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ES 2367551713

DESCRIPCION
Dispositivo y procedimiento para la determinacién de mdltiples analitos

La invencion se refiere a un dispositivo que comprende una pluralidad de compartimentos para muestra, en los que
estan inmovilizados respectivamente en cinco o mas campos de medida discretos distintos elementos de
reconocimiento bioquimicos o biolégicos para el reconocimiento especifico y unién de distintos analitos, estando
inmovilizados los elementos de reconocimiento bioldégicos o bioquimicos en estos campos de medida bien
directamente o mediante una capa adhesiva y dado el caso otras capas sobre la superficie de una guia de ondas
Optica como componente de una plataforma sensora, que forma una superficie limite de estos compartimentos para
muestra. A este respecto la plataforma sensora puede presentarse en distintas formas de realizacion.

La invencién se refiere también a un sistema analitico que comprende un dispositivo de acuerdo con la invenciéon con
distintas formas de realizacion de la plataforma sensora, un sistema éptico para la determinacion de luminiscencia con
al menos una fuente de luz de excitacion y al menos un detector para el registro de la luz que sale de los campos de
medida asi como elementos de alimentacion para poner en contacto una o varias muestras con los campos de medida
sobre la plataforma sensora. Otro objeto de la invencion son procedimientos de deteccién por luminiscencia con
plataformas sensoras, sistemas Opticos y sistemas analiticos de acuerdo con la invencién asi como el uso de estos
procedimientos para la sensoérica de afinidad cuantitativa asi como para otras aplicaciones distintas.

Es objetivo de la presente invencion proporcionar disposiciones para medida con una pluralidad de compartimentos de
muestra de pequefio volumen, en los que se pueda determinar una pluralidad de analitos con un procedimiento de
deteccion de alta sensibilidad. Para la determinacion de una pluralidad de analitos hay divulgados en la actualidad
sobre todo procedimientos en los que se realiza en las denominadas placas de microtitulos la deteccién de distintos
analitos en compartimentos para muestra discretos o “pocillos” de estas placas. A este respecto lo mas extendido son
placas con una reticula de 8 x 12 pocillos sobre un soporte tipicamente de aproximadamente 8 cm x 12 cm, en donde
para el llenado de cada pocillo individual se requiere un volumen de algunos cientos de microlitros. Para aplicaciones
multiples seria deseable sin embargo determinar varios analitos en un Unico compartimentos para muestra con uso de
un volumen de muestra lo mas pequefio posible.

En el documento US-P 5.747.274 se describen disposiciones para medida y procedimientos para el reconocimiento
precoz de un infarto cardiaco, mediante la determinacién de varios de al menos tres marcadores de infarto cardiaco,
pudiendo realizarse la determinacion de estos marcadores en compartimentos para muestra individuales o en uno
conjunto, estando configurado en el Ultimo caso, en linea con la descripcion dada, un compartimento para muestra
individual como un canal de flujo ininterrumpido, cuya superficie limite forma por ejemplo una membrana, sobre la que
estadn inmovilizados anticuerpos para los tres distintos marcadores. Sin embargo no hay indicio alguno de una
preparacion de varios compartimentos para muestra o canales de flujo de este tipo sobre un soporte conjunto. Ademas
no se dan datos geométricos sobre el tamafio de las superficies de medida.

En los documentos WO 84/01031, US-P 5.807.755, US-P 5.837.551 y US-P 5.432.099 se propone la inmovilizacion de
elementos de reconocimiento especificos para los analitos en forma de pequefias “manchas” con superficie en parte
claramente por debajo de 1 mm? sobre soportes solidos, para poder llevar a cabo mediante unién de una molécula de
analito presente en pequefias proporciones una determinacion de concentracion del analito dependiente solo del
tiempo de incubacion, pero —en ausencia de un flujo continuo-, esencialmente independiente del volumen de muestra
absoluto. Las disposiciones para medida descritas en los ejemplos de realizacién pertinentes se basan en la deteccion
de fluorescencia en placas de microtitulos convencionales. A este respecto se describen también disposiciones en las
gue se miden manchas de hasta tres anticuerpos marcados con fluorescencia distintos en un pocillo de placa de
microtitulos conjunta. Como consecuencia de las consideraciones teoricas indicadas en estos documentos de patente
seria deseable una minimizacion del tamafio de la mancha. Seria limitante no obstante la altura de sefial minima que
pudiese diferenciarse de la sefial base.

Para conseguir limites de deteccion mas bajos se han desarrollado en afios recientes mdltiples disposiciones para
medida, en los que la deteccion del analito se basa en este efecto de cambio con el campo evanescente, que esta
relacionado con la conduccién de luz en una guia de ondas éptica, estando inmovilizados sobre la superficie de la guia
de ondas elementos de reconocimiento bioquimicos o biolégicos para el reconocimiento y union especificos de la
molécula de analito.

Si se acopla una onda de luz en una guia de ondas 6ptica, que esta rodeada por medios Opticamente mas finos, es
decir, medios con menor indice de refraccion, entonces se conduce mediante reflexion total en la superficie limite de la
capa de guia de ondas. En los medios dpticamente més finos aparece a este respecto una fraccion de la energia
electromagnética. Esta proporcion se designa como campo evanescente 0 amortiguado transversalmente. La fuerza
del campo evanescente es muy elevada dependiendo del grosor de la capa de guia de ondas propiamente asi como
de la relacion de los indices de refraccion de la capa de guia de ondas y de los medios que rodean. Con guias de onda
finos, es decir, grosores de capa del mismo grosor o inferior que la longitud de onda conducida, se pueden diferenciar
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modos discretos de luz conducida. Tales procedimientos tienen la ventaja de que esta limitado el efecto de cambio con
los analitos a la profundidad de penetracién del campo evanescente en el medio rodeante, en la magnitud de algunos
cientos de nanémetros, y se pueden evitar en gran medida sefiales distorsionantes desde la profundidad del medio.
Las primeras disposiciones para medida propuestas de este tipo se basaban en guias de onda correspondientes
multimodales autoportantes de una capa como, por ejemplo, fibras o plaquetas de plastico transparente o vidrio, con
espesores de algunos cientos de micrémetros hasta varios milimetros.

En el documento US-P 4.978.503 se describe una disposicion para medida en la que se incorpora una muestra liquida
mediante fuerzas capilares en una cavidad, estando configurada una pared lateral 6pticamente transparente como guia
de ondas multimodal autoportante, en donde esta inmovilizado al menos sobre una parte de su superficie que da a la
cavidad (“parche”) un elemento de reconocimiento bioguimico para el reconocimiento y unién de un analito de una
muestra. Concretamente se describe en el documento de patente anterior la preparacion de conjuntos de tales
disposiciones con varios parches discretos, derivandose no obstante de las demas aclaraciones que los patches estan
provistos lateralmente con arcos de unién, para la unidon de placas para fondo y de cubierta de capilares, estando
separados entre si de modo que tras aislamiento del conjunto cada capilar contenga solo un parche de elementos de
reconocimiento inmovilizados. Ademas es desventajoso en esta disposicién que no se prevea un cambio del liquido
gue llega a los capilares, lo que seria deseable por ejemplo en un conjunto de varias etapas.

En el documento WO 94/27137 se describen disposiciones para medida en las que estan inmovilizados “parches” con
distintos elementos de reconocimiento, para la deteccion de distintos analitos sobre una guia de ondas de sustrato
Optico autoportante (guia de ondas de una capa) con acoplamiento de luz en superficie frontal, realizandose la
inmovilizacion espacial selectiva mediante reticulantes fotoactivables. Segun la descripcion dada pueden estar
dispuestos varios parches en serie en canales de flujo paralelos conjuntos o compartimentos para muestra,
extendiéndose los canales de flujo paralelos o compartimentos de muestra por toda la longitud del campo usado como
sensor de la guia de ondas para evitar una afeccién de la conduccion de luz en la guia de ondas. Sin embargo no se
hace referencia alguna a la integracion en dos dimensiones de una pluralidad de parches en compartimentos para
muestras respecto a menores dimensiones, es decir, claramente menor de 1 cm’ de superficie base. En una
disposicion similar se describen en el documento WO 97/35203 distintas formas de realizacion de una disposiciéon en
las que estan inmovilizados respectivamente distintos elementos de reconocimiento para la determinacion de distintos
analitos en canales de flujo paralelos separados o compartimientos para muestras para la muestra y soluciones de
calibracion de baja y dado el caso ademas de alta concentracion de analito. Tampoco aqui se da indicacién alguna a
como se podria conseguir una alta densidad de integracion de distintos elementos de reconocimiento en una muestra
alimentada a un compartimento conjunto. Ademas no es suficiente la sensibilidad de guias de onda en una capa
autoportantes multimodales para una pluralidad de aplicaciones en las que se requiere la consecucion de limites de
deteccion muy bajos.

Para mejorar la sensibilidad y al mismo tiempo la preparacién sencilla en la fabricacion en serie se propusieron guias
de onda de de capa delgada planas. Una guia de ondas de capa delgada plana se compone en el caso mas sencillo de
un sistema en tres capas: material soporte, capa guia de ondas, superestrato (o bien muestra en estudio), en donde la
capa guia de ondas posee el mayor indice de refraccion. Capas intermedias adicionales pueden mejorar aun mas el
efecto de la guia de ondas plana.

Se conocen distintos procedimientos para el acoplamiento de luz de excitacion en una guia de ondas plana. Los
procedimientos usados en un principio se basaban en el acoplamiento de superficies frontales o acoplamiento de
prismas, aplicandose para evitar reflexiones a consecuencia de ranuras de aire por lo general un liquido entre el prisma
y la guia de ondas. Estos dos procedimientos son adecuados sobre todo en lo que respecta a guias de ondas de
densidad de capa relativamente grande, es decir, guias de onda particularmente autoportantes, asi como con un indice
de refraccion de la guia de ondas claramente por debajo de 2. En consecuencia para el acoplamiento de luz de
excitacion en capas muy finas guias de ondas el uso de rejillas de acoplamiento es un procedimiento esencialmente
mas elegante.

Se pueden diferenciar distintos procedimientos para la deteccién de analito en campo evanescente de ondas de luz
conducidas en guias de ondas en capas 6pticas. Debido al principio de medida usado se puede diferenciar por ejemplo
entre procedimientos de fluorescencia o de luminiscencia general por un lado y procedimientos de refraccién por otro. A
este respecto se pueden considerar procedimientos para la generacion de una resonancia de plasmones de superficie
en una capa de metal fina sobre una capa dieléctrica con bajo indice de refraccion en el grupo de procedimientos de
refraccion, en tanto como base para la determinacion de la magnitud de medida sirva el angulo de resonancia de la luz
de excitacion irradiada para la generacién de la resonancia de plasmones de superficie. Pero la resonancia de
plasmones de superficie se puede usar también para el refuerzo de una luminiscencia o para la mejora de la relacion
sefial a fondo en una medida de luminiscencia. Las condiciones para la generacion de una resonancia de plasmones
de superficie asi como para la combinacion con medidas de luminiscencia asi como con estructuras guia de ondas se
describen en mdltiples referencias bibliografias, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos US-P 5.478.755, US-P
5.841.143, US-P 5.006.716 y US-P 4.649.280.
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Con el término “luminiscencia” se designa en esta solicitud la emisién espontanea de fotones en la regién de
ultravioleta a infrarrojo tras excitacion 6ptica o no éptica como, por ejemplo, eléctrica o quimica o bioquimica o térmica.
Por ejemplo se incluyen quimioluminiscencia, bioluminiscencia, electroluminiscencia y de forma particular fluorescencia
y fosforescencia en el término “luminiscencia”.

En los procedimientos de medida por refraccion se usa el cambio del denominado indice de refraccion efectivo basado
en adsorcion o desorcion molecular sobre la guia de ondas para la deteccion del analito. Este cambio del indice de
refraccién efectivo en el caso de sensores de acoplador de rejilla se determina con el cambio del angulo de
acoplamiento para el acoplamiento o desacoplamiento de luz en o desde el sensor acoplador de rejilla, y en el caso de
sensores interferométricos del cambio de la diferencia de fases entre la luz de medida conducida en un brazo del
sensor y un brazo de referencia del interferémetro.

El estado de la técnica para el uso de una o varias rejillas de acoplamiento para el acoplamiento y/o desacoplamiento
de ondas guiadas mediante una o varias rejillas de acoplamiento se describe, por ejemplo, en K. Tiefenthaler, W.
Lukosz,"Sensitivity of grating couplers as integrated-optical chemical sensors", J. Opt. Soc. Am. B6, 209 (1989); W.
Lukosz, Ph.M. Nellen, Ch. Stamm, P. Weiss, "Output Grating Couplers on Planar Waveguides as Integrated, Optical
Chemical Sensors", Sensors and Actuators B1, 585 (1990), y en T. Tamir, S.T. Peng, "Analysis and Design of rating
Couplers", Appl. Phys. 14, 235-254 (1977).

En el documento US-P 5.738.825 se describe una disposicién que se compone de una placa de microtitulos con
orificios que penetran completamente y una guia de ondas de capa delgada como placa base, esta Ultima compuesta
por una pelicula de guia de ondas fina sobre un sustrato autoportante transparente. En contacto con los
compartimentos para muestra abiertos formados como placa base a partir de la placa de microtitulos taladrada y la
guia de ondas de capa delgada se prevén respectivamente rejillas de reflexion para un acoplamiento y
desacoplamiento de luz de excitacion para determinar a partir de cambios del angulo de acoplamiento observado los
cambios del indice de refraccion efectivo responsables a consecuencia de la adsorcion o desorcion de moléculas de
analito que se van a detectar. No se prevé sin embargo una deteccion de varios analitos en un compartimento para
muestra mediante unién a distintos elementos de reconocimiento inmovilizados en el compartimento para muestra
sobre la estructura de rejilla y parece que también es dificil de realizar en base al principio de medida de refraccion, es
decir, la determinacion de cambios relativos del &ngulo de acoplamiento.

Los procedimientos de refraccion citados tienen la ventaja de que se pueden usar sin uso de moléculas de marcado
adicionales, las denominadas etiquetas moleculares. Sin embargo la desventaja de estos procedimientos sin etiqueta
es que estan limitados por los limites de deteccion alcanzables debido a la baja selectividad del principio de medida, en
funcién del peso molecular de los analitos a intervalos de concentracién de pico- a hanomolar, lo que no es suficiente
para muchas aplicaciones de la analitica de trazas moderna, por ejemplo, para aplicaciones de diagndéstico.

Para la consecucion de limites de detecciébn mas bajos parecen ser mas adecuados procedimientos basados en
luminiscencia debido a la mayor selectividad de generacion de sefiales. A este respecto la excitacion de luminiscencia
esta limitada a la profundidad de penetracién del campo evanescente en el medio épticamente mas fino, por tanto
sobre el entorno inmediato del campo de guia de ondas con una profundidad de penetracion en el orden de magnitud
de algunos cientos de nandmetros en el medio. Este principio se denomina excitacion por luminiscencia evanescente.

Mediante guias de onda de de capa delgada en combinacién con deteccion por luminiscencia, basada en una pelicula
guia de ondas fina de sélo unos cientos de nandémetros sobre un material soporte transparente, se pudo aumentar
claramente en los Ultimos afios la sensibilidad. Por ejemplo se describe en el documento WO 95/33197 un
procedimiento en el que la luz de excitacién se acopla por una rejilla con relieve como elemento 6ptico de difraccion en
la pelicula guia de ondas. La superficie de la plataforma sensora se pone en contacto con una de las muestras que
contienen el analito y se mide la luminiscencia irradiada isotrépicamente en la profundidad de penetracion del campo
evanescente de las sustancias que pueden emitir luminiscencia mediante dispositivos de medida adecuados como, por
ejemplo, fotodiodos, fotomultiplicadores o camaras CDC. Es también posible acoplar y medir la proporcion de
reacoplamiento en la guia de ondas de la radiacion excitada evanescente mediante un elemento éptico de difraccion,
por ejemplo, una rejilla. Este procedimiento se describe, por ejemplo, en el documento WO 95/33198.

No obstante una desventaja de todos los procedimientos descritos anteriormente del estado de la técnica en los
documentos WO 95/33197 y 95/33198 para la deteccion de luminiscencia excitada evanescente con guias de ondas
de capa delgada se encuentra en que sobre la plataforma sensora configurada como pelicula homogénea se puede
analizar respectivamente sélo una muestra. Para poder llevar a cabo otras medidas sobre la misma plataforma sensora
son necesarios en cualquier caso costosas etapas de lavado o de limpieza. Esto es valido particularmente si se debe
detectar una de las primeras medidas de distintos analitos. En el caso de un inmunoensayo esto significa en general
que toda la capa inmovilizada se debe intercambiar sobre la plataforma sensora o usarse una nueva plataforma
sensora como tal.

Para la realizacién simultanea o sucesiva de medidas mdltiples exclusivamente basadas en luminiscencia con guias de
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onda esencialmente monomodales, planas, inorganicas se conocen, por ejemplo, dispositivos (conjuntos) del
documento WO 96/35940, en los que estan dispuestos sobre una plataforma sensora al menos dos campos guia de
onda separados, que se disponen por separado con luz de excitacion. Sin embargo la distribucion de la plataforma
sensora en campos guia de ondas separados conlleva como consecuencia negativa que la necesidad de espacio para
campos de medida discretos sobre toda la plataforma sensora es relativamente grande y por tanto se puede conseguir
solo una baja densidad relativa de distintos campos de medida (o las denominadas “caracteristicas”).

En el sentido de la presente invencién se deben definir campos de medida separados espacialmente (d) (segun figura
1) mediante las superficies cerradas que acogen elementos de reconocimiento bioldgicos o bioguimicos o sintéticos
inmovilizados para el reconocimiento de un analito de una muestra liquida. Estas superficies pueden presentar a este
respecto una geometria discrecional, por ejemplo, la forma de puntos, circulos, rectangulos, tridngulos, elipses o lineas.

En el documento WO 98/22799 se proponen ademas de una pluralidad de otros dispositivos para la configuracion de
compartimentos para muestras para disposiciones de medida para la determinaciéon de luminiscencia excitada en el
campo evanescente de una guia de ondas plana también dispositivos que corresponden a la forma de placas de
microtitulos conocidas. Tampoco aqui se ha previsto la determinacién de varios analitos mediante union a distintos
elementos de reconocimiento inmovilizados dentro de un compartimento para muestra individual.

Existe por tanto una necesidad de preparacion de compartimentos para muestras de pequefio volumen en combinacion
con plataformas sensoras adecuadas, en las que se pueda determinar al mismo tiempo sin gran coste una pluralidad
de analitos mediante un procedimiento de deteccion de alta sensibilidad.

Se ha encontrado ahora de forma sorprendente que mediante la combinacion elegida de excitacion de fluorescencia de
alta eficiencia en campo evanescente de una guia de ondas Optica adecuada, de forma particular de guias de onda de
capa delgada, y disposicidon de varios campos de medida con elementos de reconocimiento biolégicos o bioquimicos
diferentes en un compartimento para muestra individual, como parte de un conjunto en dos dimensiones de
compartimentos para muestra sobre una plataforma sensora conjunta, se pueden conseguir esencialmente limites de
deteccion mas bajos y mayores densidades de integracion de campos de medida que con los dispositivos y
procedimientos convencionales conocidos (por ejemplo, ensayos ELISA sobre placas de microtitulos clasicas). A este
respecto se puede llevar a cabo en la respectiva etapa de deteccion del procedimiento, con adicion de parejas de union
marcadas con luminiscencia del ensayo de bioafinidad respectivo, la deteccion de luminiscencia sin etapa de lavado
adicional, lo que significa una simplificacion del procedimiento.

De forma sorprendente se puede generar mediante la disposicién de varios campos de medida y distintos elementos
de reconocimiento bioldgicos o bioquimicos en un compartimento para muestra, con adicién de una muestra individual,
en una medida individual informacion estadisticamente relevante, por ejemplo para reproducibilidad del ensayo. Al
mismo tiempo los datos generados a este respecto muestran incluso una menor variabilidad que los resultados de un
numero correspondiente de medidas individuales en compartimentos para muestra discretos, ya que se excluyen con la
medida simultanea una pluralidad de posibles fuentes de variabilidad y error para las medidas individuales
dependientes una de otras. Con esto se puede conseguir un ahorro significativo de tiempo de andlisis y cantidad de
muestras y reactivos que se usan en comparacion con los procedimientos de deteccion descritos y conocidos
previamente (por ejemplo, ensayo ELISA). De forma particular es también posible llevar a cabo medidas de
referenciacion, de forma particular para la determinacién de pardmetros quimicos como, por ejemplo, unién no
especifica, reactividades cruzadas, determinacion de pH o pO, de solucion de muestra etc., en cualquier
compartimento para muestra individual, las que se usan uno o varios campos de medida en un compartimento para
muestra para tales medidas de referenciacion. Con esto se puede aumentar claramente por su parte la fiabilidad de
estas medidas de referenciacion frente a los procedimientos convencionales en los que se llevaron a cabo estas
medidas en compartimentos para muestras respectivamente distintos.

Adicionalmente se puede aumentar considerablemente con el dispositivo y el procedimiento de detecciéon ejecutado
con el mismo el nimero de medidas por placa y con ello el rendimiento. De este modo se puede mejorar claramente la
reproducibilidad de las medidas y la comparativa de resultados con distintas muestras, entre otros debido a que se
suprimen las fuertes oscilaciones placa a placa habituales. Por ejemplo, con 96 compartimentos para muestras en los
gue se encuentran respectivamente 400 campos de medida, es posible llevar a cabo en una Unica plataforma sensora
individual series de medidas masivas, por ejemplo, para el desarrollo de productos farmacéuticos, sobre un Unico
dispositivo de acuerdo con la invencion, para lo que se necesitarian de forma tipica 400 placas de microtitulos. Ademas
de la clara reduccion de material para muestras y reactivos y con ello un coste reducido para la preparacion de
muestras se aumenta claramente al mismo tiempo la fiabilidad y exactitud de los resultados por los motivos citados.

El dispositivo de acuerdo con la invencion y el procedimiento de acuerdo con la invencion ofrecen posibilidades que no
pueden proporcionar los sistemas y procedimientos de andlisis convencionales conocidos:

- Desarrollo rapido del ensayo en una plataforma sensora / dispositivo individual
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- Determinacion de curvas de concentracién, diafonia especifica de la union y analisis de muestra sobre una
plataforma sensora / dispositivo Gnico.

- Determinacion multianalisis de alta sensibilidad en una Gnica muestra de pequefio volumen
- Realizacion de series de medidas masivas en una Unica plataforma sensora.
Es objeto de la invencion un dispositivo que se corresponde con la reivindicacion 1.

De los respectivamente cinco o mas campos de medida en un Unico compartimento para muestras se pueden usar
respectivamente uno o mas campos de medida para la referenciacion.

Se usan de forma ventajosa campos de medida para la referenciacion de los mismos parametros quimicos u 6pticos en
varios compartimentos para muestra distribuidos por la plataforma sensora, de modo que se pueda determinar la
distribucién espacial de los citados parametros quimicos u opticos sobre la plataforma sensora. Como parametro optico
a determinar se entiende a este respecto, por ejemplo, la intensidad de luz de excitacion disponible localmente. De
forma particular se pueden contemplar a partir de la distribucién asi determinada parametros quimicos citados, por
ejemplo, diferencias en composicién, concentracion o volumen de distintas muestras, por ejemplo, resultantes de la
preparacion de muestras que se afiaden en distintos compartimentos para muestras.

Se prefiere una forma de realizacion del dispositivo en la que los campos de medida citados se encuentran en
interaccion optica con el campo evanescente de luz de excitacion conducida en la guia de ondas Optica plana.

La guia de ondas éptica como componente de la plataforma sensora puede ser una guia de ondas multimodal o
monomodal de un material inorganico transparente al menos con la longitud de onda de excitacion y de luminiscencia,
preferiblemente vidrio o material inorganico, preferiblemente plastico, con especial preferencia seleccionado del grupo
gue esta formado por polimetilmetacrilato, policarbonato, poliestireno. De forma particular la guia de ondas optica
puede ser autoportante como componente de la plataforma sensora.

Se prefiere un dispositivo en el que la guia de ondas éptica como componente de la plataforma sensora sea una guia
de ondas en capas Optica con una primera capa épticamente transparente (a) (segun la figura 1) sobre una segunda
capa oOpticamente transparente (b) (segun la figura 1) con menor indice de refraccion que la capa (a).

El material de la segunda capa o6pticamente transparente (b) puede componerse de vidrio, cuarzo o un plastico
termoplastico transparente, preferiblemente del grupo formado por policarbonato, poliimida, polimetiimetacrilato o
poliestireno.

Para la generacion de un campo evanescente lo mas fuerte posible en la superficie de la capa épticamente
transparente (a) es deseable que el indice de refraccion de la capa dpticamente transparente (a) que guia las ondas
sea esencialmente mayor que el indice de refraccion de las capas adyacentes. Es especialmente ventajoso que el
indice de refraccion de la primera capa 6pticamente transparente (a) sea mayor de 1,8.

A modo de ejemplo la primera capa épticamente transparente (a) se compone de TiO2, ZnO, Nb20s, Ta20s, HfO2 o
ZrO2. Se prefiere especialmente que la primera capa épticamente transparente (a) se componga de Ta205 0 Nb20s.

Ademas del indice de refraccion de la capa 6pticamente transparente (a) de guia de ondas, el segundo parametro
determinante para la generaciéon de un campo evanescente lo mas fuerte posible en sus superficies en su grosor
respecto a las capas adyacentes con menor indice de refraccion. A este respecto aumenta la fuerza del campo
evanescente con grosor decreciente de la capa (a) de guia de ondas, en tanto el grosor de la capa sea suficiente
para conducir al menos un modo de la longitud de onda de excitacion. A este respecto el minimo grosor de capa “de
corte” para la conduccién de un modo es funcién de la longitud de onda de ese modo. Esto es mayor para luz de
onda mas larga que para luz de onda corta. Con acercamiento al grosor de capa “de corte” aumentan no obstante
también las pérdidas de amplitud no deseadas, lo que ademas limita inferiormente la eleccion del grosor de capa
preferido. Se prefieren aquellos grosores de capa de la capa 6pticamente transparente (a) que posibilitan la
conduccion de 1 a 3 modos de una longitud de onda de excitacién dada previamente, son muy especialmente
preferidos grosores de capa que conducen a guias de ondas monomodales para estas longitudes de onda de
excitacion. A este respecto esta claro que el caracter de modos discretos de la luz conducida sélo se refiere a los
modos transversales.

Estos requerimientos conducen a que el grosor de la primera capa 6pticamente transparente (a) sea de forma
ventajosa de 40 a 300 nm. De forma muy especialmente ventajosa el grosor de la primera capa Opticamente
transparente (a) sea de 100 a 200 nm.

El nivel de la pérdida de amplitud de un modo conducido en una capa guia de ondas 6ptica (a) se determina en
toda la masa de la rugosidad de superficie de una capa soporte que se encuentra por debajo asi como por la
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absorcidon posiblemente por cromoéforos presentes en esta capa soporte, lo que ademas conlleva el riesgo de
excitacién de luminiscencia no deseada en esta capa soporte, mediante penetracion del campo evanescente del
modo conducido en la capa (a). Adicionalmente puede llegarse a la aparicion de tensiones térmicas a consecuencia
de distintos coeficientes de expansién térmica de las capas Opticamente transparentes (a) y (b). En el caso de una
capa Opticamente transparente (b) sensible, en tanto se componga por ejemplo de un plastico termoplastico
transparente, es deseable evitar una penetracion de disolventes que pudieran atacar la capa (b) mediante
microporos eventualmente presentes en la capa Opticamente transparente (a).

Por tanto es ventajoso si entre las capas 6pticamente transparentes (a) y (b) en contacto con la capa (a) se
encuentra otra capa oOpticamente transparente (b’) (segun la figura 1) con indice de refraccion menor que el de la
capa (a) y un espesor de 5 nm a 10000 nm, preferiblemente de 10 nm a 1000 nm. La capa intermedia tiene el
objetivo de una reduccion de la rugosidad de superficie bajo la capa (a) o la disminucién de la penetracion del
campo evanescente de luz conducida en la capa (a) en las capas que se encuentran una o varias por debajo o una
mejora de la adherencia de la capa (a) sobre una o varias capas que se encuentran por debajo o la disminucion de
tensiones provocadas térmicamente dentro de la plataforma sensora optica o el aislamiento quimico de la capa
Opticamente transparente (a) de capas que se encuentran por debajo mediante obturacion de microporos en la
capa (a) frente a capas que se encuentran por debajo.

Hay una pluralidad de procedimientos para la aplicacion de los elementos de reconocimiento biolégicos o
bioquimicos o sintéticos sobre la capa Opticamente transparente (a). Por ejemplo se puede realizar esta mediante
adsorcion fisica o0 mediante interaccion electroestéatica. La orientacion de los elementos de reconocimiento es por lo
general aleatoria. Ademas se da el riesgo de que con distinta composicion de las muestras que contienen analitos o
de reactivos usados en procedimientos de deteccién se arrastre por lavado una parte de los elementos de
reconocimiento. Por tanto puede ser ventajoso que se apliqgue para la inmovilizacion de elementos de
reconocimiento bioldgicos o bioquimicos o sintéticos sobre la capa épticamente transparente (a) una capa adhesiva
(f) (segun la figura 1). Esta capa adhesiva deberia ser igualmente dpticamente transparente. De forma particular la
capa adhesiva no deberia sobresalir de la profundidad de penetracion del campo evanescente desde la capa guia
de ondas (a) en el medio subyacente. Por tanto la capa adhesiva (f) deberia presentar un espesor de menos de 200
nm, preferiblemente de menos de 20 nm. Esta puede estar compuesta, por ejemplo, por compuestos quimicos de
los grupos de silanos, epoxidos, “monocapas funcionalizadas autoorganizadas”.

Como se comprueba en la definicion de campo de medida es posible mediante aplicacién espacialmente selectiva
de elementos de reconocimiento biologicos o bioquimicos o sintéticos generar sobre la plataforma sensora generar
campos de medida espacialmente separados (d). En contacto con un analito que puede emitir luminiscencia o
andlogo del analito marcado con luminiscencia concurrente con los analitos en la union a los elementos de
reconocimiento o una pareja de unidbn marcada con luminiscencia adicional en un ensayo mdultiple se unen estas
moléculas que pueden emitir luminiscencia sélo selectivamente en los campos de medida a la superficie de la
plataforma sensora, que se definen por las superficies que son acogidas por los elementos de reconocimiento
inmovilizados.

Para la aplicacion de los elementos de reconocimiento biol6gicos o bioquimicos o sintéticos se pueden usar uno o
varios procedimientos del grupo de procedimientos formado por “marcaje por chorro de tinta, marcaje mecanico
mediante lapiz o resorte, impresion por microcontacto, contacto fluido de campos de medida con los elementos de
reconocimiento bioldgicos o bioquimicos o sintéticos mediante su alimentacion en microcanales en paralelo o
cruzados, con accién de diferencias de presién o potenciales eléctricos o electromagnéticos”.

Como elementos de reconocimiento biolégicos o bioquimicos o sintéticos se puede aplicar componentes del grupo
formado por éacidos nucleicos (ADN, ARN), analogos de acidos nucleicos (PNA), anticuerpos, aptameros,
receptores unidos a membrana y aislados, sus ligandos, antigenos para anticuerpos, “componentes de histidina-
Tag”, cavidades generadas mediante sintesis quimica para la captacion de impresiones moleculares etc.

Entre este Ultimo tipo de elementos de reconocimiento se entienden cavidades que se preparan en un
procedimiento que se describio en la bibliografia como “impresién molecular”. A tal fin se encapsula en la mayoria
de los casos en solucién organica, el analito o un analogo del analito, en una estructura polimérica. Se designa
como “imprint”. Luego se obtiene de nuevo el analito o su analogo de la estructura polimérica con adicion de
reactivos adecuados de modo que se deja la cavidad vacia. Esta cavidad vacia se puede usar luego como un punto
de unién con mayor selectividad estérica en un procedimiento de deteccién posterior.

Es también posible aplicar como elementos de reconocimiento bioquimicos o bioldgicos células completas o
fragmentos celulares. En muchos casos se limita el limite de deteccion de un procedimiento analitico con las
denominadas sefiales de unidén no especificas, es decir, con sefales que se generan mediante union del analito u
otros compuestos usados para la deteccion del analito, que se unen no sélo en la zona de los elementos de
reconocimiento biolégicos o bioquimicos o sintéticos inmovilizados usados, sino también en zonas no cubiertas por
los mismos de una plataforma sensora, por ejemplo, mediante adsorcion hidréfoba o mediante intercambio
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electrostatico. Por tanto es ventajoso que se apliquen entre los campos de medida espacialmente separados (d)
compuestos “quimicamente neutros” frente al analito para evitar la unién no especifica o adsorcion. Como
compuestos “quimicamente neutros” se designan a este respecto aquellas sustancias que no presentan puntos de
union especificos para el reconocimiento y uniéon del analito o un analogo del analito o de una pareja de union
adicional en un ensayo multiple y bloqguean mediante su presencia el acceso del analito o sus analogos o de la
pareja de unién adicional a la superficie de la plataforma sensora.

Como compuestos “quimicamente neutros” se pueden usar, por ejemplo, sustancias de los grupos que estan
formados, por ejemplo, de albuminas, de forma particular albimina de suero bovino, esperma de arenque o también
de polietilenglicoles.

Se prefiere que el acoplamiento de la luz de excitacion con los campos de medida (d) se realice con ayuda de una o
varias estructuras de rejilla (c) (segun la figura 1), que estan grabadas en la capa épticamente transparente (a).

Puede tener lugar una interferencia Optica de un campo de medida con otros campos de medida mediante la
ampliacion de luz acoplada en la guia de ondas, de forma particular también de luz luminiscente reacoplada. Para
evitar una interferencia de este tipo es ventajoso que el desacoplamiento de la luz conducida a la capa épticamente
transparente (a) se realice con ayuda de estructuras de rejilla (c’) (segun la figura 1), que estan grabadas en la capa
Opticamente transparente (a). A este respecto estructuras de rejilla (c) y (c’) grabadas en la capa épticamente
transparente (a) pueden tener igual o diferente periodo y pueden encontrarse en paralelo o no en paralelo unas con
otras.

De forma particular se pueden usar estructuras de rejilla (c) y (c') de forma intercambiable como rejilla de
acoplamiento y/o desacoplamiento.

Las estructuras de rejilla (¢) y dado el caso estructuras de rejilla (c’) presentes adicionalmente presentan de forma
ventajosa un periodo de 200 nm a 1000 nm, y la profundidad de modulacion de la rejilla es de forma ventajosa de 3
a 100 nm, preferiblemente de 10 a 30 nm.

Se prefiere que la relacion de profundidad de modulacién al grosor de la primera capa 6pticamente transparente (a)
sea igual o inferior a 0,2.

Una estructura de rejilla (c) puede ser una rejilla con relieve con perfil en forma de rectangulo, triangulo o
semicirculo o una rejilla de fases o volumen con una modulacion periddica del indice de refraccién en la capa
Opticamente transparente (a) esencialmente plana.

Para el refuerzo de una luminiscencia o para la mejora de la relacidn sefial a fondo es ademas ventajoso que entre
la capa opticamente transparente (a) y los elementos de reconocimiento biolégicos o bioguimicos o sintéticos
inmovilizados se aplique una capa de metal fina, preferiblemente de oro o plata, dado el caso una capa dieléctrica
adicional con menor indice de refraccion que la capa (a), por ejemplo, de silice o fluoruro de magnesio,
seleccionandose el grosor de esta capa de metal y de la capa intermedia eventualmente adicional de modo que se
pueda excitar un plasmoén de superficie en la longitud de ondas de excitacion y/o de la longitud de onda de
luminiscencia.

Para muchas aplicaciones es ventajoso que la estructura de rejilla (c) sea una rejilla de difraccidon con un periodo
uniforme. El dngulo de resonancia para el acoplamiento de la luz de excitacion por la estructura de rejilla (c) hasta
los campos de medida es uniforme en toda la zona de la estructura de rejilla. Si se acopla por ejemplo la luz de
excitacion de distintas fuentes de luz con longitudes de onda claramente distintas entonces pueden diferenciarse
claramente los angulos de resonancia correspondientes para el acoplamiento, lo que puede requerir el uso de
elementos de ajuste adicionales en un sistema Optico para la acogida de la plataforma sensora o puede conducir a
angulos de acoplamiento espacialmente muy favorables. Por ejemplo para evitar distintos angulos de acoplamiento
puede ser ventajoso por tanto que la estructura de rejilla (c) sea una rejilla multidifraccion.

Para aplicaciones en las que se deben evitar cambios de angulos de acoplamiento y desacoplamiento a
consecuencia de un contacto con la muestra, puede ser ventajoso que se encuentren estructuras de rejilla (c) y
dado el caso estructuras de rejilla (c’) adicionalmente presentes fuera de la zona de los compartimentos de
muestra.

Para otras aplicaciones, de forma particular con excitacion laminar de gran magnitud se prefiere en consecuencia
gue las estructuras de rejilla (c) y dado el caso estructuras de rejilla (¢*) adicionalmente presentes se extienda por la
zona de varios o todos los compartimentos para muestras.

Si la luz de excitacion acoplada con una estructura de rejilla (c) debe discurrir por la capa 6pticamente transparente
(a), que se extiende por varios compartimentos para muestras, entonces es necesario que el material de la capa (g)
de sellado estanco que se encuentra en contacto con la plataforma sensora en la superficie sustrato con la
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plataforma sensora sea transparente al menos en una profundidad de penetracién del campo evanescente tanto
para la radiacion de excitacién como también para la radiacion luminiscente excitada.

Para evitar reflexiones o luz dispersa es ventajoso que la capa (g) se presente como capa doble, la primera que
esta en contacto con la superficie de la plataforma sensora, es transparente tanto para la radiacién de excitacion
como también para la radiacion de luminiscencia excitada, mientras que la siguiente capa que se encuentra
distanciada de la plataforma sensora en la zona espectral de la radiacion de excitacion y de la radiacion
luminiscente excitada es absorbente.

Para aplicaciones en las que la amplificacion de la luz de excitacion y dado el caso luz luminiscente generada y
reacoplada en la capa Opticamente transparente (a) guia de ondas se debe limitar respectivamente a la zona de un
compartimento para muestras individual, siendo en consecuencia ventajoso que el material de la capa (g) de
sellado estanco, en contacto con la plataforma sensora sea absorbente en la zona espectral de la radiacién de
excitacion y de la radiacion luminiscente excitada.

Es ventajoso que el material de la capa (g) de sellado estanco en contacto con la plataforma sensora sea
autoadherente con la plataforma sensora.

Por tanto se prefiere de forma particular que el material de la capa (g) de sellado estanco en contacto con la
plataforma sensora se componga de un polisiloxano.

Se prefiere que en un compartimento para muestras se encuentren de 5 a 1000, preferiblemente de 10 a 400
campos de medida.

Adicionalmente se prefiere que un campo de medida individual acoja en un compartimento para muestras una
superficie de 0,001 a 6 mm?, presentando el campo de medida igual o distinto tamafio.

Los compartimentos para muestras presentan de forma ventajosa respectivamente un volumen de 100 nla 1 ml.

El dispositivo de acuerdo con la invencion se puede operar tanto como sistema de flujo cerrado como también como
sistema abierto. En el primer caso el dispositivo se configura de modo que los compartimentos para muestras estén
cerrados sobre el lateral opuesta a la capa Opticamente transparente (a), con excepcion de las aberturas de entrada
y/o salida para la alimentacion o la salida de muestras y dado el caso reactivos adicionales, y la alimentacién o la
salida de muestras y dado el caso reactivos adicionales se realice en un sistema de flujo cerrado, en donde en el
caso de alimentacién de liquidos se dividan preferiblemente en varios campos de medida o segmentos con
aberturas de entrada y salida conjuntas o se dirijjan consecutivamente.

A este respecto puede realizarse la alimentacién de las muestras y dado el caso de reactivos adicionales en
microcanales paralelos o cruzados, con accion de diferencias de presibn o potenciales eléctricos o
electromagnéticos.

En el caso de un sistema abierto el dispositivo de acuerdo con la invencion esta configurado de modo que en el
compartimento para muestras en el lateral opuesto a la capa Opticamente transparente (a) se presentan aberturas
para la adicion o retirada dirigida localmente de muestras u otros reactivos. Adicionalmente pueden estar provistos
compartimentos para reactivos que se ponen en contacto con los campos de medida durante el procedimiento para
la deteccién de analito.

Sobre la plataforma sensora es ventajoso aplicar marcados reconocibles 6ptica 0 mecanicamente para facilitar el
ajuste en un sistema Optico y/o para la union con la capa (g) que contiene los recesos para los compartimentos para
muestras.

Otro objeto de la invencion es un sistema analitico para la determinacién de una o varias luminiscencias en
correspondencia con la reivindicacién 23.

A este respecto es ventajoso que la luz de excitacion emitida por al menos una fuente de luz sea coherente y se
irradie con el angulo de resonancia para el acoplamiento en la capa Opticamente transparente (a) sobre el o los
campos de medida.

Para excitar una pluralidad de campos de medida o todos los campos de medida simultaneamente y determinar su
luminiscencia simultaneamente se prefiere que amplificar la luz de excitacion de al menos una fuente de luz con
una 6ptica de amplificacion hasta un haz de rayos esencialmente paralelos y se irradie bajo el angulo de resonancia
para el acoplamiento en la capa opticamente transparente (a) sobre uno o varios campos de medida.

Para disminuir las sefiales de luminiscencia fuera del campo de medida puede ser ventajoso también sin embargo
que la luz de excitacion de al menos una fuente de luz se descomponga mediante uno, en el caso de varias fuentes
de luz dado el caso varios elementos Opticos de difraccidn, preferiblemente rejilla Dammann, o elementos épticos
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refractivos, preferiblemente conjuntos de microlentes, en una pluralidad de rayos individuales de intensidad lo mas
igual posible de rayos parciales con origen en una fuente de luz conjunta, que se irradian respectivamente
esencialmente en paralelo entre si sobre campos de medida separados espacialmente.

En el caso de intensidad suficiente de una fuente de luz individual o de necesidad de fuentes de luz de distinta
longitud de onda de emisién, por ejemplo, para aplicaciones biolégicas es ventajoso que se usen como fuentes de
luz de excitacién dos o mas fuentes de luz coherentes con igual o distinta longitud de onda de emision.

Para absorber por separado las sefiales de una pluralidad de campos de medida se prefiere que para la deteccidon
se use al menos un detector de posicionamiento.

A este respecto se puede usar como el al menos un detector de posicionamiento al menos un detector del grupo de
camaras CDC, microplacas CCD, conjuntos de fotodiodos, conjuntos de diodos de avalancha, placas multicanal y
fotomultiplicadores de canales multiples.

En el sistema analitico de acuerdo con la invenciéon segin una de las realizaciones citadas se pueden usar entre
una o varias fuentes de luz de excitacion y la plataforma sensora segun una de las realizaciones citadas
previamente y/o entre la plataforma sensora citada y el o los varios detectores, componentes épticos del grupo de
lentes o sistemas de lentes para la conformacién del haz de luz que se transmite, espejos planos o curvados para la
desviacién y dado el caso para la conformacion adicional de haces de luz, prismas para la derivacion y dado el caso
para la distribucion espectral de haces de luz, espejos dicroicos para la desviacion selectiva espectral de partes de
haces de luz, filtros neutros para la regulacion de intensidad de luz que se transmita, filtros Opticos o
monocromadores para la transmision selectiva espectral de partes de haces de luz o elementos selectivos de
polarizacién para la eleccion de dispositivos de polarizacion discretos de la luz de excitacién o de luminiscencia.

Para una serie de aplicaciones es ventajoso que la irradiacion de la luz de excitacion se realice en pulsos con una
duracion entre 1 segundo y 10 minutos.

Para medidas cinéticas o para la discriminacion inmediata de fluorescencia en disminucion de impurezas
fluorescentes en la muestra o en materiales de componentes del sistema 6ptico o de la plataforma sensora
propiamente puede ser ventajoso que se mida la luz de emisién de los campos de medida en relacién al tiempo.

Adicionalmente se prefiere que el sistema 6ptico de acuerdo con la invencién comprenda componentes con los que
se midan las sefiales de luz para la referenciacion de la luz de excitacién disponible del grupo constituido por luz de
excitacion en la zona de fuentes de luz o después de su amplificacion o después de su division en rayos parciales,
luz dispersa con la longitud de onda de excitacién en la regiéon de uno o varios campos de medida espacialmente
separados, y luz desacoplada de longitud de onda de excitacion mediante la estructura de rejilla (c) junto a los
campos de medida. A este respecto es especialmente ventajoso que los campos de medida sean idénticos para la
determinacion de la luz de emisién y de la sefial de referencia.

Es también posible que la irradiacion de la luz de excitacién y la deteccién de la luz de emision se realicen desde
uno o varios campos de medida secuencialmente para campos de medida individuales o multiples. A este respecto
la excitacidn secuencial y deteccién puede realizarse con uso de componentes 6pticos en movimiento, que estan
constituidos del grupo de espejos, prismas de desviacion y espejos dicroicos. Normalmente se usan para excitacion
secuencial y deteccion en sistemas de dispositivos bioanaliticos los denominados escéaneres comercialmente
disponibles, con los que se conduce al menos mediante espejos en movimiento un rayo de luz de excitacion
secuencialmente por la superficie que se va a investigar. En la mayoria de los sistemas de escaner se cambia a
este respecto el angulo entre la superficie iluminada y el rayo de luz de excitacion. Para cumplir la condicion de
resonancia del acoplamiento de la luz de excitacion en la capa guia de ondas de la plataforma sensora de acuerdo
con la invencién este angulo debe permanecer esencialmente constante, es decir, un escaner de uso debe
funcionar en consonancia angular en el sistema 6ptico de acuerdo con la invenciéon. Este requisito se cumple en
algunos escéneres que se adquieren comercialmente. Al mismo tiempo tampoco puede cambiarse el tamafio de la
superficie excitada sobre la plataforma sensora. Por tanto es un objeto adicional de esta invencion un sistema
Optico que se caracteriza porque se realiza excitacion secuencial y deteccion con uso de un escaner esencialmente
de control de angulo y foco.

Otra forma de realizacién posible es que la plataforma sensora se mueva entre etapas de excitacion y deteccién
secuenciales. En este caso se pueden fijar espacialmente la o las fuentes de luz de excitacién y los componentes
usados para la deteccion.

Otro objeto de la invencién es un procedimiento para la deteccion de luminiscencia de uno o varios analitos en
correspondencia con la reivindicacién 31.

A este respecto se prefiere que los campos de medida citados se encuentren en interaccién 6ptica con el campo
evanescente de luz de excitacién conducida en la guia de ondas 6ptica plana.
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En el procedimiento citado previamente es posible que se midan simultdneamente (1) la luminiscencia irradiada
isétropa o (2) luminiscencia o luminiscencias acopladas en la capa opticamente transparente (a) y desacopladas
por la estructura de rejilla (c) de ambas partes (1) y (2).

En el procedimiento de acuerdo con la invencién se puede usar para la generacion de luminiscencia o fluorescencia
una etiqueta de luminiscencia o fluorescencia que se puede excitar y emitir con una longitud de onda de 300 nm y
1100 nm.

Las etiquetas de luminiscencia o de fluorescencia pueden tratarse de colorantes de luminiscencia o de
fluorescencia convencionales o también de las denominadas nanoparticulas luminiscentes o fluorescentes basadas
en semiconductores (W. C. W. Chan und S. Nie, "Quantum dot bioconjugates for ultrasensitive nonisotopic
detection”, Science 281 (1998) 2016 - 2018).

La etiqueta de luminiscencia puede estar relacionada con los analitos 0 en un ensayo competitivo con un analogo
del analito o en un ensayo multiple con una de las parejas de union de los elementos de reconocimiento biolégicos
0 bioquimicos o sintéticos inmovilizados o con los elementos de reconocimiento biolégicos o bioquimicos o
sintéticos.

Adicionalmente se pueden usar una segunda o mas etiquetas de luminiscencia con igual o distinta longitud de onda
de excitacion que la primera etiqueta de luminiscencia e igual o distinta longitud de onda de emision. A este
respecto puede ser ventajoso si se puedan excitar la segunda o las demas etiquetas de luminiscencia con la misma
longitud de onda que la primera etiqueta de luminiscencia, pero emiten con otras longitudes de onda.

Para otras aplicaciones es ventajoso que los espectros de excitacion y los espectros de emision de la etiqueta de
luminiscencia usada se solapen poco o casi no lo hagan.

En el procedimiento de acuerdo con la invencidn puede ser ventajoso adicionalmente que se use para la deteccidon
del analito transferencia de energia por carga u 6ptica desde una primera etiqueta de luminiscencia que sirve como
donador hasta una segunda etiqueta de luminiscencia que sirve como aceptor.

Adicionalmente puede ser ventajoso determinar uno o varios cambios luminiscentes del indice de refracciéon
efectivo en los campos de medida. A este respecto puede ser adicionalmente ventajoso emprender por polarizacion
selectiva una o varias luminiscencias y/o determinaciones de sefiales de luz en las longitudes de onda de
excitacion. Ademas el procedimiento permite la posibilidad de que se midan las o las luminiscencias con otra
polarizacién que la de la luz de excitacion.

El procedimiento de acuerdo con la invencién segun una de las formas de realizacion indicadas previamente
posibilita una determinacion simultdnea o secuencial, cuantitativa o cualitativa de uno o varios analitos del grupo de
anticuerpos o antigenos, receptores o ligandos, quelantes o “componentes de histidina-Tag”, oligonucledétidos,
hebras de ADN o ARN, anélogos de ADN o ARN, enzimas, cofactores de enzima o inhibidores, lectinas e hidratos
de carbono.

El procedimiento descrito anteriormente permite determinar material biolégico directamente sin mecanismos de
multiplicacion bioldgicos o bioquimicos (por ejemplo, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)). Ademas de la
simplificacion de la forma de proceder se consigue aqui una correlacion lineal de ARNm y sefial observada. Esto
significa que también se pueden determinar con alta sensibilidad y cuantitativamente los denominados “mensajes
extrafios”, es decir, ARNm biolégicamente relevantes, que aparecen en concentraciones muy pequefias. La
realizacién en paralelo de las medidas en una plataforma de placa de 96 pocillos hace posible obtener resultados
en calidad y conversion desconocida hasta ahora (véase el ejemplo de realizacion 1e). Por tanto como
consecuencia se evidencia claramente que en los estudios preclinicos y clinicos se pueden elaborar cantidades de
muestra grandes con mucha mas rapidez y precision que con los procedimientos manuales usados hasta ahora. La
deteccion de dos marcadores de fluorescencia sobre una mancha de sustancia hace posible ademas la
determinacion directa de la induccidn relativa en una medida individual (véase el ejemplo 2e). No es necesario por
tanto una referenciacion de microplaca a microplaca. Por tanto las exigencias de calidad en reproducibilidad lote a
lote de las plataformas sensoras se pueden reducir de forma significativa.

Las muestras que se van a estudiar pueden ser liquidos corporales de origen natural como sangre, suero, plasma,
linfa o liquidos de tejidos u orina 0 yema de huevo.

Pero una muestra que se va a estudiar puede ser también un liquido 6pticamente turbio, agua superficial, un
extracto de suelo o de plantas, un caldo bioldgico o de proceso de sintesis.

Las muestras que se van a estudiar pueden obtenerse también de partes de tejidos bioldgicos.

Otro objeto de la presente invencion es el uso de un dispositivo segin una de las reivindicaciones 1 a 22 o del
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sistema analitico segun una de las reivindicaciones 23 a 30.
Con los ejemplos de realizacion siguientes se debe aclarar y demostrar mas exactamente la invencion.

Ejemplo 1: dispositivo y procedimiento para la determinacion simultanea de diferencias en el modelo de
expresion de ARNm seleccionado de distintas posiciones de tejidos tumorales

Se recogen tejidos en distintas posiciones de un tumor extraido — en este ejemplo de una glandula préstata — y se
investiga en cuanto a diferencias en el modelo de expresion de ARNm seleccionado como funcién de la posicién en
tejido tumoral. Los resultados permiten un dictamen basado en informaciones genéticamente puras
independientemente de las investigaciones histologicas. En la bibliografia se describe la importancia biolégica de un
procedimiento de este tipo y aspectos de la preparacion de muestras (Kristina A. Cole, David B. Krizmann, and
Michael R. Emmert-Buck, "The genetics of cancer - a 3D model" Nature Genetics Supplement 21 (1999) 38-41).

Preparacion y aplicacion de elementos de reconocimiento bioldégicos en una plataforma sensora de un
dispositivo con 400 campos de medida discretos en 96 compartimentos para muestra

a) Se seleccionan clones de 100 genes que — en base a resultados descritos en la bibliografia — juegan un
papel en la carcinogénesis o en reacciones inflamatorias (véase Kristina A. Cole, David B. Krizmann, and
Michael R. Emmert-Buck, "The genetics of cancer - a 3D model", Nature Genetics Supplement 21 (1999) 38-
41, asi como la bibliografia pertinente ahi citada), asi como aquellos genes que no juegan de forma tipica
papel alguno en estos procesos, cuyo nivel de expresion puede mantenerse constante en el caso ideal y por
tanto pueden aprovecharse para la estadarizacion (los denominados “genes caseros” como por ejemplo -
actina, GAPDH, tubulina, ubiquitina, fosfolipasa A2, etc.), como elementos de reconocimiento bioldgicos, que
se deben inmovilizar sobre la plataforma sensora en campos de medida discretos.

Al primer grupo de genes de importancia potencial para la enfermedad seleccionados pertenecen entre otros
serina/treonina-quinasa (STK2), la subunidad beta de proteasoma (PSMB4), antigeno CD36 (receptor de
colageno de tipo |, receptor de trombospondina), fosfolipasa A2 (PLA2G1B), proteina ribosomal L17
(RPL17), desmogleina 2 (DSG2), proteina-tirosin-quinasa Tyro 3 (TYRO3), colageno de tipo IV (COL4A4),
“factor 3 de transcripcién activante” (ATF3), anexina 1 (ANX), otros enzimas de reparacion, quinasas, etc.

El material genético requerido puede obtenerse en forma de plasmido del UniGene Set NIHs Cancer
Genome Anatomy Projects o de forma alternativa de fuentes comerciales que comercializan el material del
I.M.A.G.E. Konsortiums. La transformacion y amplificacion de las secuencias génicas en el plasmido
respecto a los ADNc correspondientes se realiza por medio de las parejas de cebadores correspondientes y
genera moléculas de doble hebra (ADNc muestras) con una longitud entre aproximadamente 300 y 1000
pares de bases.

b) Se usa una plataforma sensora con las dimensiones exteriores de 76 mm de anchura x 112 mm de
longitud x 0,7 mm de grosor, sobre cuya superficie se encuentran los 96 pocillos con las dimensiones
interiores de 7 x 7 mm de una placa de microtitulos clasica. El material sustrato (capa Opticamente
transparente (b)) se compone de vidrio AF 45 (indice de refraccién n = 1,52 a 633 nm). En el sustrato se
genera mediante iluminacién hologréafica de la capa (b) cubierta con fotolaca proyectada y a continuacion se
graba quimicamente por via himeda una estructura ininterrumpida de una rejilla en relieve de superficie de
un periodo de 360 nm y de una profundidad de 25 +/- 5 nm, con orientacion de las lineas de rejilla en
paralelo respecto a la anchura contrastada de la plataforma sensora. La capa Opticamente transparente (a)
guia de ondas de Ta,Os se genera sobre la capa épticamente transparente (b) mediante chisporroteo DC
soportado por campo magnético reactivo (véase el documento DE-A-4410258) y presenta un indice de
refraccion de 2,15 a 633 nm (grosor de capa 150 nm). A consecuencia del proceso de separacion la
estructura de rejilla se transmite a la superficie de la capa guia de ondas aproximadamente en relacion 1:1.

Para la preparacion de la inmovilizacion de elementos de reconocimiento bioquimicos o biolégicos o
sintéticos se purifica las plataformas sensoras con cloroformo en el equipo de ultrasonidos y se activa
guimicamente mediante una reaccion de silanizacion con glicidiloxipropiltrimetoxisilano y se prepara de este
modo para la inmovilizacion de la muestra de ADNc como elemento de reconocimiento biolégico. Los ADNc
individuales se aplican en una concentracion de 50 ng/pl mediante una micropipeta de control piezométrico
comercial (GeSim GmbH, GroRRerkmannsdorf, DE) respectivamente con 10 gotas en 0,1 nl en un punto, lo
gue conduce a diametros de mancha como campos de medida discretos de aproximadamente 150 um. En
una disposicion de manchas de 20 x 20 (dispositivo de 400 rasgos) se generan respectivamente 4 campos
de medida con igual ADNc, de modo que al final del proceso de inmovilizacién se conoce la posicion fijada
mediante un algoritmo estadistico de 100 ADNc distintos que sirven como elementos de reconocimiento,
predefiniéndose no obstante estadisticamente. Las manchas presentan una distancia de los puntos medios
de mancha de 300 um y ocupan una superficie de 6 x 6 mm sobre la plataforma sensora, que con la que la
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capa (g) de cierre estanco de polimetilsiloxano (PDMS) con la que se encuentra en contacto, los recesos
cuadraticos correspondientes que rodean los dispositivos de 7 mm x 7 mm forma una placa de 96 pocillos.
Sobre la plataforma sensora se genera en el fondo de los 96 compartimentos para muestra conjuntos una
reticula idéntica de campos de medida discretos. Mediante tratamiento térmico — calentamiento a 60° C
durante 30 minutos se puede optimizar la inmovilizacién.

c) Material para muestras:

En distintas posiciones de una glandula préstata (tanto en tejido obtenido fenotipicamente como también en tejido
no obtenido fenotipicamente) se obtiene material de tejido (aproximadamente de 50000 a 100000 células) por
ejemplo en forma de cortes finos de tejido. El tejido se presenta mecanicamente en estado congelado y se aisla
“ARN completo” mediante una extraccion con fenol / cloroformo patron. Mediante una columna Oligotex Spin
(Qiagen, Hilden, DE) se aisla ARNm de la fraccion de ARN completo. Mediante un procedimiento de transcriptasa
inversa (por ejemplo, Life Technologies) en presencia de una nucleobase marcada con Cy5 (Pharmacia Amersham)
(Cy5-dUTP) se transforman los tipos de ARNm completo en moléculas de ADNc marcadas con fluorescencia. El
material asi obtenido se recoge en tampon de hibridacion de modo que presente una concentracion total de 10
ng/Llg como maximo como muestra liquida.

d) Sistema analitico
Sistema 6ptico
i) Unidad de excitacién

La plataforma sensora estd montada sobre una unidad de ajuste asistida informaticamente, que permite la
traslacion en paralelo o vertical respecto a las lineas de rejilla asi como una rotacion del eje de giro en paralelo
respecto a las lineas de rejilla y por el centro de gravedad de la mancha de luz de excitacién que aparece sobre la
estructura de rejilla (I) para el acoplamiento en la plataforma sensora citada en el ejemplo 1b. Inmediatamente tras
el laser usado como fuente de luz de excitacion se encuentra en la trayectoria de la luz un diafragma, para bloquear
la trayectoria de la luz, si no se deben recoger datos de medida. Adicionalmente se pueden establecer en la
trayectoria de la luz filtros neutros o polarizadores en estos lugares o también otras posiciones en otra trayectoria de
la luz de excitacidn respecto a la plataforma sensora para variar la intensidad de excitacion por etapas o de forma
continua.

El rayo de luz de excitacion de un laser de helio-ne6n a 632,8 nm se pondera con una Optica de ampliacion de 25
veces sobre un haz de rayos paralelo con seccién transversal en forma de circulo de 25 mm de didmetro. De esto
se selecciona una superficie cuadratica de 10 mm de longitud x 10 mm de anchura (que corresponde con las
designaciones para las estructuras de rejilla) desde la parte central del haz de luz de excitacién y conduce por un
espejo dicroico (650 DRLP, Omega Optical, Brattleborough, VT, EEUU) por la capa 6pticamente transparente (a) a
una matriz de 96 en el centro del haz de luz de excitacién. La plataforma sensora se ajusta al acoplamiento maximo
gue se pueda reconocer en uno del minimo de transmision de luz de excitacion por la plataforma sensora y un
maximo de la suma de luz de excitacion reflejada y dentro de las exactitudes de medida con igual angulo que el de
la reflexién tras acoplamiento en la plataforma sensora de luz de excitacién acoplada de nuevo con la estructura de
rejilla (c) atravesada. El &ngulo de acoplamiento éptimo se puede determinar tanto por control visual como también
informaticamente con las sefiales de fotodiodos posicionados en las salidas de rayos correspondientes con
refuerzos subsiguientes. De este modo se determina como angulo de resonancia para el acoplamiento un angulo
de +3,5°.

i) Deteccion

Como detector de posicionamiento sirve una camara CCD (TE3/A Astrocam, Cambridge, Reino Unido) con
enfriamiento por Peltier (temperatura de operacién -30° C). El registro de las sefiales y focolizacion sobre la
microplaca CCD se realiza con un objetivo Heligon-Tandem ((Rodenstock, Cine-Heligon 2,1/100 mm doble). Entre
las dos mitades del objetivo Heligon-Tandem se encuentran montados sobre un intercambiador de filtro, 2 filtros de
interferencia (Omgega, Brattleborugh, Vermont, EEUU) con longitudes de onda central de 680 nm y 40 nm de ancho
de banda, asi como un filtro neutro (para la transmisién de la luz de excitacién controlada, debilitada y luz de
luminiscencia mucho mas débil de los campos de medida) o un filtro neutro en combinacién con un filtro de
interferencia (para la transmisién de la luz de excitaciéon debilitada, dispersada por los campos de medida). Las
sefiales con las longitudes de onda de excitacion y de luminiscencia se miden de forma alternante. La valoracion de
los datos se realiza mediante software de procesamiento de imagenes adquirido comercialmente (ImagePro Plus).

e) Procedimiento para la deteccion de luminiscencia de la reaccién de hibridacion:

En cada uno de los 96 compartimientos para muestra del dispositivo anteriormente descrito con matrices de ADNc
inmovilizadas se incorporan manualmente o con un robot de laboratorio (por ejemplo Beckman 2000) 30 ul de la
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muestra liquida tratada previamente como en el parrafo “material de muestra”. La placa de 96 pocillos se tapa a
continuacion herméticamente con una cubierta de modo que cada pocillo disponga de un espacio de vapor como
maximo de 100 ul. En una primera etapa térmica (aumento de temperatura hasta 85° C durante 30 minutos) se
deshibridan los ADNc de doble hebra inmovilizados en la superficie (reunidos) y se preparan de este modo para la
hibridacién con el ADNc de hebra Unica marcado con Cy5 disponible en la muestra. Mediante enfriamiento lento
hasta 43° C (aproximadamente 2° C por minuto) y 8 horas de acondicionamiento térmico a 43° C es posible una
hibridacién de ADNc de hebra Unica inmovilizada con las moléculas marcadas con Cy5 complementarias en las
condiciones estrictas indicadas anteriormente (hibridacion sélo de hebras individuales complementarias completas).
Mediante intercambio del liquido de muestra que queda y reduccién hasta temperatura ambiente se puede
estabilizar este estado.

Para la lectura de la matriz en los compartimentos para muestra individuales se usa el dispositivo previamente
descrito en el sistema analitico descrito y se ajusta hasta el acoplamiento maximo de la luz de excitaciéon en la
matriz del primero de los 96 compartimentos para muestra en correspondencia a la descripcion anterior, lo que se
controla con la posicion del intercambiador de filtro para la longitud de onda de excitacion. A continuacion se mide
la intensidad de la luz de fluorescencia de los campos de medida (manchas) de la matriz con posicién del
intercambiador de filtro para la longitud de onda de luminiscencia. La lectura de la matriz en los compartimentos
para muestra adicionales se realiza secuencialmente (respectivamente para un compartimento para muestra con
una matriz de 400 campos de medida discretos uno tras otro), mediante la traslacion del dispositivo hasta la
siguiente posicién para la lectura de las sefiales de luminiscencia desde el siguiente compartimento para muestra.

Ejemplo 2: determinacion del tipo y de la magnitud de la induccion de enzima en toxicologia y metabolismo
del farmaco mediante un procedimiento diferencial rapido y en paralelo basado en micromatrices

En el desarrollo de productos farmacéuticos se llevan a cabo tras aplicacion de xenobiéticos (sustancias quimicas
de efecto bioldgico y/o farmacoldgico) en animales de ensayo y en humanos estudios del metabolismo de principios
activos y estudios toxicologiicos. A este respecto se estudian entre otros en el “First Path Metabolismus” las
primeras reacciones de degradacion metabdlicas en el higado. Frecuentemente se observa tras la administracion
de tales sustancias una “induccion de enzima” es decir una influencia de la concentracién del enzima que participa
en el metabolismo del higado, de forma tipica del grupo de isoenzimas P450 (monooxigenasas funcionales mixtas).
Este cambio influye también en la calidad y en la velocidad de otros metabolismos de tales sustancias. Existe la
necesidad de medir prematuramente en el ensayo de nuevas sustancias farmacol6gicamente activas esta influencia
en el procedimiento de ensayo sobre el plano de ARNm cuantitativamente y con mayor sensibilidad en comparacion
con el metabolismo de organismos no tratados (no inducidos).

Preparacion y aplicacion de elementos de reconocimiento bioldgicos sobre una plataforma sensora de un
dispositivo con 100 campos de medida discretos en 96 compartimentos para muestra

a) Se seleccionan clones de los 20 isoenzimas de citocromo P450 mas importantes descritos en la
bibliografia que juegan un papel en “First Path Metabolismus” en el higado, asi como 5 clones de genes
que de forma tipica no juegan papel alguno en estos procesos, cuyo nivel de expresion se mantiene
constante en el caso ideal y por tanto puede aprovecharse para la estadarizaciéon (los denominados “genes
caseros” como por ejemplo B-actina, GAPDH, tubulina, ubiquitina, fosfolipasa A2, etc.), como elementos de
reconocimiento bioldgicos que se deben inmovilizar sobre la plataforma sensora en campos de medida
discretos.

Al primer grupo de sustancias marcadoras bioldgicas seleccionadas pertenecen entre otros CYP1A1l,
CYP1A2, CYP2B1, CYP2B2, CYP3A1, CYP3A2, CYP4AL.

El material genético requerido se puede adquirir comercialmente en forma de plasmido. La transformacion
y amplificacion de las secuencias génicas en el plasmido en los ADNc correspondientes se realiza
mediante los pares de cebadores correspondientes y genera moléculas de doble hebra (ADNc muestras)
con una longitud entre aproximadamente 300 y 100 pares de bases.

b) Se usa una plataforma sensora con las dimensiones exteriores de 76 mm de anchura x 112 mm de
longitud x 0,7 mm de grosor, sobre cuya superficie se pueden generar mediante combinacién con una
placa de polimetiimetacrilato con cavidades abiertas en la direccion de la plataforma sensora con las
dimensiones interiores de 7 mm de anchura x 7 mm de longitud x 0,15 mm de altura 96 celdas de
microflujo en la reticula de una placa de microtitulos clasica. Mediante anillos de estanqueidad que rodean
las cavidades se cierran de forma estanca las cavidades unas contra otras.

El material sustrato (capa 6pticamente transparente (b) se compone de vidrio AF 45 (indice de refraccion n = 1,52 a
633 nm). En el sustrato se genera mediante iluminacién hologréafica de la capa (b) cubierta con fotolaca proyectada
y a continuacion grabado mediante quimica por via himeda una reticula de pares de lineas de rejilla de
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acoplamiento y desacoplamiento que discurren en paralelo por la anchura de la plataforma sensora (periodo de 360
nm) de 12 +/- 3 nm de profundidad de rejilla, estando las lineas de rejilla remarcadas por toda la anchura de la
plataforma sensora. La distancia entre los pares de rejilla sucesivos es de 9 mm, la longitud de las estructuras de
rejilla individuales (paralelas a la longitud de la plataforma sensora) es de 0,5 mm. La distancia entre la rejilla
acoplada y desacoplada de un par de rejillas es de 5,5 mm, de modo que puede tener lugar un acoplamiento y
desacoplamiento de la luz de excitaciéon respectivamente dentro del la zona del compartimento para muestras, tras
combinacion de la plataforma sensora con la placa de polimetilmetacrilato descrita anteriormente.

La capa 6pticamente transparente (a) guia de ondas de Ta.Os sobre la capa Opticamente transparente (b) se
genera mediante chisporroteo DC soportado por campo magnético reactivo (véase el documento DE-A-4410258) y
presenta un indice de refracciéon de 2,15 a 633 nm (densidad de capa 150 nm). A consecuencia del proceso de
separacion la estructura de rejilla se transmite a la superficie de la capa guia de ondas aproximadamente en
relacion dimensional 1:1, transmitiéndose la estructura de rejilla.

Los compartimentos para muestra formados por la plataforma sensora y las placas de polimetilmetacrilo
combinadas con ella presentan sobre las superficies limite contrapuestas a la plataforma sensora aberturas
realizadas conicamente, de modo que se puede realizar un llenado o vaciado de los compartimentos para muestra
mediante introduccién a presion desde pipetas adquiridas comercialmente convencionales de polipropileno.

Para la preparacion de la inmovilizacion de elementos de reconocimiento bioquimicos o biolégicos o sintéticos se
purifica las plataformas sensoras con cloroformo en el equipo de ultrasonidos y se activa quimicamente mediante
una reaccion de silanizacion con glicidiloxipropiltrimetoxisilano y se prepara de este modo para la inmovilizacion de
la muestra de ADNc como elemento de reconocimiento biolégico. Los ADNc individuales se aplican en una
concentracion de 50 ng/ul mediante una micropipeta de control piezométrico comercial (GeSim GmbH,
GroRerkmannsdorf, DE) respectivamente con 10 gotas en 0,1 nl en un punto, lo que conduce a diametros de
mancha como campos de medida discretos de aproximadamente 150 pum. En una disposicién de mancha de 10 x
10 (dispositivo de 100 matrices) se generan respectivamente 4 campos de medida con igual ADNc, de modo que al
final del proceso de inmovilizacion se conoce la posicién fijada mediante un algoritmo estadistico de 25 ADNc
distintos que sirven como elementos de reconocimiento, predefiniéndose no obstante estadisticamente. Las
manchas presentan una distancia de los puntos medios de mancha de 400 pum y ocupan una superficie de 4 x 4 mm
sobre la plataforma sensora. Mediante tratamiento térmico — calentamiento a 60° C durante 30 minutos se puede
optimizar la inmovilizacion.

Sobre la plataforma sensora asi preparada se aplica la placa de polimetilmetacrilato descrita de modo que los
compartimentos para muestra individuales se cierra de forma estanca unos contra otros mediante las juntas
circundantes y las matrices se disponen centralmente en el fondo de los compartimentos para muestra
respectivamente en 100 campos de media formados por las manchas.

c) Material para muestra:
i) ARNm de animales de ensayo no inducidos (no tratados con xenobioticos)

Se congelan por choque aproximadamente 250 mg de higado de ratones sacrificados con nitrogeno liquido, se
trituran en el mortero y se desengrasan con cloroformo. A continuacion se aisla “ARN completo” mediante una
extraccion con fenol/cloroformo convencional. Mediante una columna Oligotex Spin (Qiagen) se aisla el ARNm de la
fraccion de ARN completo. Mediante un procedimiento de transcriptasa inversa (por ejemplo, Life Technologies) en
presencia de una nucleobase marcada con Cy5 (Pharmacia Amersham) (Cy5-dUTP) se transforman todos los tipos
de ARNm en moléculas de ADNc marcadas con fluorescencia. El material asi obtenido se recoge en tampén de
hibridacion de modo que presente una concentracion total de 10 ng/pl maxima como muestra liquida.

i) ARNm de animales de ensayo inducidos (tratados con xenobiéticos siendo adecuado por ejemplo como
inductor de ensayo fenobarbital)

La ejecucién se realiza de forma analoga a como se describe previamente en el ejemplo 2.c.i), con la Unica
diferencia de que se realiza el marcado de fluorescencia con Cy3 (Pharmacia Amerhsam) en lugar de Cy5.

iii) Se mezcla ARNm marcado de los preparados i) e ii) en relacién 1:1
d) Sistema analitico

Sistema Optico

i) Unidad de excitacion

La plataforma sensora estd montada sobre una unidad de ajuste asistida informaticamente, que permite la

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2367551713

traslacion en paralelo o vertical respecto a las lineas de rejilla asi como una rotacion del eje de giro en paralelo
respecto a las lineas de rejilla y por el centro de gravedad de la mancha de luz de excitacién que aparece sobre la
estructura de rejilla (1) para el acoplamiento en la plataforma sensora citada en el ejemplo 2b). Inmediatamente tras
el laser usado como fuente de luz de excitacion se encuentra en la trayectoria de la luz un diafragma, para bloquear
la trayectoria de la luz, si no se deben recoger datos de medida. Adicionalmente se pueden establecer en la
trayectoria de la luz filtros neutros o polarizadores en estos lugares o también otras posiciones en otra trayectoria de
la luz de excitacidn respecto a la plataforma sensora para variar la intensidad de excitacion por etapas o de forma
continua.

El rayo de luz de excitacién de un laser de helio-nedn (2 mW) se amplia con una combinacién de lentes, con uso de
una lente cilindrica, en un rayo de luz en forma de ranura (paralelo a las lineas de rejilla de la plataforma sensora).
Las regiones periféricas superior e inferior de la luz de excitacién ligeramente divergente paralela a las lineas de
rejilla, pero paralela a la proyeccion vertical de la misma, se ocultan con una ranura. El haz de luz resultante con
seccion transversal en forma de ranura sobre la estructura de rejilla se conduce sobre el canto derecho de la rejilla
de acoplamiento en uno de los compartimentos para muestra. La mancha de luz de excitacién presenta un tamafio
de aproximadamente 0,8 mm de longitud x 4 mm de anchura. La plataforma sensora se ajusta al acoplamiento
maximo, lo que se puede reconocer a intensidad maxima de la luz dispersada que se irradia a lo largo de la luz de
excitacién conducida en modo acoplado mediante dispersion. Este m&ximo se puede determinar tanto por
determinacion visual como también por representacion de la luz dispersa recogida con el sistema de representacion
a lo largo del modo de excitacion sobre un detector optoelectronico, por ejemplo con los pixeles de una camara
CCD como ejemplo de un detector de posicionamiento o de un fotodiodo como ejemplo de un detector no de
posicionamiento. En las mismas condiciones de acoplamiento se mide una sefial maxima para la luz de excitacion
transmitida en la guia de ondas desacoplada en la rejilla de desacoplamiento. Como angulo de resonancia para el
acoplamiento se determina un angulo de +3,8°.

Como segunda fuente de luz de excitacion se usa un laser de helio-neén verde con emision a 543 nm. Mediante un
espejo que se puede plegar tanto manualmente como también mediante motor entre posiciones fijas, se puede
conducir el rayo de excitacion en el mismo curso del rayo que el rayo laser de helio-nedn rojo descrito previamente
(633 nm), bloqueandose al mismo tiempo el paso del rayo del laser rojo.

El establecimiento del &ngulo de resonancia para el acoplamiento se hace de igual modo a lo descrito
anteriormente, determinandose un valor de +15°.

i) Deteccion

Como detector de posicionamiento sirve una camara CCD (TE3/A Astrocam, Cambridge, Reino Unido) con
enfriamiento por Peltier (temperatura de operacion -30° C). El registro de las sefiales y focolizacion sobre la
microplaca CCD se realiza con un objetivo Heligon-Tandem ((Rodenstock, Cine-Heligon 2,1/100 mm doble). Entre
las dos mitades del objetivo Heligon-Tandem se encuentran montados sobre un intercambiador de filtro, 2 filtros de
interferencia (Omgega, Brattleborugh, Vermont, EEUU) con longitudes de onda central de 680 nm y 40 nm de ancho
de banda, asi como un filtro neutro (para la transmision de la luz de excitacion controlada, debilitada y luz de
luminiscencia mucho més débil de los campos de medida) o un filtro neutro en combinacién con un filtro de
interferencia (para la transmision de la luz de excitacion debilitada, dispersada por los campos de medida). Las
sefiales con las longitudes de onda de excitacion y de luminiscencia se miden de forma alternante. La valoracion de
los datos se realiza mediante software de procesamiento de imagenes adquirido comercialmente (ImagePro Plus).

e) Procedimiento para la deteccién de luminiscencia de la reaccién de hibridacién:

Se rellena individualmente cualquiera de las 96 celdas de microflujo con ayuda del robot de laboratorio con material
biolégico tratado segun el procedimiento indicado anteriormente. En una primera etapa térmica (aumento de
temperatura hasta 85° C durante 30 minutos) se deshibridan los ADNc de doble hebra inmovilizados en la superficie
(reunidos) y se preparan de este modo para la hibridacién con el ADNc de hebra Ginica marcado con Cy5 o bien Cy3
disponible en la muestra. Mediante enfriamiento lento hasta 43° C (aproximadamente 2° C por minuto) y 8 horas de
acondicionamiento térmico a 43° C es posible una hibridacion de ADNc de hebra Gnica inmovilizada con las
moléculas marcadas con Cy5 o bien Cy3 complementarias en las condiciones estrictas indicadas anteriormente
(hibridacion sélo de hebras individuales complementarias completas), sin embargo sin preferencia cinética o
termodindmica de las distintas moléculas marcadas. En una etapa adicional se reemplaza con ayuda del robot de
laboratorio el liquido sobrenadante por tampon de hibridacion puro, para separar el material excitable para la
fluorescencia asi como el material no especifico unido a la superficie. Tras la medida de luminiscencia se puede
alimentar para la regeneracion con ayuda del robot de laboratorio soluciéon de urea 2 molar como reactivo caétropo.
Un aumento de la temperatura hasta los 80° C completa este proceso. Tras lavado adicional con tamp6n fosfato 10
mM y reequilibrado con tampén de hibridacién puro se puede reutilizar el sistema fluido/matriz.

Para la lectura de la matriz en los compartimentos para muestra individuales se usa el dispositivo previamente
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descrito en el sistema analitico descrito y se ajusta hasta el acoplamiento maximo de la luz de excitacién (en primer
lugar para 633 nm) en la matriz del primero de los 96 compartimentos para muestra en correspondencia a la
descripcion anterior, lo que se controla con la posicion del intercambiador de filtro para la longitud de onda de
excitacién. A continuacién se mide la intensidad de la luz de fluorescencia de los campos de medida (manchas) de
la matriz con posicién del intercambiador de filtro para la longitud de onda de luminiscencia (en primer lugar con
filtro 680 DF 40, Omega Brattleborough, VT, para Cy5). La lectura de la matriz en los compartimentos para muestra
adicionales se realiza secuencialmente (respectivamente para un compartimento para muestra con una matriz de
100 campos de medida discretos uno tras otro), mediante la traslacion del dispositivo hasta la siguiente posicion
para la lectura de las sefiales de luminiscencia desde el siguiente compartimento para muestra.

A continuacion se retorna el dispositivo a la posicion de acoplamiento para la matriz en el primer compartimento
para muestra y se fija tras despliegue del espejo a acoplamiento maximo para la luz de excitacion verde (543 nm). A
continuacion se mide la intensidad de la luz de fluorescencia desde los campos de medida (manchas) de la matriz
con posicion del intercambiador de filtro para la longitud de onda de luminiscencia de onda corta (con filtro 580 DF
40, Omega Brattleborough, VT, EEUU, para Cy3). La lectura de la matriz en los compartimentos para muestra
adicionales se realiza secuencialmente (respectivamente para un compartimento para muestra con una matriz de
100 campos de medida discretos uno tras otro), mediante la traslacion del dispositivo hasta la siguiente posicion
para la lectura de las sefiales de luminiscencia desde el siguiente compartimento para muestra.

Ejemplo 3: dispositivo y procedimiento para la determinaciéon cuantitativa simultdnea de varias proteinas
marcadoras de citoquina en una y varias muestras de analisis (placa multi-citoquina)

a) Como dispositivo sirve una plataforma sensora cuadratica con las dimensiones exteriores de 101,6 mm x 101,6
mm (4 pulgadas x 4 pulgadas) x 0,7 mm de grosor, unida con una capa de PDMS de 5 mm de espesor
(polidimetilsilicona, Sylgard 184 Silicon Elastomer Kit de Dow Corning), en las cavidades abiertas, redondas,
respectivamente de 7 mm de didmetro, a una distancia (centro a centro) de 9 mm, para los compartimentos para
muestras para la recepcion del volumen de andlisis (de 10 a 100 pl). Las cavidades estan organizadas en forma de
11 filas y 11 columnas en la capa (total 121 pocillos). Para la supresion de luz dispersa se tinté el material
polimérico con pigmento oscuro.

El material sustrato de la plataforma sensora (capa Opticamente transparente (b)) se compone de vidrio AF 45
(indice de refraccion n = 1,52 a 633 nm). En el sustrato se genera mediante iluminacion hologréafica de la capa (b)
cubierta con fotolaca proyectada y a continuacion se graba quimicamente por via humeda una estructura
ininterrumpida de una rejilla en relieve de superficie de un periodo de 360 nm y de una profundidad de 25 +/- 5 nm,
con orientacién de las lineas de rejilla en paralelo respecto al canto de la plataforma sensora. La capa épticamente
transparente (a) guia de ondas de Ta,Os se genera sobre la capa Opticamente transparente (b) mediante
chisporroteo DC soportado por campo magnético reactivo (véase el documento DE-A-4410258) y presenta un
indice de refraccién de 2,15 a 633 nm (grosor de capa 150 nm). Las profundidades de rejilla sobre la capa guia de
ondas en las que se transmite la estructura de rejilla a consecuencia del proceso de separacion alcanza
aproximadamente en dimension la relacion 1:1.

La superficie de la plataforma sensora se limpia con accién de un plasma de oxigeno para eliminar la
contaminacién organica. A continuacion se aplica una capa de adhesivo constituida por una monocapa de fosfato
de monooctadecilo mediante un proceso de autoorganizacion (auto-ensamblaje) sobre la superficie guia de ondas
hidrofila. Esta modificacion de la superficie conduce a una superficie muy hidréfoba (angulo de contacto 100° a 110°
respecto al agua). El proceso de modificacion de la superficie se describié en la bibliografia con mayor detalle (D.
Brovelli y col., Langmuir 15 (1999) 4324-4327).

Sobre la superficie hidréfoba de la plataforma sensora provista con la capa adhesiva se aplican 121 matrices (en 11
filas x 11 columnas) de 25 manchas cada una, por su parte en una disposicion respectivamente de 5 filas x 5
columnas con distintos anticuerpos como elementos de reconocimiento biol6gicos para el reconocimiento y union
de proteinas marcadoras de citoquina con un ploter de chorro de tinta, modelo NP1C (compafiia GeSiM mbH,
Grosserkmannsdorf, DE).

c) Los anticuerpos se aplican en una concentracion de 100 pg/ml en solucion salina tamponada con fosfato
(pH 7,4) con una proporcion de azucar (trehalosa al 0,1%), se incuban en estado liquido durante 2 a 3
horas en atmoésfera de vapor de agua saturado, a continuacion se lavan y se burbujea en seco con
nitrégeno. El didmetro de la mancha, con una distancia de 1 mm (centro a centro), es en promedio 0,5 mm.
Se usan cinco anticuerpos distintos para el reconocimiento de citoquinas, es especial de distintas
interleuquinas en las 5 filas respectivas de una matriz individual. Para obtener cualquier medida individual
por muestra alimentada asi como los datos para la reproducibilidad estadistica del ensayo, se generan por
matriz respectivamente 5 campos de medida con iguales anticuerpos de interleuquina como elementos de
reconocimiento bioldgico. A este respecto se comprueba la posicion del campo de medida con el
anticuerpo de interleuquina respectivo como elemento de reconocimiento biolégico mediante un algoritmo
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estadistico de modo que al final del proceso de inmovilizacion se conoce las posiciones de 5 interleuquinas
distintas en la matriz de 25 manchas, predefiniéndose no obstante estadisticamente. Con ello se puede
conseguir en el procedimiento de deteccion siguiente un ahorro significativo en tiempo de analisis y
cantidad de muestra consumida en comparacién con los procedimientos de deteccion conocidos descritos
(por ejemplo, ELISA), que implican para la determinacién de la reproducibilidad del ensayo por lo general
una pluralidad de medidas individuales en compartimentos para muestra discretos y debido a la gran
cantidad necesaria de medidas individuales también varias placas de microtitulos.

La superficie no cubierta con proteina que queda se bloquea con 10 mg/ml de albimina de suero (tiempo
de incubacion 10 minutos), para la eliminacion de la union especifica de anticuerpos secundarios en el
procedimiento de deteccion posterior. Tras aplicacion de anticuerpos siguiente se une la capa de PDMS
con la plataforma sensora preparada, de modo que se encuentra respectivamente una matriz entro de las
121 cavidades de la capa de PDMS.

¢) Sistema analitico
Sistema 6ptico
i) Unidad de excitacion

La plataforma sensora estd montada sobre una unidad de ajuste asistida informaticamente, que permite la
traslacion en paralelo o vertical respecto a las lineas de rejilla asi como una rotacion del eje de giro en paralelo
respecto a las lineas de rejilla y por el centro de gravedad de la mancha de luz de excitacion que aparece sobre la
estructura de rejilla (1) para el acoplamiento en la plataforma sensora citada en el ejemplo 3a). Inmediatamente tras
el laser usado como fuente de luz de excitacion se encuentra en la trayectoria de la luz un diafragma, para bloquear
la trayectoria de la luz, si no se deben recoger datos de medida. Adicionalmente se pueden establecer en la
trayectoria de la luz filtros neutros o polarizadores en estos lugares o también otras posiciones en otra trayectoria de
la luz de excitacion respecto a la plataforma sensora para variar la intensidad de excitacion por etapas o de forma
continua.

El rayo de luz de excitacién de un laser de helio-ne6n a 632,8 nm se pondera con una oOptica de ampliacién de 25
veces sobre un haz de rayos paralelo con seccion transversal en forma de circulo de 25 mm de didmetro. De esto
se selecciona una superficie cuadratica de 10 mm de longitud x 16 mm de ancho (que corresponde con las
designaciones para las estructuras de rejilla) desde la parte central del haz de luz de excitacién y conduce por un
espejo dicroico (650 DRLP, Omega Optical, Brattleborough, VT, EEUU) por la capa 6pticamente transparente (a) a
un grupo de 4 a 121 matrices en el centro del haz de luz de excitacion. La plataforma sensora se ajusta al
acoplamiento maximo que se pueda reconocer en uno del minimo de transmisién de luz de excitacién por la
plataforma sensora y un maximo de la suma de luz de excitacion reflejada y dentro de las exactitudes de medida
con igual angulo que el de la reflexion tras acoplamiento en la plataforma sensora de luz de excitacién acoplada de
nuevo por la estructura de rejilla (c) que atraviesa. El angulo de acoplamiento 6ptimo se puede determinar tanto por
control visual como también informéaticamente con las sefiales de fotodiodos posicionados en las salidas de rayos
correspondientes con refuerzos subsiguientes. De este modo se determina como angulo de resonancia para el
acoplamiento un angulo de +3,5°.

ii) Deteccion

Como detector de posicionamiento sirve una camara CCD (TE3/A Astrocam, Cambridge, Reino Unido) con
enfriamiento por Peltier (temperatura de operacion -30° C). El registro de las sefiales y focolizacion sobre la
microplaca CCD se realiza con un objetivo Heligon-Tandem ((Rodenstock, Cine-Heligon 2,1/100 mm doble). Entre
las dos mitades del objetivo Heligon-Tandem se encuentran montados sobre un intercambiador de filtro, 2 filtros de
interferencia (Omgega, Brattleborugh, Vermont, EEUU) con longitudes de onda central de 680 nm y 40 nm de ancho
de banda, asi como un filtro neutro (para la transmisién de la luz de excitacion controlada, debilitada y luz de
luminiscencia mucho mas débil de los campos de medida) o un filtro neutro en combinacién con un filtro de
interferencia (para la transmision de la luz de excitacion debilitada, dispersada por los campos de medida). Las
sefiales con las longitudes de onda de excitacion y de luminiscencia se miden de forma alternante. La valoracion de
los datos se realiza mediante software de procesamiento de imagenes adquirido comercialmente (ImagePro Plus).

d) Procedimiento de deteccion

Para el reconocimiento especifico de citoquinas que se van a detectar se selecciona el formato de un ensayo
sandwich. Para la citoquinas seleccionadas (interleuquinas IL#1 a 11#5) se preparan respectivamente 11
soluciones de calibracion en solucién salina tamponada con fosfato con una adicion de albimina de suero al 0,1% y
Tween 20 al 0,05% (cantidades de interleuquina 0, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 300 pg/ml). Adicionalmente se
preparan 11 soluciones de calibracion mixtas de todas las 5 interleuquinas, que contienen cada una de las 5
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interleuquinas en igual concentracion, asi como mediante un procedimiento aleatorio 55 soluciones de muestra, que
contienen concentraciones desconocidas de las interleuquinas. Luego se preincuban las soluciones de
concentracion individuales con los anticuerpos de interleuquina secundarios biotinilados especificos
correspondientes (respectivamente 200 picomolar) durante una hora. En correspondencia se preincuban las
soluciones de calibracion mixtas asi como las soluciones de muestra con una mezcla de 5 anticuerpos de anti-
interleuquina biotinilados secundarios (respectivamente 200 picomolar) igualmente durante una hora.

Luego se rellenan 50 pl de las soluciones de calibracion individuales en cada una de las primeras 5 filas de
compartimentos para muestra sobre la plataforma sensora, de modo que en la etapa de deteccion de fluorescencia
siguiente con cualquier fila se pueda generar una curva de calibracion individual (curva de dosis-respuesta) por
interleuquina. En la sexta fila de 11 compartimentos para muestra se rellenan en cada uno 50 pl de las soluciones
de calibracion mixtas para generar posteriormente curvas de calibracidon correspondientes en presencia de las
mezclas de analito. Las 55 soluciones de muestra se reparten correspondientemente en las 5 filas restantes de
compartimentos para muestras. El tiempo de incubacién con todas las 121 soluciones de medida es de 30 minutos.
A continuacion se lavan los compartimentos para muestra con tampon (solucion salina tamponada con fosfato con
una adicién de albumina de suero al 0,1% y Tween 20 al 0,05%. En la etapa de deteccion de fluorescencia
subsiguiente se rellena en cada compartimento para muestra 50 pl de Cy5-estreptavidina 1 nanomolar (Amersham-
Pharmacia) en solucion tampén (solucién salina tamponada con fosfato con una adicion de albumina de suero al
0,1% y Tween 20 al 0,05%) y después de un tiempo adicional de incubacion de 15 minutos se miden las sefiales de
fluorescencia de cada uno de los campos de medida en las 121 matrices.

Para la lectura de la matriz en los compartimentos para muestra individuales se usa el dispositivo previamente
descrito en el sistema analitico descrito y se ajusta hasta el acoplamiento maximo de la luz de excitacion en las
matrices de los primeros 4 de los 121 compartimentos para muestra en correspondencia a la descripcion anterior, lo
que se controla con la posicion del intercambiador de filtro para la longitud de onda de excitacion. A continuacion se
mide la intensidad de la luz de fluorescencia de los campos de medida (manchas) de la matriz con posicion del
intercambiador de filtro para la longitud de onda de luminiscencia. La lectura de la matriz en los compartimentos
para muestra adicionales se realiza secuencialmente (respectivamente para un grupo de 4 compartimentos para
muestra con matrices respectivamente de 25 campos de medida discretos uno tras otro), mediante la traslacién del
dispositivo hasta la siguiente posicion para la lectura de las sefales de luminiscencia desde el siguiente
compartimento para muestra.
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REIVINDICACIONES

1.- Dispositivo que comprende una guia de ondas Optica, plana, como componente de una plataforma sensora y una
capa (g) en contacto con la plataforma sensora directamente o mediante un medio de sellado, de sellado estanco
directamente o de sellado estanco mediante un medio de sellado, con una pluralidad de cavidades abiertas al menos
hacia el lateral de la plataforma sensora, que forman una pluralidad de compartimentos de muestra en una disposicién
en dos dimensiones, presentando cada compartimiento de muestra una zona de guia de ondas, en un compartimento
de muestra individual se inmovilizan elementos de reconocimiento bioquimicos o biolégicos distintos para el
reconocimiento especifico y unién de distintos analitos en campos de medida discretos (d) y estos campos de medida
se encuentran en interaccion Optica con la luz de excitacién de la guia de ondas 6ptica, como componente de una
plataforma sensora, que forma una demarcacion de dichos compartimentos de muestra, pudiendo clarificarse en los
compartimientos de muestra liquidos de muestra o liquidos de reactivos alimentados y a continuacién pueden
alimentarse a los mismos compartimentos de muestra citados otros liquidos de muestra o liquidos reactivos, dado el
caso sin etapa de lavado, estando integrados cinco 0 mas campos de medida discretos (d) en dos dimensiones en el
compartimiento de muestra y estando dispuestos en el campo conductor de ondas.

2. Dispositivo segun la reivindicacién 1, caracterizado porque los campos de medida se usan para la referenciacion
de los mismos parametros quimicos u 6pticos en varios compartimentos de muestra distribuidos por la plataforma
sensora, de modo que se puede determinar la distribucién local de los citados parametros quimicos u 6pticos sobre la
plataforma sensora.

3. Dispositivo segin una de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque la guia de ondas éptica como
componente de la plataforma sensora es una guia de ondas Optica con una primera capa Opticamente transparente (a)
sobre una segunda capa Opticamente transparente (b) con indice de refraccién menor que la capa (a).

4. Dispositivo segun la reivindicacion 3, caracterizado porque para la inmovilizacion de elementos de reconocimiento
bioldgicos o bioquimicos o sintéticos se aplica sobre la capa 6pticamente transparente (a) una capa que promueve la
adhesion (f).

5. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 3 a 4, caracterizado porque se realiza el acoplamiento de luz de
excitacion en los campos de medida (d) con ayuda de una o varias estructuras de rejilla (c), que estan formadas en la
capa Opticamente transparente (a).

6. Dispositivo segiin una de las reivindicaciones 3 a 5, caracterizado porque se realiza el acoplamiento de luz guiada
en la capa Opticamente transparente (a) con ayuda de estructuras de rejilla (c’), que esta formadas en la capa
Opticamente transparente (a).

7. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 3 a 6, caracterizado porque entre la capa 6pticamente transparente
(@) y los elementos de reconocimiento biolégicos o bioquimicos o sintéticos inmovilizados esta dispuesta un capa de
metal fina, preferiblemente de oro o plata, dado el caso sobre una capa dieléctrica adicional con indice de refraccién
menor que la capa (a), por ejemplo de silice o de fluoruro de magnesio, seleccionandose el espesor de la capa de
metal y de la capa intermedia eventualmente adicional de modo que se pueda excitar un plasmon de superficie con la
longitud de ondas de excitacion y/o de longitud de onda de luminiscencia.

8. Dispositivo segln una de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado porque las estructuras de rejilla (c) y dado el
caso estructuras de rejilla (c’) presentes adicionalmente se encuentran fuera de la zona de los compartimentos de
muestra.

9. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 5 a 7, caracterizado porque las estructuras de rejilla (c) y dado el
caso estructuras de rejilla (¢’) presentes adicionalmente se extiende por la zona de varios o todos los compartimentos
de muestra.

10. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque el material de la capa (g) de sellado
estanco que se encuentra en contacto con la plataforma sensora en la superficie soporte respecto a la plataforma
sensora es transparente al menos en la profundidad de penetracion del campo evanescente tanto para la radiacion de
excitacién como también para la radiacion de luminiscencia de excitacion.

11. Dispositivo segun la reivindicacion 10, caracterizado porque la capa (g) se encuentra presente como dos capas,
en las que la primera capa se pone en contacto con la superficie de la plataforma sensora, siendo transparente tanto
para la radiacion de excitacion como también para la radiacion de luminiscencia excitada, mientras que la capa que se
encuentra a continuacion a distancia de la plataforma sensora es absorbente en el campo espectral de la radiacién de
excitacion y de la radiacion de luminiscencia excitada.

12. Dispositivo segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el material de la capa (g) de sellado en profundidad
que se encuentra en contacto con la plataforma sensora es absorbente en la regiéon espectral de la radiacion de
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excitacion y de la radiacién de luminiscencia excitada.

13. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado porque el material de la capa (g) de sellado
estanco que se encuentra en contacto con la plataforma sensora es autoadherente en la plataforma sensora.

14. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 13, caracterizado porque el material de la capa (g) de sellado
estanco que se encuentra en contacto con la plataforma sensora se compone de un polisiloxano.

15. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 14, caracterizado porque en un compartimento de muestra se
encuentran 5-1000, preferiblemente 10-400 campos de medida.

16. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado porque un campo de medida individual en un
compartimento de muestra ocupa una superficie de 0,001 a 6 mm?, presentando los campos de medida igual o distinto
tamafio.

17. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 16, caracterizado porque los compartimentos de muestra
presentan respectivamente un volumen de 100 nla 1 ml.

18. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 17 caracterizado porque los compartimentos de muestra se
encuentran cerrados por el lateral opuesto a la capa épticamente transparente (a), con excepcion de aberturas de
entrada y/o salida para la alimentacion o la salida de muestras y dado el caso reactivos adicionales, y la alimentacion o
la salida de muestras y dado el caso reactivos adicionales en un sistema de flujo cerrado, donde en el caso de que la
alimentaciéon de liquido se realice en varios campos de medida o segmentos con aberturas de entrada y salida
conjuntas estos se dirigen preferiblemente a modo de columnas o en filas.

19. Dispositivo segliin una de las reivindicaciones 1 a 18, caracterizado porque la alimentacion de las muestras y dado
el caso de reactivos adicionales se realiza en microcanales paralelos o cruzados, bajo la accion de diferencias de
presidn o por potenciales eléctricos o electromagnéticos.

20. Dispositivo segn una de las reivindicaciones 1 a 19, caracterizado porque los compartimentos de muestra
presentan aberturas para el suministro o eliminacion dirigido localmente de las muestras u otros reactivos en el lateral
opuesto a la capa Opticamente transparente (a).

21. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 20, caracterizado porque estan previstos compartimentos para
los reactivos que se humedecen y se ponen en contacto con los campos de medida durante el procedimiento para la
deteccion de analito.

22. Dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 21, caracterizado porque sobre la plataforma sensora se aplican
marcados reconocibles éptica 0 mecanicamente para facilitar el ajuste en un sistema Optico y/o para la unién con la
capa (g) que contiene los recesos para los compartimentos de muestra.

23. Sistema analitico para la determinacién de una o varias luminiscencias con
- al menos una fuente de luz de excitacién
- un dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 22,

- al menos un detector para el registro de al menos uno o varios campos de medida (d) sobre la luz que sale de la
plataforma sensora.

24. Sistema analitico segun la reivindicacién 23 con un dispositivo segin una de las reivindicaciones 1 a 23,
caracterizado porque la luz de excitacién que sale de al menos una fuente de luz es coherente y se irradia con el
angulo de resonancia para el acoplamiento en la capa opticamente transparente (a) sobre uno o varios campos de
medida.

25. Sistema analitico segun la reivindicacion 24, caracterizado porque como fuentes de luz de excitacién se usan dos
0 mas fuentes de luz coherentes con igual o diferentes longitudes de onda de emision.

26. Sistema analitico segn una de las reivindicaciones 23 a 25, caracterizado porque para la deteccién se usa al
menos un detector de resolucién espacial.

27. Sistema analitico segun una de las reivindicaciones 23 a 26, caracterizado porque entre una o mas fuentes de luz
de excitacion y la plataforma sensora y/o entre la plataforma sensora citada y el o los detectores se usan componentes
opticos del grupo que comprende lentes o sistemas de lentes para la conformacion de los haces de luz transmitidos,
espejos planos o curvados para la desviacién y dado el caso adicionalmente conformacién de haces de luz, prismas
para la derivacion y dado el caso para la distribucion espectral de haces de luz, espejos dicroicos para la derivacion
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selectiva espectral de partes de los haces de luz, filtros neutros para la regulacion de intensidad de luz transmitida,
filtros Opticos 0 monocromadores para la transmision selectiva espectral de partes de haces de luz o elementos
selectivos para polarizacion para la seleccion de direcciones de polarizacion discretas de la luz de excitacién o
luminiscencia.

28. Sistema analitico segin una de las reivindicaciones 23 a 27, caracterizado porque la irradiacion de la luz de
excitacion y deteccién de la luz de emision se realizan a partir de uno o mas campos de medida secuencialmente para
compartimentos de muestra individuales o multiples.

29. Sistema analitico segun la reivindicacion 28, caracterizado porque se realiza la excitacion secuencial y deteccion
utilizando componentes moviles 6pticos que se forma del grupo de espejos, prismas de derivacion y espejos dicroicos.

30. Sistema analitico segun la reivindicacion 29, caracterizado porque se realiza la excitacion secuencial y deteccion
con uso de un escaner esencialmente de control del angulo y foco.

31. Procedimiento para la deteccién por luminiscencia de uno o varios analitos en una o varias muestras en al menos
cinco o0 mas campos de medida separados especialmente por medio de un dispositivo 0 un sistema analitico segun
una de las reivindicaciones precedentes 1 a 30, caracterizado ademas porque se suministra a los compartimentos de
muestra liquidos de muestra, se conduce luz de excitacion a los campos de medida, excitando de este modo
sustancias que pueden emitir luminiscencia en las muestras o sobre los campos de medida para la luminiscencia y
midiendo la luminiscencia emitida.

32. Procedimiento segin la reivindicacion 31 con un dispositivo segin una de las reivindicaciones 1 a 23,
caracterizado porque se miden simultaneamente (1) la luminiscencia emitida isotropicamente o (2) la luminiscencia
acoplada en la capa Opticamente transparente (a) y desacoplada con la estructura de rejilla (c) o luminiscencias de
ambas partes (1) y (2).

33. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 31 a 32, caracterizado porque para la generacion de
luminiscencia se usa un colorante de luminiscencia o nanoparticulas luminiscentes como etiqueta de luminiscencia,
gue se puede excitar y emitir con una longitud de onda entre 300 nm y 1100 nm.

34. Procedimiento segun la reivindicacion 33, caracterizado porque la etiqueta de luminiscencia en los analitos o en
un ensayo competitivo esta unida a un analogo del analito o a un ensayo multiple en una pareja de unién de elementos
de reconocimiento bioldgicos o bioquimicos o sintéticos o0 en los elementos de reconocimiento biolégicos o bioquimicos
o sintéticos.

35. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 33 a 34, caracterizado porque se usan una segunda o mas
etiquetas de luminiscencia con longitudes de onda de excitacion iguales o diferentes a la primera etiqueta de
luminiscencia y longitudes de onda de emision iguales o diferentes.

36. Procedimiento segun la reivindicacion 35, caracterizado porque se puede excitar la segunda o incluso posterior
etiqueta de luminiscencia en la misma longitud de onda que el primer colorante de luminiscencia, pero que emiten con
otras longitudes de onda.

37. Procedimiento segun la reivindicacion 35, caracterizado porque los espectros de excitacion y espectros de
emision de los colorantes de luminiscencia usados s6lo se solapan minimamente o casi nada.

38. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 31 a 37, caracterizado porque ademas de la determinacion de
una o mas luminiscencias, se determinan cambios del indice de refraccion efectivo en los campos de medida.

39. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 31 a 38, caracterizado porque se llevan a cabo con polarizacion
selectiva una o varias luminiscencias y/o determinaciones de sefiales de luz en las longitudes de onda de excitacion.

40. Procedimiento segun la reivindicacién 39, caracterizado porque se miden una o varias luminiscencias con otra
polarizacion distinta de la de la luz de excitacion.

41. Uso del dispositivo segun una de las reivindicaciones 1 a 22 o del sistema analitico segun una de las
reivindicaciones 23 a 30, para el andlisis cuantitativo o cualitativo para la determinaciéon de analitos quimicos,
bioguimicos o bioldgicos en procedimientos de cribado en la investigacién de farmacos, la quimica combinatoria,
desarrollo clinico y preclinico, para estudios de union a tiempo real y para la determinacién de parametros cinéticos en
cribado por afinidad y en la investigacion, para determinaciones de analito cualitativas y cuantitativas, de forma
particular para la analitica de ADN y ARN y la determinacion de diferencias genémicas o proteémicas en el genoma,
como por ejemplo polimorfismo de nucleétidos individuales, para la medida de efectos metabdlicos de ADN en
proteina, para la determinacion de mecanismos de control para la expresion de ARNm y para la (bio)sintesis de
proteinas, para la generacion de estudios de toxicidad asi como para la determinacion de perfiles de expresion, de
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forma particular para la determinacién de marcadores biolégicos y quimicos, como ARNm, proteinas, péptidos o
sustancias (mensajeras) organicas de bajo peso molecular, asi como para la detecciéon de anticuerpos, antigenos,
patdégenos o bacterias en la investigacion y desarrollo de productos farmacéuticos, de diagnéstico humano y
veterinario, de la investigacion y desarrollo de productos agroquimicos, de diagnostico de plantas sintomatico y
presintomatico, para la estratificacién de pacientes en el desarrollo de productos farmacéuticos y para la seleccion de
medicamentos terapéuticos, para la deteccion de patdgenos, sustancias dafiinas y agentes patdgenos, de forma
particular de salmonela, priones, virus y bacterias, de forma particular en analitica de alimentos y ambientales.
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Figura 1
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