el documento PCT/US93/05534. Los
anticuerpos dirigidos contra quinolina se desvelan en el documento de EE.UU. n°® de serie 07/858.820 presentado el
21/03/92 publicado como el documento WO 93/20094. Todos estos documentos se incorporan en este documento
por referencia.

Los anticuerpos se diluyeron 1:10 en agua y se aplicaron aproximadamente 0,5 pl a la guia de ondas
formando 3 puntos espacialmente separados como se muestra en la Figura 12a con antifluoresceina en el vértice
derecho superior (punto n° 1), antiadamantano en el izquierdo (punto n® 2) y antiquinolina en el izquierdo inferior
(punto n°® 3). Un segundo portaobjetos de vidrio se aplicé a la guia de ondas para formar un canal (como en el
Ejemplo 1). Se diluyeron 3 pl de ADN monocatenario sintético que contenia una biotina en el extremo 3' y tanto
fluoresceina, adamantano como quinolina en el extremo 5' en 50 pl de caseina al 1%, Tris 10 mM, pH 7,4, NaCl 15
mM. Las concentraciones de ADN finales fueron aproximadamente 100 nM. Las secuencias de ADN se muestran en
la Tabla 9.1.
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TABLA 9.1
Secuencia
SEC ID N° 5' 3
19 biotina-GGACACGGACACGGACACGGACAC-fluoresceina
20 biotina-GGACACGGACACGGACACGGACAC-quinolina
21 biotina-GGACACGGACACGGACACGGACAC-adamantano

Las disoluciones resultantes se mezclaron con volimenes iguales de anticuerpo dirigido contra biotina
conjugado con selenio (Ejemplo 4) y se introdujeron en el canal de la guia de ondas mediante accién capilar. Las
Figuras 12b a 12d muestran los resultados usando disoluciones de ADN que contenian una Unica especie marcada.
La SEC ID N° 21 se usa en la Figura 12b, la SEC ID N° 19 se usa en la Figura 12c y la SEC ID N° 20 se usa en la
Figura 12d. En la Figura 12e, una mezcla de ADN de quinolina-biotina y ADN de fluoresceina-biotina produjo sefiales
detectables en los dos sitios de captura apropiados (puntos 1 y 3). De ahi que el sistema de la guia de ondas
permitiera la deteccidn simultanea de multiples analitos en una mezcla.

El ejemplo anterior describe varias realizaciones especificas de la invencién, pero la invenciéon no esta
limitada a estos ejemplos especificos. Mas bien, la invenciéon que va a protegerse se define por las reivindicaciones
adjuntas.

LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE: Donald I. Stimpson
Julian Gordon
Joanell V. Hoijer

(i) TITULO DE LA INVENCION: PROCEDIMIENTO DE GUiA DE ONDAS OPTICA DIFUSORA DE LA LUZ
PARA DETECTAR ACONTECIMIENTOS DE UNION ESPECIFICA

(i) NUMERO de SECUENCIAS: 21
(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
A) DESTINATARIO: Abbott Laboratories
B) CALLE: One Abbott Park Road
C) CIUDAD: Abbott Park
D) ESTADO: lllinois
E) PAIS: EE.UU.
F) CODIGO POSTAL: 60064-3500
(v) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
A) TIPO DE MEDIO: Disquete

(A)
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(©)

_~ o~ o~~~ o~

C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: MS Word/Wordperfect
(vi) PRESENTE FECHA DE SOLICITUD:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE PRESENTACION:
(C) CLASIFICACION:
(viii) INFORMACION DEL APODERADO/AGENTE:
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(A) NOMBRE: Thomas D. Brainard
(B) NUMERO DE REGISTRO: 32.459
(C) NUMERO DE EXPEDIENTE: 5603.US.01
(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 708/937-4884
(B) TELEFAX: 708/938-2623
(C) TELEX:
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:1:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
A) LONGITUD: 15 pares de bases
B) TIPO: acido nucleico
C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:1:
TATCATCTTT GGTGT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:2:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:2:
AATATCATTG GTGTT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:3:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
A) LONGITUD: 15 pares de bases

(
(
(

B) TIPO: acido nucleico

C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético

(ix) CARACTERISTICA:

(
(
(
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(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:3:
AGTGGAGGTC AACGA 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:4:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:4:
AGTCGAGATC AACGA 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:5:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:5:
AGGTCAACGA CCAAG 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:6:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:6:
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AGGTCAATCAGCAAG 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:7:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(©)
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:7:
TGGAGATCAA TGAGC 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:8:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:8:
TGGAGATCAA CGAGC 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:9:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: Unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: amina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:9:
TGGAGGTCAA TGAGC 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:10:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:

NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
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(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:10:
ACACCAAAGA TGATA 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:11:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:11:
AACACCAATG ATATT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:12:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:12:
TCGTTGACCT CCACT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:13:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:13:
TCGTTGATCT CCACT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:14:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
A) LONGITUD: 15 pares de bases
B) TIPO: acido nucleico
C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:14:
CTTGCTCGTT GACCT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:15:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:15:
CTTGCTCATT GACCT 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:16:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
A) LONGITUD: 15 pares de bases

(
(
(

B) TIPO: acido nucleico

C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético

(ix) CARACTERISTICA:

(
(
(

26



10

15

20

25

30

35

ES 2358 508 T3

(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:16:
GCTCATTGAT CTCCA 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:17:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:27:
GCTCGTTGAT CTCCA 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:18:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 15 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 3'
(B) LOCALIZACION: 15
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:18:
GCTCATTGAC CTCCA 15
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:19:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: unica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 5'
(B) LOCALIZACION: 1
(ix) CARACTERISTICA:
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(A) NOMBRE/CLAVE: hapteno de fluoresceina en 3'
(B) LOCALIZACION: 24
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO: 19:
GGACACGGAC ACGGACACGG ACAC 24
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:20:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 5'
(B) LOCALIZACION: 1
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: hapteno de quinolina en 3'
(B) LOCALIZACION: 24
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:20:
GGACACGGAC ACGGACACGG ACAC 24
(2) INFORMACION DE SEC ID NO:21:
(i) CARACTERISTICAS DE SECUENCIAS:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) NATURALEZA DE LAS CADENAS: tnica
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN sintético
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: biotina en 5'
(B) LOCALIZACION: 1
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: hapteno de adamantano en 3'
(B) LOCALIZACION: 24
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID NO:21:
GGACACGGAC ACGGACACGG ACAC 24
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar la secuencia de nucleétidos de segmento de acido nucleico desconocido
o para distinguir dos secuencias de nucleétidos estrechamente relacionadas, comprendiendo el procedimiento:

(a) proporcionar un dispositivo de guia de ondas, comprendiendo el dispositivo de guia de ondas (i) un
elemento transparente que tiene un indice de refraccion superior al de la muestra de fluido; (ii) un borde
receptor de la luz; y (iii) una superficie reactiva que comprende una pluralidad de sitios que tienen
oligonucleétido inmovilizado sobre la misma, definiendo dichos sitios una matriz de oligonucleétidos que
tiene diferentes secuencias para hibridarse con el acido nucleico desconocido, no teniendo otras porciones
de no sitio de la superficie de dicho elemento oligonucledtidos inmovilizados sobres la mismas;

(b) poner en contacto la superficie reactiva bajo condiciones de hibridacion con dicho acido nucleico
desconocido en el que dicho acido nucleico desconocido, tanto directamente como mediante pares de
unién analogos intermedios si se desea, esta marcado con una marca difusora de la luz; formandose asi
complejos de marca difusora de la luz unidos a aquellos sitios de la superficie reactiva que son
complementarios a la secuencia del acido nucleico desconocido;

(c) iluminar el borde receptor de la luz de la guia de ondas con luz eficaz para crear reflexién interna total
dentro de la guia de ondas, iluminandose asi simultdneamente toda la superficie reactiva;

(d) recoger sustancialmente simultaneamente la luz difundida, si la hay, de cada sitio y de porciones de no
sitio de dicha superficie;

(e) comparar el grado de difusion de la luz en cada sitio con tanto (i) el grado de difusiéon de la luz en una
porcién de no sitio; como (ii) el grado de difusion de la luz en otro sitio; y

(f) que comprende ademas aumentar incrementalmente las condiciones de rigurosidad en la superficie
reactiva del dispositivo de guia de ondas parar iniciar la disociacion de acido nucleico unido de los sitios y
repetir las etapas (d) y (e) en cada incremento;

por lo que diferencias de un unico par de bases entre los oligonucleétidos y el acido nucleico desconocido pueden
distinguirse de apareamientos perfectos por diferencias en las propiedades de disociacion.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de acidos nucleicos del analito incluye un
indicador de haptenos y el miembro de unién especifica unido a dicha marca difusora de la luz es especifico para
dicho indicador de haptenos.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho procedimiento comprende ademas un segundo
elemento transparente conectado a dicho primer elemento para formar un canal capilar bidimensional entre ellos de
forma que la superficie reactiva se forme en el canal.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha marca difusora de la luz es una particula
seleccionada del grupo que consiste en oro coloidal, selenio coloidal y latex.

5. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la recogida sustancialmente simultanea de luz difundida
de una pluralidad de sitios se lleva a cabo visualmente por el ojo y el cerebro de un observador.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la recogida sustancialmente simultanea de luz difundida
se lleva a cabo por una matriz de dispositivos fotodetectores seleccionados del grupo que consiste en fotodiodos,
dispositivos de carga acoplada, fototransistores, fotorresistores y fotomultiplicadores.

7. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha marca difusora de la luz esta unida a dicho primer
miembro de union especifica de un segundo par de unién analogo mediante un par de unién analogo intermedio
seleccionado del grupo que consiste en: hapteno y anticuerpo dirigido contra hapteno; biotina y avidina o
estreptavidina; y secuencias de acidos nucleicos complementarios.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que las condiciones de rigurosidad se aumentan
incrementalmente mediante aumentos escalonados de temperatura.

9. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que las condiciones de rigurosidad se aumentan
incrementalmente mediante aumentos escalonados de un agente de dilucién que disminuye la fuerza i6nica de la
disolucion.

10. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que dicho dispositivo de guia de ondas esta provisto de una
superficie de reaccién que tiene un recubrimiento de proteina metasoluble.
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