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DESCRIPCION
Procedimiento y aparato para procesar muestras biolégicas y quimicas.
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a procedimientos y aparatos para procesar muestras bioldgicas y quimicas
Antecedentes de la invencion

El depésito de muestras bioldgicas/quimicas como pequefias manchas de un sustrato sélido para posterior analisis o
aplicacion es una técnica util en muchos campos, incluida la espectrometria y la tecnologia de microhileras. En
aplicaciones de microhileras, se depositan sobre un sustrato sélido pequefias cantidades de muestras de soluciones
muestra bioldgicas/quimicas, tales como soluciones de anticuerpos, formando una hilera de manchas de alta
densidad. Se inmovilizan los contenidos de las soluciones muestra, tales como anticuerpos, sobre la superficie del
sustrato, dentro de una zona determinada por el tamafio de la mancha. La capacidad de depositar un gran nimero
de diferentes muestras sobre la superficie en un formato de hilera de alta densidad es un fundamento para
aplicaciones de las hileras. De hecho, el depdsito como manchas de muestras bioldgicas/quimicas sobre una placa
muestra es una etapa clave de preparacion de la muestra en aplicaciones de espectrometria de masas, incluidas
MALDI (lonizacion de Desorcion con Laser Asistida con Matriz), SELDI (Desorcion/lonizacion de Superficie
Intensificada con Laser) y DIOS (Desorcién/lonizacién sobre Silicio Poroso.

Existen técnicas convencionales para realizar analisis espectrométricos de masas de moléculas grandes, por
ejemplo usando placas MALDI. Tipicamente, con estas técnicas se introducen inicialmente soluciones liquidas
(incluidas, por ejemplo, de péptido, proteina y matriz absorbente de energia) en sitios diana definidos en una placa
espectrométrica de masas. Puesto que los diametros de los sitios diana generalmente son pequefios y a menudo
estan densamente empaquetados, se disponen sobre los sitios diana de la placa pequefias gotitas (por ejemplo, de
0,5-2 microlitros) de las soluciones liquidas para conseguir una colocacién apropiada de la muestra y evitar el
solapamiento de muestras entre los sitios diana. Una vez dispuestas, se evaporan las muestras liquidas, quedando
el conglomerado de cristales de la matriz que contienen moléculas del analito (por ejemplo, péptidos y proteinas)
sobre los sitios diana que tienen caracteristicas favorables para andlisis por espectrometria de masas. Cuando se
desean muestras de conglomerado mayores, se ha usado la colocacion y evaporacion en serie de las muestras de
liquido para construir iterativamente un conglomerado.

El documento WO 03/012392 describe un procedimiento para procesar muestras liquidas quimicas y biolégicas que
se han de recoger en sitios de recogida en un dispositivo de dianas, que comprende el asegurar de forma fiable una
placa soporte de dianas al dispositivo de dianas.

En el documento US 2002/0094533 se apilan placas para obtener una estructura compuesta y se describe un
procedimiento en el que se usa la evaporacion para la concentracion de muestras liquidas.

Los documentos US 2002/0045270 y EP 1284495 describen una platina para preparacion de MALDI-TOF, en la que
las manchas muestra se secan en una placa.

Puesto que las placas espectrométricas de masas generalmente son planas, se han desarrollado varias técnicas
para atraer y/o mantener las muestras liquidas en los sitios diana de la placa. Por ejemplo, se han formado placas
MALDI con una mascara hidréfoba, (por ejemplo politetrafluoroetileno) sobre un sustrato hidréfilo estando expuestos
los sitios diana. Ademas, se han formado placas MALDI con rasgos de ataque quimico que delimitan pocillos que
abarcan los sitios diana dentro de los cuales se mantienen las muestras quimicas debido a la tension superficial.
Estos enfoques son todavia limitados por el pequefio volumen (5-10 microlitros) de las soluciones liquidas que se
pueden situar sobre los sitios diana de la placa para conseguir una situacion apropiada de la muestra y evitar el
solapamiento de muestras entre los sitios diana.

Separadamente, se han conocido placas de filtro de multipocillos con una pequefia columna de cromatografia
incorporada en el fondo de cada pocillo, a usar para la preparacién de muestras en espectrometria de masas. Un
ejemplo tipico de una placa de filtro multipocillos se comercializa bajo el nombre comercial ZipPlate®. Usando el
dispositivo ZipPlate, las muestras procesadas se hacen pasar a través de las columnas de cromatografia y se
depositan directamente sobre una placa MALDI jusando un sistema de vacio. A causa de que las muestras
procesadas que vienen de los pocillos necesariamente se desplazan al aire una distancia corta antes de llegar a la
superficie de la placa MALDI, se requiere un disefio delicado para asegurar que las soluciones de las muestras que
vienen de los pocillos vecinos no se contaminen mutuamente cuando se estan depositando sobre la superficie de la
placa. También, dado que un escape de aire en un pocillo puede dar por resultado una presion reducida de aire en
otros pocillos, se requiere un disefo delicado para asegurar que la presion de aire aplicada sobre cada muestra sea
coherente de pocillo a pocillo.
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La técnica anterior descrita en lo que antecede adolece de inconvenientes, incluidos el de estar formada por
plasticos rigidos (por ejemplo, poliestireno o polipropileno) y el de no tener la capacidad de acoplarse a la placa
diana MALDI para posibilitar la centrifugacion con ella.

Sumario de lainvencién

La presente invencion concierne a un procedimiento para procesar muestras quimicas y biolégicas segun se define
en la reivindicacion 1.

Breve descripcién de los dibujos
Las Figs. 1(a)-1(d) muestran varias configuraciones de columnas de una placa soporte de dianas;
las Figs. 2 y 3 muestran un conjunto de placa soporte de dianas y un dispositivo de dianas;

las Figs. 4 y 5 muestran una placa soporte de dianas que tiene una seccion en rebaje delimitada para acomodar un
dispositivo de dianas;

la Fig. 6 muestra una seccion transversal de un conjunto de placa de soporte de diana/dispositivo de dianas, en el
que se usa una fijacion mecanica para asegurar de forma liberable el dispositivo de dianas a la placa soporte de
dianas;

la Fig. 7 es una vista ampliada de la seccion 7 de la Fig. 6;

la Fig. 8 es una seccioén transversal parcial de un conjunto de placa soporte de dianas/dispositivo de dianas, en el
que se usa adhesivo para asegurar de forma liberable el dispositivo de dianas a la placa soporte de dianas;

la Fig.9 es una seccion transversal parcial de un conjunto de placa soporte de dianas/dispositivo de dianas, en el que
se usa adhesivo para asegurar de forma liberable el dispositivo de dianas a la placa soporte de dianas;

la Fig. 10 muestra una representacién esquematica de un procedimiento usado para preparar un dispositivo de
dianas para analisis, en el que el dispositivo de dianas es una placa espectrométrica de masas (por ejemplo, una
placa MALDI);

la Figura 11 muestra un conjunto de una placa soporte de dianas y un dispositivo de dianas, en el que la placa
soporte de dianas incluye un filtro y un medio de filtracién y el dispositivo de dianas es una placa multipocilllo;

la Fig. 12 muestra un conjunto de una primera placa soporte de dianas, que tiene un filtro y un medio filtrante
dispuesto en él, una placa soporte de dianas secundaria y un dispositivo de dianas en forma de una placa
espectrométrica de masas (por ejemplo, una placa MALDI) asegurada de forma que se puede liberar a la placa
soporte secundaria;

la Fig. 13 muestra una representacion esquematica de un procedimiento para preparar un dispositivo de dianas para
analisis usando el conjunto de la Fig. 12, en el que el dispositivo de dianas es una placa espectrométrica de masas
(por ejemplo una placa MALDI), y

la Fig. 14 muestra una variacion del procedimiento de la Fig. 13, en el que la muestra para analisis puede purificarse.
Descripcion detallada de la invencién

Se muestran y se describen varias configuraciones de una placa soporte de dianas. Ventajosamente, con la presente
invencion, un dispositivo de dianas (por ejemplo, una placa multipocillo, una placa de muestras para espectrometria
de masas, una placa soporte de dianas secundaria) esta asegurado de forma liberable a la placa soporte de dianas
para preparar muestras quimicas y bioldgicas. Las muestras se pueden pasar eficientemente a un dispositivo de
dianas habiendo sido filtradas o procesadas, y se pueden pasar sin que se requiera el uso de pipeta, u otro medio,
con lo que se minimiza la contaminacién por cruce.

Mas especificamente, y con referencia a las Figs. 1(a)-1(d), se muestran varias configuraciones de una placa soporte
10 de diana que tienen un cuerpo 12 con las superficies de arriba 14 y del fondo 16 y una pluralidad de paredes
laterales 18. Entre las superficies 14 y 16 de arriba y del fondo respectivamente y a través de ellas se extienden una
o varias columnas 20. Consecuentemente, cada una de las columnas 20 incluye un extremo abierto superior 22 que
se extiende a la superficie de arriba 14, y un extremo abierto inferior 24 que se extiende a la superficie 16 del fondo.
Como se aprecia facilmente, las columnas 20 definen pasos completamente a través del cuerpo 12. El cuerpo 12 se
puede hacer de cualquier material convencional usado para formar placas multipocillos, tal como polipropileno o
poliestireno, a no ser que se describa lo contrario. Preferiblemente, al menos una parte de la superficie 16 del fondo
es plana. La superficie 16 del fondo, que tiene los extremos abiertos 24 del fondo formados en ella, debe
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configurarse para proporcionar un area superficial suficiente para cierre y prevencion de la contaminacién cruzada,
como se describe mas adelante (esto es, se ha de proporcionar un area superficial suficiente a intervalos entre los
extremos abiertos 24 del fondo).

Se puede utilizar un nimero cualquiera de columnas 20. Ademas, las columnas 20 se puede ordenar en una
configuracién cualquiera en el cuerpo 12, incluida la de las conocidas hileras comunmente usada con placas
multipocillos (por ejemplo, hileras de 96 columnas (12 x 8), 384 columnas (16 x 24), 1.536 columnas (32 x 48) u otros
multiplos de 12).

Cada una de las columnas 20 incluye una pared lateral 26 de columna que puede estar formada con varias
configuraciones geométricas. Por ejemplo, como se muestra en la Fig. 1(a), las paredes laterales 26 de columna
generalmente pueden ser cilindricas. Alternativamente, como se representa en la Fig. 1(b), las paredes laterales 26
de columna pueden ser troncocoénicas. Preferiblemente cuando se usa una configuracion troncocénica, las columnas
20 estan formadas de manera que converjan hacia la superficie del fondo16. Ademas, las paredes laterales 26 de las
columnas pueden estar conformadas con configuraciones geométricas combinadas tales como las de la Fig. 1(c), en
las que la pared lateral 26 de columna incluye una primera porcion lateral de columna 26a que es cilindrica y una
segunda porcion lateral de columna 26b que es troncocénica. También pueden ser cilindricas ambas porciones
primera y segunda de pared lateral de columna, 26a y 26b, pero de diametros diferentes, tal como se representa en
la Fig. 1(d), en la que en la interseccion de las dos porciones de pared lateral 26a y 26b hay una superficie
intermedia anular 26c¢. La superficie intermedia 26¢c puede proporcionar una superficie soporte a un vidriado o filtro
que, a su vez, puede ser soporte de un medio filtrante, segun de describe mas adelante.

Dependiendo del uso de la placa soporte de dianas 10, las paredes laterales de columna 26 pueden ser tratadas
para intensificar el comportamiento en la preparacion de muestras, por ejemplo, intensificando la sensibilidad de
deteccion en la preparacion de muestras para espectrometria de masas. Las paredes .laterales de columna 26 se
pueden modificar para proporcionar reactividad o afinidad para ciertas muestras bioldgicas/quimicas. En otro
ejemplo, las paredes laterales 26 se pueden modificar para minimizar la unién no especifica de varias sustancias
bioldgicas/quimicas tales como proteinas/péptidos. Este enfoque puede coadyuvar a evitar la pérdida de muestra a
las paredes laterales de columna 26. En otro ejemplo mas, las paredes laterales de columna 26 se pueden modificar
para unir especificamente una clase de sustancias bioldgicas/quimicas tal como una clase particular de
proteinas/péptidos/nucleétidos o una especie de moléculas pequeias. Este enfoque es util cuando se desea la
eliminacion total o parcial de una clase de sustancias bioldgicas/quimicas de una mezcla muestra del liquido original.
En aplicaciones de espectrometria de masas, por ejemplo, MALDI, este enfoque sera util cuando la eliminacion
parcial de algunos componentes haga disminuir el fondo de la espectrometria de masas y aumentar la sensibilidad
de deteccion de otros componentes.

En cuanto a las Figs. 2 y 3, se puede proporcionar un conjunto 28 de la placa soporte de dianas 10 y un dispositivo
de dianas 30. La placa soporte de dianas 10 esta conformada para fijarla de manera liberable al dispositivo de dianas
30. El dispositivo de dianas 30 puede ser cualquier dispositivo para recoger muestras, incluida una placa de
multipocillos, una placa espectrométrica o una placa soporte de dianas secundaria.

El dispositivo de dianas 30 incluye una superficie superior 32 enfrentada a la superficie de fondo 16 de la placa
soporte de dianas 10 estando montado el conjunto 28. Para proporcionar un area de cierre suficiente, se prefiere que
al menos una parte de la superficie superior 32 tenga forma plana. En una primera variacién de la presente
invencioén, al menos la superficie de fondo 16 de la placa soporte 10 esté hecha de un material elastdbmero que se
pueda asegurar de forma liberable a la superficie superior 32 del dispositivo de dianas 30. Se prefiere que el material
elastémero incluya un polimero de silicona y, mas preferiblemente, incluya poli(dimetil)siloxano (PDMS). También se
puede dopar con otros polimeros para ajustar particularmente sus propiedades fisicas. Con un material elastémero,
las interacciones de van der Waals entre las moléculas de la superficie de la placa soporte de dianas 10 y el
dispositivo de dianas 30 proporcionan un fijacion liberable. La placa soporte de dianas 10 se puede asegurar
presionandola sobre el dispositivo de dianas 30 y eliminar de él por peladura. Se prefiere ademas que el cuerpo 12
de la placa soporte de dianas 10 esté hecho totalmente del material elastémero, mas preferiblemente que sea
totalmente de PDMS. La naturaleza elastémera e hidréfoba del PDMS permite que se forme una unién intima entre
la placa soporte de dianas 10 y el dispositivo de dianas 30. Estando formada sélo parcialmente la placa soporte de
dianas 10 por el material elastomero, las porciones restantes pueden hacerse de plastico rigido u otros materiales
que impartan caracteristicas favorables a las paredes laterales de columnas 26.

El dispositivo de dianas 30 incluye uno o varios sitios de recogida 34 para colectar muestras bioldgicas y quimicas
que se han de procesar segun se describe mas adelante. Los sitios de recogida 34 pueden ser pocillos individuales
de una placa multipocillos, sitios diana de una placa espectrométrica de masas o columnas de unas placa soporte de
dianas secundaria. Se prefiere que las columnas 20 estén presentes en cuantia y colocacion tales que se
correspondan preferiblemente con los sitios de recogida 34 en una relacién de 1 a 1, aunque no se requiere esta
correspondencia. También se prefiere que los extremos de fondo 24 de cada una de las columnas delimiten un
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diametro D1 que es igual o mayor que el tamafio D2 de los sitios de recogidas 34. De esta manera, las muestras
liquidas dispuestas dentro de las columnas 20 cubriran la totalidad de los respectivos sitios de recogida 34. Cuando
se desee, el tamafo del diametro D1 se puede hacer menor que el tamafo de D2.

La placa soporte de dianas 10 se puede hacer de varios tamafios y configuraciones. Para que se pueda usar la placa
soporte de dianas 10 con maquinas comunes de recogida y colocacion y con equipos de placas multipocillos
estandar, la placa soporte de dianas 10 se puede formar con la misma huella que una placa multipocillos comun (por
ejemplo, la especificada en las normas de la Society for Biomolecular Screening (normas SBS-1 a SBS-5). Ademas,
como se muestra en las Figs. 4 y 5, la placa soporte de dianas 10 puede hacerse mas grande que el dispositivo de
dianas 30. La superficie de fondo 16 puede estar rebajada, como se ve en la Fig. 5, con una parte en rebaje 36
delimitada en la que se puede acomodar totalmente el dispositivo de dianas 30 sin que sobresalga de la huella del
cuerpo 12.

Ademas de basarse en un cierre elastomero para lograr un fijacion liberable entre la placa soporte de dianas 10 y el
dispositivo de dianas 30, se pueden utilizar otras configuraciones de fijacion liberable. En cuanto a las Figs. 6 y 7, se
da cuenta de una fijaciébn mecanica en la que se puede proporcionar un miembro 38 de cierre mecanico que
sobresale de la superficie de fondo 16 para unirse al menos parcialmente al dispositivo de dianas 30. EI miembro de
cierre 38 incluye un miembro de soporte 40 superior y un miembro transversal 42. El miembro de soporte 40 superior
y el miembro transversal 42 estan formados de manera que una parte del dispositivo de dianas 30 esta interpuesta
entre la superficie de acoplamiento 44, delimitada por el miembro transversal 42 y la superficie de fondo 16. El
miembro transversal 42 también puede incluir un miembro 46 que sobresale y se extiende hacia atras. El dispositivo
de dianas 30 puede estar “prendido” como fijaciéon liberable con el miembro de cierre 38, desviandose y volviendo a
la posicion representada en las Figs. 6 y 7. La separacion del dispositivo de dianas se puede lograr desplazando
hacia atras el dispositivo que sobresale 46, lo que da por resultado la aplicacion de un momento flector sobre el
miembro soporte superior 40, la deflexion del miembro de cierre 38 y la separacién de la superficie de acoplamiento
44 del dispositivo de dianas 30. Como se puede apreciar, la cuantia de la fuerza de mantenimiento aplicada al
dispositivo de dianas 30, asi como la dificultad de fijar y liberar el dispositivo de dianas 30 seran funcion de la
resistencia del miembro de cierre 38 y la cuantia con la que el miembro de cierre 38 fija el dispositivo de dianas 30.

Como se muestra en la Fig. 8, se puede usar un adhesivo 48 para fijar de forma liberable el dispositivo de dianas 30
a la placa soporte de dianas 10. Se puede usar cualquier adhesivo que permita la liberacién de la placa soporte de
dianas 10 y que, sin embargo, proporcione una fuerza de unién de la placa soporte de dianas 10 que permita la
preparacion de los sitios de recogida 34.

Como se representa en la Fig. 9, entre el dispositivo de dianas 30 y la placa soporte 10 de diana se puede interponer
una junta elastémera 50 para lograr entre ambos una fijacion razonable. De la misma manera que la descrita antes
con el cuerpo 12 de la placa soporte de dianas 10, que esta hecha de un material elastémero, la junta elastomera 50
proporciona una adherencia razonable. Esta adherencia se puede lograr por interacciones de van der Waals.
Preferiblemente, el material elastmero de la junta 50 incluye un polimero de silicio y, mas preferiblemente, incluye
poli(dimetil)siloxano (PDMS). Este material elastdmero también puede ser dopado con otros polimeros para ajustar
sus propiedades fisicas. Se prefiere ademas que la junta elastomera 50 esté totalmente formada por PDMS. Si se
requiere, para exponer los sitios de recogida 34 previstos, en la junta 50 se formaran unas aberturas 52. Se prefiere
que cada una de las aberturas 52 tenga un didmetro mayor que o igual al de los correspondientes extremos abiertos
24 del fondo.

Los expertos en la técnica apreciaran que, independientemente de la manera en que se consigue una fijacion
razonable, se desea tener una hermeticidad por cierre suficiente entre la placa soporte de dianas 10 y el dispositivo
de dianas 30 para evitar la contaminacion por cruce de cualesquier muestras liquidas contenidas en las columnas
20. El cierre debe ser al menos hermético a fluidos. Ademas, debe tenerse en cuenta el nivel de resistencia de la
fijacion liberable a la vista de cualesquier etapas de procesamiento a las que haya que someter el conjunto 28.
Generalmente, el cierre mediante adhesivos y elastomeros proporciona una fuerza de mantenimiento menor que una
fijaciobn mecanica y puede usarse con muestras de liquidos de volumen menor y/o dispositivos de diana ligeros;
mientras que se puede usar una fijacion mecanica con muestras de liquido mayores y/o dispositivos de diana mas
pesados. Esto es particularmente cierto cuando esta previsto centrifugar el conjunto 28 o transportarlo manteniendo
una fijaciéon razonable. Por otra parte, el dispositivo de dianas 30 debe ser separado sin ser dafiado. Las diversas
formas de fijacion liberable se pueden usar en combinaciones variables (por ejemplo, se pueden usar adhesivos en
combinacion con fijacion mecanica).

En cuanto a la Fig. 10, se representa un ejemplo de procedimiento para preparar para analisis una muestra quimica
o bioldgica. En particular, se prepara el conjunto 28, en el que la placa soporte de dianas 10 se fija de forma liberable
al dispositivo de dianas 30 usando cualquiera de las técnicas antes mencionadas. Como se muestra en la Fig. 10, el
dispositivo de dianas 30 puede ser una placa espectrométrica tal como una placa MALDI, una placa SELDI o una
placa DIOS. Una vez que se ha preparado el conjunto 28, se disponen en las columnas 20 muestras liquidas 54 (que
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pueden contener una matriz que absorbe energia tal como acido a-ciano-4-hidroxicinamico, acido 3,5-dimetoxi-4[]
hidroxicinamico o acido 2,5-dihidroxibenzoico). Las columnas 20 delimitan pocillos colectores de fluido
colectivamente con el dispositivo de dianas 30, en particular con los sitios de recogida 34 que estan acoplados con
las columnas 20. Las muestras 54 se evaporan como puede ser evaporacion en banco o centrifugacion evaporativa.
Después de que se ha evaporado el liquido de las muestras 54, se dejan los conglomerados 56 en los sitios de
recogida 34 para posterior analisis. El dispositivo de dianas 30 se libera de la placa soporte de dianas 10 para
posibilitar cualquier analisis posterior.

Para la preparacion para la cromatografia de masas, las paredes laterales 26 de las columnas se pueden
prerrevestir con moléculas de matriz y/o con patrones de espectrometria de masas que se ponen nuevamente en
suspension después de afadir las muestras liquidas 54. La matriz y/o los patrones se encontraran en los
conglomerados 56 después de la evaporacion.

Ventajosamente, la presente invencion permite usar en la preparacién de muestras para andlisis de espectrometria
volumenes de muestra liquida mucho mayores que los métodos de la técnica anterior. Los volimenes de la muestra
de las muestras liquidas 54 pueden estar en el intervalo de 100 a 200 microlitros, en comparaciéon con los 1-5
microlitros usados en la técnica anterior. Como consecuencia, se puede conseguir una concentracion mucho mayor
de material en el conglomerado 56 que con la técnica anterior. En particular, con referencia al principio de equilibrio
de masas, el producto de una primera concentracion (CI) y un primer volumen (VI) de una muestra liquida es igual al
producto de una segunda concentracion (C2) y un segundo volumen (V2) de la misma muestra liquida. Las muestras
liqguidas 54 tienen, cada una de ellas, una concentracion inicial C1 y un volumen inicial V1. A causa de la
evaporacion, el volumen resultante V2 de las muestras liquidas 54 se reduce mucho en comparacion con el volumen
inicial V1. Consecuentemente, la concentracion C2 resultante del volumen resultante V2 es mayor que la
concentracion inicial C1 debido a la reduccidon de volumen. Aunque la presente invencion es particularmente
adecuada para uso con una placa MALDI, con la presente invencion se pueden utilizar otras placas de diana,
incluidas las no previstas para espectrometria de masas, tales como un portaobjetos de vidrio para la preparacién de
muestras multiples aisladas.

En cuanto a la Fig. 11, el conjunto 28 se puede usar también para filtracion de nuestras liquidas. El conjunto 28 se
prepara de cualquier manera descrita antes. La Fig. 11 muestra el dispositivo de dianas 30 como una placa
multipocillos. En ella, al menos una parte de las columnas 20 de la placa soporte de dianas 10 estan provistas de un
vidriado o filtro 58 con un medio filirante 60, tal como un medio de cromatografia (por ejemplo, el medio C18) que
esta dispuesto opcionalmente encima del filtro 58, como es conocido en la técnica. EI medio filtrante 60 puede ser
capaz de retener una clase particular de sustancias biolégicas/quimicas (por ejemplo, proteinas/
péptidos/nucledtidos) o una especie de moléculas pequefias que tienen una cierta propiedad fisica o quimica.
Opcionalmente, las paredes laterales de columna 26 pueden modificarse uniendo ligandos a ellas para facilitar la
filtracion. Las muestras liquidas 54 que se han de filtrar se ponen en las columnas 20, y se centrifugan
posteriormente, lo que hace que las muestras 54 sean forzadas a pasar por el medio de filtracién 60 y el filtro 58 para
colectarlas en los sitios de recogida 34 del dispositivo de dianas 30. Luego se puede transferir la solucion filtrada 68
para posterior analisis. La filtracion puede desearse para eliminar algunos componentes con el fin de disminuir el
fondo de la espectrometria de masas y aumentar la sensibilidad para detectar otros componentes. Por ejemplo,
corrientemente se desala una muestra liquida para el procedimiento MALDI. Analogamente, puede desearse el
empobrecimiento de proteinas abundantes (por ejemplo, albimina e inmunoglobulina) en plasma humano y suero
humano para aumentar la sensibilidad de deteccién de proteinas poco abundantes.

En cuanto a la Fig. 12, se puede preparar del conjunto 28 de manera que la placa soporte de dianas 10 se fije de
forma liberable a una placa soporte de dianas 62 secundaria que, a su vez, estd fijada de forma liberable al
dispositivo de dianas 30, tal como una placa espectrométrica de masas. Como lo apreciaran los expertos en la
técnica, aunque no se contempla que al formar el conjunto 28 se hayan de usar mas de dos placas soporte de diana
10 y 62, es posible que haya un conjunto asi. Con el conjunto de la Fig.12, la placa soporte de dianas 10 puede estar
provista del filtro 58 y el medio filtrante 60 como se ha descrito antes. Opcionalmente, la placa soporte de dianas 10
puede tener unas columnas de salida 64 para canalizar el liquido filtrado a los sitios de recogida 66 de la placa
soporte de dianas 62 secundaria. Los sitios secundarios de recogida 66 delimitan colectivamente pocillos colectores
de fluido con el dispositivo de dianas 30.

Como se muestra en la Fig. 13, el conjunto de la Fig. 12 se puede usar para preparar muestras quimicas o bioldgicas
para analisis, pudiendo filtrarse inicialmente muestras liquidas 54 bajo centrifugacion y recogerlas en los sitios
secundarios de recogida 66 de la placa soporte de dianas secundaria 62. Posteriormente se puede separar la placa
soporte de dianas 10 de la placa soporte de dianas secundaria 62. El liquido filtrado secundario 68 recogido en los
sitios secundarios de recogida 66 se puede evaporar luego formando los conglomerados 56 en los sitios de recogida
34 del dispositivo de dianas 30 para posibilitar el analisis de los conglomerados 56.

En cuanto a la Fig. 14, y como variaciéon del procedimiento de la Fig. 13, usando la presente invencion se puede
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realizar un procedimiento de purificacién. Inicialmente, la placa soporte de dianas 10 se fija de forma liberable a una
placa 70 de multipocillos formando un conjunto inicial 72 de filtracion de acuerdo con cualquiera de las maneras
descritas en lo anterior. Las muestras liquidas 54 se filtran bajo centrifugacién a través del medio filtrante 60 para
forzar el liquido de desecho 68 a los sitios de recogida 74 de la placa 70 de multipocillos.Sin embargo, el material de
interés es retenido en el medio filtrante 60. Se puede hacer fluir a través del medio filtrante 60 soluciones tampodn de
lavado (no representadas) para disociar y eliminar por lavado componentes unidos no especificamente en el medio
filtrante 60. Después del lavado, la placa soporte de dianas 60 es separada de la placa multipocillos 70 y es unida a
la placa soporte de dianas secundaria 62 formando el conjunto de la Fig. 12. Luego se hacen fluir tampones de
eluciéon 76 (por ejemplo, disolventes organicos tales como acetonitrilo o metanol) a través del medio filtrante bajo
centrifugacion. El material de interés unido en el medio filtrante 60 se eluye a los sitios de recogida secundarios 66
de la placa soporte de dianas secundaria 62. Luego se separa la placa soporte de dianas 10 de la placa soporte de
dianas secundaria 62. Se deja que se evapore el liquido eluido 78 recogido en la placa soporte de dianas secundaria
62, quedando conglomerados 56 colectados en los sitios de recogida 34 del dispositivo de dianas 30. Para posibilitar
el analisis, la placa soporte de dianas secundaria 62 se separa del dispositivo de dianas 30.

Este procedimiento es util cuando se desea el depdsito de una muestra purificada. Por ejemplo, las resinas de fase
inversa, tales como C18, pueden usarse para purificar muestras de proteina/péptido antes de su depdsito como los
conglomerados 56. También se pueden usar como medio filtrante 60 otras matrices de afinidad, tales como matrices
de cromatografia de afinidad inmovilizadas de ion metdlico (IMAC) para péptidos fosforilados/proteinas o
péptidos/proteinas poli(histidina) condensadas, matrices de afinidad de biotina para péptidos/proteinas biotiniladas y
matrices de cromatografia de intercambio tiol-disulfuro para péptidos/proteinas condensadas con glutationa-5(]
transferasa (GST).

Como reconoceran los expertos en la técnica, sobre la superficie superior 14 de la placa soporte de dianas 10 se
pueden disponer cierres impermeables a liquidos de manera que la placa soporte de dianas 10, con el dispositivo de
dianas 30 a la que soporta, se pueda usar para almacenamiento y/o a fines de ensayo. También se pueden preparar
partes de la placa soporte de dianas 10 para captura por afinidad o agotamiento (mediante revestimiento, una
membrana o una preparacion de la resina constitutiva con agentes adecuados). También se pueden depositar
ligandos y/o proteinas en la placa soporte de dianas 10 antes de la introduccién de las muestras liquidas 54.

La presente invencion tiene varias ventajas sobre la técnica anterior. Por ejemplo, en los sitios de recogida se
pueden proporcionar muestras liquidas mayores que, cuando se evaporan, proporcionan depdsitos de masas
mayores para analisis. También, ciertos disolventes organicos (por ejemplo acetona) que han sido dificiles de usar
con dispositivos de la técnica anterior debido a que es dificil contenerlos, se pueden utilizar con la presente invencién
y contenerlos dentro de las columnas de la capa soporte de dianas sin escapes. Ademas, los extremos abiertos del
fondo de la placa soporte se pueden usar para definir el tamafio de los conglomerados resultantes, con lo que se
evitan formaciones inconsistentes de tamafio inapropiado.

En la presente invencion se pueden hacer diversos cambios y modificaciones. Se considera que todos estos cambios
y modificaciones estan comprendidos en el alcance de la invencidon segun se establece en las reivindicaciones
siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para procesar muestras quimicas y bioldgicas (54) que se han de colectar en sitios de recogida
(34) en un dispositivo de dianas (30), procedimiento que comprende:

fijar de forma liberable una placa soporte de dianas (10) a un dispositivo de dianas (30) poniendo en contacto a
presién una porcion elastdmera de la mencionada placa soporte de dianas (10) con el dispositivo de dianas (30) o
interponiendo una junta elastémera (50) entre la mencionada placa soporte de dianas (10) y el dispositivo de dianas
(30), teniendo la mencionada placa soporte de dianas (10) superficies superior y de fondo (14, 16) distanciadas, una
pluralidad de columnas (20) que se extienden entre y a través de las mencionadas superficies superior y de fondo
(14, 16), en el que la mencionada placa soporte de dianas (10) esta fijada de forma liberable al dispositivo de dianas
(30) de manera que las mencionadas columnas (20) se acoplan al menos parcialmente con los sitios de recogida
(34) del dispositivo de dianas (30;

depositar las muestras liquidas (54) en al menos una porcién de las mencionadas columnas (20);

liberar el dispositivo de dianas (30) de la placa soporte de dianas (10) con los mencionados conglomerados (56) en
los sitios de recogida (34), caracterizado por

evaporar centrifugando la muestras liquidas depositadas (54) de manera que se formen conglomerados (56) en los
sitios de recogida (34).

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fijacion liberable incluye adherir la mencionada placa
soporte de dianas (10) al dispositivo de dianas (30) con adhesivo (48).

3. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el dispositivo de dianas es una placa multipocillos,
preferiblemente una placa espectrométrica de masas.

4. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el dispositivo de dianas (30) es una placa soporte de dianas
secundaria que tiene las superficies superior y de fondo distanciadas, una pluralidad de columnas que se extienden
entre y a través de las mencionadas superficies superior y de fondo, definiendo las mencionadas columnas de la
mencionada placa soporte de dianas secundaria los sitios de recogida (34).

5. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la fijacion de forma liberable incluye delimitar al menos
cierres impermeables a fluidos entre la mencionada placa soporte de dianas (10) y el dispositivo de dianas (30) en
posiciones entre los sitios de recogida (34) de manera que se evite la contaminaciéon por cruce en los sitios de
recogida (34).

6. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la mencionada placa soporte de dianas (10) esta formada
totalmente de un material elastémero.

7. Un procedimiento segun las reivindicacion es 1 o 6, en el que el mencionado material elastomero incluye un
polimero de silicona, preferiblemente poli(dimetil)siloxano.

8. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que al menos una porcion de cada una de las mencionadas
columnas (20) tiene forma cilindrica, con una forma troncocénica, convergente hacia la mencionada superficie del
fondo (16), y/o con secciones transversales no constantes.

9. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la mencionada superficie del fondo (16) de la mencionada
placa soporte de dianas (10) esta rebajada.

10. Un procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la mencionada superficie del fondo (16) delimita una
seccion rebajada situada dentro de la mencionada placa soporte de dianas (10), seccién rebajada (36) que esta
conformada para acomodar el mencionado dispositivo de dianas (30) dentro de la base de la mencionada placa
soporte de dianas (10).

11. Un procedimiento segun la reivindicacidon 3, en el que la mencionada espectrometria de masas es para una
finalidad seleccionada entre el grupo constituido por espectrometria de masas MALDI (ionizacion por desorcion con
laser asistida por matriz), espectrometria de masas SELDI (ionizacidon/desorcion con laser intensificada en la
superficie) y espectrometria de masas DIOS (desorcion/ionizacion sobre silicio poroso).

12. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que al menos una porcion de las mencionadas columnas (20)
esta provista de un filtro (58), con un medio filirante (60), estd modificada quimicamente, estd modificada para
proporcionar reactividad para ciertas moléculas biolégicas/quimicas, esta modificada por unién a ella de entidades
bioldgicas/médicas, esta modificada para minimizar la unién especifica de varias sustancias biolégicas/quimicas y/o
esta modificada para unir especificamente una clase de sustancias biolégicas/quimicas.

8



ES 2367328 T3

-26¢
-26b
/16

) 4
r= o
Tl —
]
*
-j \\“-

S

t\
.
)

1) =

r

YL )




ES 2367328 T3

} ]
] /- H
[ =

12 AN .
\\ // Lo 1

- Aemee

16

20
- VAN
- 10\\ N Il 2t <

- R
L7 -
P N My
4;-- et ad
ars

LAY VA
/,{\\\\\\\\\\\\\\\\\ N
30
FIG.3

10

-

> 28




ES 2367328 T3

) R 0
%%@%‘%\% '

—

FIG.4

11




ES 2367328 T3

, 7 /28

/-—-\-/ M
\\\\ ‘ i, 36 \ 16\\\\\\

N - 38 36

FIG.6

&

16 40-RN W/// .

. 44 .
46 42 38 , 30

FIG.7

12



ES 2367328 T3

10

\\ 28
20
N N W BN . W W, W N .
V2 o772l \/ ' \ 48
34 30




ES 2367328 T3

20
2)0 /\ s 28
10\% 7
54~ -“sa‘ ::-‘-_~=.- /
so_/\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\
* 1 EVAPORAR
R o=

30

‘%%

30

. W
\\\\X\\\\\\\\\\\\\\\\

SEPARAR

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

FIG.10

14

~




ES 2367328 T3

10 26 20 10
26
\w\\ AN Lo s / -
O AN NN B
50 AN b5 NN
58 ANEZRNRRRN S _ NG
7 I
34 ¢ // N 34— W//%%/% 68
28 30
\ . ~ Y
FIG.11
20
10\ //\ R
60—§ 3 28
&h"%ﬁ‘?‘ SIS
5o N
7
/\62
k\\'l\\\\\\\\\\lb\\\\\\\l
66 84 30

FIG.12.

15



ES 2367328 T3

20 10
/
S "/_\‘\___ )/*54
SEINEEN '»::-:5 -60
DN 58
\ AN
>t
/\‘ 62
AOCONIANNANNNNNNY 68
66 ‘ 30 /\ ¥
28 AL
J N N N 62— | A
§ -W\W§'#' 1-\/10 LB e b ]
\%Q W’ﬁ\i.ﬁ\ 30 %% OSSNSO
k AN | S \k\k {
S L Vi 66 9
SOOIV <
\\30 62//
¢ 7
s DONONOINNNNNNNNNNY
7 g 10 30
2 RIS 7 H %
62 /
l SEPARAR )
R
7 62 56 ‘ SEPARA
1A A5 68 »
IL\\\\\X\\\\\\\\\I\
30 30
-

FIG.13



ES 2367328 T3

=154

2 58

/] ]
4 L
14777 ///////\/\%

681

%
' e i v f weres
At
’ 70

=N —_—_—E NERY-60
NNy 58

/)
' P4 NN NN NN,
30

G
R

L Ok

10\\\
[\

.
&
/%///
258
0

AT AT A

62 —* - - 17178
[\\\\\/\\\\\\\\\\\I

30

A == - oy
62 = = 'f/éé

78 30

28 EVAPORAR

66 56
0 I

62—

\\‘r\ 4 . -
62 62— 4
/‘66
SRS 56 ‘ SEPARAR
28 30
1 ﬁ@“&“
AN

FIG.14



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos



