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DESCRIPCION
Mascara para depositar y extender reactivos sobre un soporte de andlisis.

La invencion tiene por objeto una mascara para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte de
andlisis, en particular un soporte de electroforesis, por ejemplo, un gel de agarosa.

La invencion se puede utilizar, por ejemplo, en el campo de la deteccién y de la caracterizacién de constituyentes
presentes en una muestra biolégica, en particular un liquido biolégico tal como suero, orina, liquido cefalorraquideo.
En particular, esta deteccion se puede realizar a continuacion de la separacién de dichos constituyentes a partir de
la muestra biolégica, por ejemplo mediante la técnica de electroforesis. La deteccién se puede realizar entonces en
particular mediante las técnicas conocidas de inmunofijacién que requieren la puesta en contacto y la incubacion de
reactivos con los constituyentes separados de la muestra, para permitir una reaccion de reconocimiento
inmunolégico de los constituyentes separados de la muestra biolégica con los reactivos, en zonas determinadas de
un soporte de analisis.

La invencion se puede utilizar ventajosamente para analisis de rutina, practicados en particular en el marco de los
andlisis clinicos.

La invencidn tiene asimismo por objeto una mascara, destinada a depositar y extender uno o varios reactivos sobre
un soporte de andlisis, asociada en un dispositivo a unos medios de posicionamiento, que permiten el
posicionamiento de la mascara con respecto al soporte de analisis, en la proximidad de dicho soporte, cuando se
utiliza la mascara para depositar y extender los reactivos.

Estos medios de posicionamiento también pueden estar asociados a unos medios de guiado, o pueden comprender
unos medios de guiado, para el desplazamiento de la mascara cuando esta posicionada en la proximidad del
soporte de analisis, de modo que se permita la extensién de los reactivos sobre zonas delimitadas del soporte,
incluyendo zonas denominadas de incubacion de los reactivos con los constituyentes de la muestra.

El dispositivo de la invencion puede permitir disponer y extender reactivos en modo manual. También se puede
disponer para permitir depositar de manera automatizada estos reactivos y eventualmente su extension
automatizada.

La etapa de carga de los reactivos a nivel de la mascara también se puede realizar, segun los modos de realizacion
de la invencion, manualmente o de modo automatizado. La mascara segun la invencion se carga ventajosamente de
modo mas sencillo que las mascaras disponibles en el estado de la técnica.

La invencion tiene asimismo por objeto un procedimiento para depositar y extender reactivos sobre un soporte de
analisis.

Un procedimiento de este tipo se utiliza, segin un modo de realizacién particular de la invencion, para depositar y
extender reactivos, destinados a la realizaciéon de una inmunofijacién, con vistas a la deteccion y dado el caso a la
cuantificacion de constituyentes especificos contenidos en una muestra bioldgica, separandose previamente dichos
constituyentes por electroforesis sobre un soporte tal como un gel de agarosa.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento de inmunofijacion, que utiliza la mascara mencionada
anteriormente.

La invencion tiene todavia por objeto un kit que comprende una mascara segun la invencion.

Un kit segln la invencion esta adaptado ventajosamente para la realizacion de un procedimiento de inmunofijacion
por medio de la mascara de la invencion.

La invencion se refiere asimismo a los medios de posicionamiento y de guiado de la mascara.

Se recuerda que la técnica de inmunofijacion que permite en particular el analisis de muestras bioldgicas con vistas
al tipado de las paraproteinas que contienen, es un analisis habitual muy practicado en particular en los laboratorios
de andlisis clinicos.

Esta técnica, que asocia una electroforesis a la formacién de precipitados sobre el gel de electroforesis, se conoce
desde hace mucho tiempo. Esta técnica se ha descrito en particular por Alper CA y Johnson AM Vox. Sang. 17:445
(1969), Cawley LP et al Clin. Chem. 22: 1262 (1976), Ritchie RF y Smith R Clin. Chem. 22: 497,1735, 1982 (1976).
Permite la identificacion de anomalias en diferentes muestras biolégicas, en particular en liquidos biolégicos, por
ejemplo en suero, orina o liquido cefalorraquideo.

Esta técnica comprende principalmente las siguientes etapas:
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1) la separacién de los constituyentes proteicos del suero o del liquido sometido a prueba mediante
electroforesis sobre un soporte tal como un gel, por ejemplo sobre gel de agarosa;

2) la reaccién inmunolégica con anticuerpos especificos de las proteinas separadas;
3) el revelado de los complejos inmunolégicos formados.
Las condiciones para la realizacion de estas etapas se han descrito en la técnica anterior.

La solicitud de patente europea EP 1 335 201 Al describe, por ejemplo, un sistema que forma un contacto fisico
entre un gel y una placa, comprendiendo dicha placa unas proyecciones que cortan el gel, o por lo menos crean una
depresion en la superficie del gel, con el fin de formar unas cavidades cuya base esta constituida por el gel, los lados
por las proyecciones, y la parte superior por la parte inferior de la placa.

Los dispositivos utilizados comprenden ademas la posibilidad de realizar sobre el propio soporte de electroforesis,
en particular el propio gel, una pista de control obtenida mediante fijacion del conjunto de las proteinas separadas
presentes en la muestra, con la ayuda de un fijador de proteinas que incluye por ejemplo un antisuero polivalente.

Las nuevas técnicas semiautomaticas de aplicacion a muestras biolégicas que se van a analizar, de migracion a
temperatura controlada y de deposito de los reactivos (que comprenden por ejemplo los antisueros y los fijadores)
permiten una miniaturizacion de los perfiles de inmunofijacion a la vez que se conservan sensibilidades y
resoluciones satisfactorias. Esta miniaturizacion permite el analisis de un mayor nimero de muestras sobre un
mismo soporte de electroforesis, en particular sobre un mismo gel.

Asi, sobre un gel de electroforesis de dimensiones de 8 x 10 cm, se ha pasado en algunos afios de la realizacion de
una a nueve inmunofijaciones (por medio por ejemplo del kit de inmunofijacion comercializado con la marca
Hydragel 9IF por la empresa SEBIA). Esto conlleva ganancias de tiempo a nivel del andlisis asi como reducciones a
nivel del consumo de reactivos, lo que desemboca en una disminucion del precio del analisis.

Para depositar los reactivos con vistas a una inmunofijacion en tales condiciones, la patente europea EP 0 526 271
B1 describe por ejemplo un dispositivo 0 mascara, para el reparto de los reactivos, generalmente de antisueros
especificos y un fijador, que puede resolver un niimero determinado de problemas planteados por los dispositivos o
mascaras de la técnica anterior y que aporta una mayor seguridad y facilidad de utilizacion. No por ello es menos
cierto que para realizar por ejemplo 9 inmunofijaciones sobre un mismo gel de electroforesis en 3 filas de 3 muestras
por medio de la mascara descrita en la patente EP 0 526 271 B1, es necesario, para cada muestra, efectuar el
pipeteado de 6 reactivos (fijador, antisuero anti-lgG, antisuero anti-lgA, antisuero anti-IlgM, antisuero anti-k y
antisuero anti-A) o sea un total de 54 pipeteados.

Estos pipeteados efectuados manualmente pueden resultar largos y fastidiosos y esto a pesar de la posible
utilizacién de pipetas que permiten la extension repetitiva.

La presente invencién tiene como objetivo en particular mejorar las condiciones para depositar y extender reactivos
sobre un soporte de analisis por medio de mascaras, proponiendo una mascara que permite en particular reducir el
numero de pipeteados de estos reactivos y que permite reducir la cantidad de reactivos utilizada. Los medios
propuestos en el marco de la invencion se pueden utilizar en cualquier técnica de andlisis que requiera el deposito
controlada de reactivos sobre un soporte de andlisis. A este respecto, se mencionaran las técnicas de inmunofijacién
siguiendo una separacion electroforética, las técnicas de extension de un sustrato determinado, con el fin de
desarrollar un revelado enzimatico, por ejemplo para el analisis de la lactodeshidrogenasa (LDH) o de la creatina
cinasa (CK).

La invencidn tiene por objeto en primer lugar una mascara, conveniente para depositar y extender reactivos sobre un
soporte de analisis, cuyo disefio tiene en cuenta una utilizacién que incluye su desplazamiento, para la realizacién
de la etapa de extension de los reactivos sobre las zonas determinadas del soporte de analisis. La mascara de la
invencion se puede presentar debido a ello como una mascara moévil en situacion de utilizacion. La presente
invencion tiene también como efecto limitar el consumo de los reactivos, en particular de los antisueros que son
productos costosos y del fijador en el caso de las reacciones de inmunofijacién, y por tanto disminuir el coste de los
analisis efectuados. También tiene como efecto facilitar la carga de los reactivos en la mascara, en particular
limitando el niumero de pipeteados y/o permitiendo la carga automatizada de la mascara.

Ademas, la mascara propuesta garantiza una calidad de resultado constante, en condiciones de manipulacion
mejoradas, incluso simplificadas. En particular, se vuelve intil tras la fase de incubacién de los reactivos extendidos
por medio del dispositivo de la invencion eliminar los excesos de reactivos que quedan entre el gel y la mascara
como es necesario durante la utilizacion de una mascara tal como la propuesta en la patente EP 0 526 271 B1.

En efecto, con la mascara segun la invencion, al final del reparto y de la extension de los reactivos, ya no hay
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reactivo libre entre la mascara y el soporte de analisis, habiéndose depositado sobre el soporte de andlisis la
totalidad de los reactivos introducidos inicialmente. Por tanto, no es necesario bombear un exceso de reactivos que
estaria presente sobre el soporte de andlisis.

La invencion tiene por tanto por objeto una mascara, conveniente para depositar y extender reactivos sobre un
soporte de andlisis de muestras biolégicas, que comprende:

- una superficie inferior y una superficie superior por lo menos en parte paralelas entre si, separadas por una
distancia que constituye el grosor de la mascara,

- una o varias pistas, correspondientes a unas zona(s) delimitada(s), localizadas a nivel de la superficie inferior
de la mascara y que comprenden un elemento sobresaliente que sobresale en la superficie inferior de la
mascara, comprendiendo cada elemento sobresaliente una parte que constituye una pendiente con respecto
a un plano horizontal,

- asociada a cada pista, una abertura para cargar y depositar reactivos, atravesando dicha abertura la mascara
por la totalidad de su grosor desde un orificio superior de carga en la superficie superior de la mascara hasta
un orificio inferior de depdsito, estando dicho orificio inferior de depdsito situado en la pendiente, en la
proximidad del punto mas bajo de la pendiente de la pista,

siendo esta mascara tal que la o las pistas que comprende permiten el mantenimiento por capilaridad entre la pista y
la superficie del soporte de andlisis frente a la que se colocaria la mascara, de reactivos cargados a nivel de cada
abertura y depositados sobre el soporte de analisis.

La expresiéon “mascara” designa de modo general en la presente invencién, una placa disefiada de modo que se
permita, dado el caso en colaboracion con unos medios asociados, el posicionamiento frente a zonas sefialadas de
un soporte de analisis, en las que se debe depositar y extender reactivos cuando se han cargado en la mascara y
puesto en contacto con las zonas sefaladas.

Las dimensiones de la mascara de la invencién son preferentemente tales que no cubren la totalidad de la superficie
del soporte de andlisis sobre la que se deben depositar y extender los reactivos cargados en esta mascara, cuando
la mascara se coloca en la proximidad del soporte de analisis para ser utilizada. La anchura de la méascara (en la
que se inscribe la longitud de las pistas) es en particular inferior a la longitud de las pistas de migracién
electroforéticas del soporte de analisis, puesto que la longitud de las pistas de la méascara es inferior a la longitud de
las pistas de migracion electroforéticas del soporte de analisis; la extensién de los reactivos sobre estas pistas
resulta como consecuencia del desplazamiento de la mascara por encima del soporte de andlisis tal como se
describe mas adelante junto con el avance de los reactivos sobre dicho soporte permitido por la estructura de las
pistas de la mascara.

La mascara de la invencion esta destinada por tanto a desplazarse por encima del soporte de analisis, para permitir
la extension de los reactivos.

Se dice que la abertura esta “asociada a cada pista”, lo cual significa en el marco de la presente solicitud, que su
orificio inferior estd ubicado de modo que aporte el reactivo cargado en la abertura de la mascara, a nivel de la
pendiente de la pista, de modo que se permita depositar el reactivo sobre el soporte de analisis y su mantenimiento
por capilaridad entre el soporte y la pista, asi como su extension sobre el soporte de analisis, durante el
desplazamiento de la mascara.

Dicha abertura es por ejemplo un orificio perpendicular a la superficie superior de la mascara, que atraviesa la
mascara de parte a parte. El orificio inferior de la abertura esta situado en la pendiente, en la proximidad del punto
mas bajo de la pendiente. Al estar ubicado “en la proximidad” del punto mas bajo (con respecto a un plano
horizontal) de la pendiente de la pista, el orificio inferior de la abertura permite una extension del reactivo liquido a
nivel de la pista, mediante una subida del reactivo a lo largo de la pista.

El orificio superior de la abertura puede estar en la vertical del orificio inferior. Alternativamente, se puede colocar
siguiendo un plano inclinado con respecto a esta vertical dado que permite el aporte del reactivo a nivel del orificio
inferior en condiciones compatibles con el depésito y la extension de este reactivo sobre el soporte de andlisis.

Ventajosamente, una abertura asociada a una pista, constituida por un orificio perpendicular a la superficie superior
de la méascara y que la atraviesa de parte a parte, esta formada por un orificio circular, que desemboca a nivel de la
superficie superior de la mascara, que se prolonga por una parte troncoconica, estando terminada por ejemplo por
una parte cilindrica que desemboca a nivel de la superficie inferior de la mascara, por un orificio situado en la
pendiente de la pista, en la proximidad del punto mas bajo de la pendiente. La presencia de una parte cilindrica que
desemboca a nivel del orificio inferior permite repartir la presion que puede ejercer por ejemplo una pipeta sobre los
bordes del orificio inferior durante la carga de los reactivos, de ahi una mejora de la resistencia de la mascara.
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La abertura troncoconica permite ademas guiar ventajosamente una pipeta de llenado y permite garantizar la
estanqueidad entre el extremo de la pipeta y la mascara durante la inyeccion del reactivo entre la pista y el soporte
de andlisis.

Dado el caso, la abertura se modifica con respecto a la anterior, porque la parte conica se prolonga hasta el orificio
superior de la abertura, por una parte cilindrica de seccién circular.

Segun un modo particular de la invencion, la abertura asi descrita también puede ser tal que el orificio que
desemboca a nivel de la superficie superior de la mascara es mas grande que el orificio inferior de la abertura, por
ejemplo el diametro del primero es superior al del segundo si estos orificios son circulares.

Una mascara particular segun las definiciones anteriores de la invencién, conveniente para la extension de reactivos
sobre un soporte de andlisis de muestras bioldgicas, se puede definir como que comprende:

- una superficie inferior y una superficie superior por lo menos en parte paralelas entre si, separadas por una
distancia que constituye el grosor de la mascara,

- una o varias pistas que comprenden cada una un elemento sobresaliente de forma alargada, que emerge
bajo la superficie inferior de la mascara, comprendiendo dicho elemento sobresaliente una parte que
constituye una pendiente con respecto a un plano horizontal,

- asociada a cada pista, una abertura que atraviesa la mascara por la totalidad de su grosor desde un orificio
superior presente en la superficie superior de la mascara hasta un orificio inferior, estando dicho orificio
inferior situado en la pista, en la proximidad del punto mas bajo de la pendiente de la pista,

siendo esta mascara tal que la o las pistas que comprende permiten el mantenimiento por capilaridad entre la pista y
la superficie del soporte de analisis frente a la que se colocara la mascara, de reactivos cargados a nivel de la
abertura y depositados sobre el soporte de analisis.

Las pistas de la mascara que presentan una forma alargada también se pueden denominar “rampas”. Sus
pendientes estan todas inclinadas en el mismo sentido. Dichas pendientes estan destinadas a retener el reactivo por
capilaridad tal como se ha indicado anteriormente y a garantizar la recogida del reactivo en el punto mas bajo de la
pendiente de modo que, durante el desplazamiento de la mascara, permitan su extension.

La solicitud describe asimismo otra mascara que entra en el marco de las definiciones anteriores, que comprende:

- una superficie inferior y una superficie superior por lo menos en parte paralelas entre si, separadas por una
distancia que constituye el grosor de la mascara,

- una o varias pistas que comprenden cada una un elemento sobresaliente que emerge bajo la superficie
inferior de la mascara, constituido por una protuberancia de forma paralelepipédica truncada, comprendiendo
dicho elemento sobresaliente una parte que constituye una pendiente con respecto a un plano horizontal,

- asociada a cada pista, una abertura que atraviesa la mascara por la totalidad de su grosor desde un orificio
superior presente en la superficie superior de la mascara hasta un orificio inferior, estando dicho orificio
inferior situado en la pista, en la proximidad del punto mas bajo de la pendiente de la pista,

siendo esta mascara tal que la o las pistas que comprende permiten el mantenimiento por capilaridad entre la pista y
la superficie del soporte de analisis frente a la que se colocara la mascara, de reactivos cargados a nivel de la
abertura y depositados sobre el soporte de analisis.

En el caso en el que el elemento sobresaliente esta constituido por un elemento de forma alargada o esta constituido
por una protuberancia de forma paralelepipédica truncada, dicho elemento sobresaliente presenta una superficie
superior que coincide con la parte de la superficie inferior de la mascara de la que emerge, y una superficie inferior
separada de la superficie superior segun por lo menos una pendiente con respecto a un plano horizontal, siendo el
punto mas bajo de dicha pendiente situado en la proximidad de dicho orificio inferior de la abertura de cada pista, el
punto mas proximo al soporte de analisis frente al cual y en la proximidad del cual se lleva en posicién de utilizacion.

El elemento sobresaliente que comprende una pendiente que emerge en la cara inferior de la mascara, permite
ventajosamente depositar y extender reactivos cargados en la mascara, por desplazamiento de la mascara a lo largo
de una zona del soporte de analisis que llega frente a la o las pistas de la mascara, en un plano horizontal con
respecto a este soporte.

Segun un ejemplo de la invencion, la mascara esta provista de una o varias pistas que comprenden cada una un
elemento sobresaliente que emerge bajo su superficie inferior, incluyendo dicho elemento sobresaliente una esfera
hueca cuya cavidad esta destinada a recibir un reactivo, y cuyas dimensiones estan adaptadas a la anchura de la
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zona del soporte de analisis que debe ser cubierto por el reactivo, manteniéndose dicho reactivo por capilaridad en
la cavidad de la esfera y extendiéndose sobre el soporte de andlisis por un orificio realizado en la esfera, durante el
desplazamiento de la mascara. Una mascara de este tipo responde por otra parte a las caracteristicas enunciadas
para los elementos sobresalientes de forma alargada.

Segun un modo de realizacion particular de la invencion, las superficies inferior y superior de la mascara son
totalmente paralelas entre si, fuera de las zonas que constituyen las pistas, incluso fuera de las zonas que
constituyen las pendientes de las pistas.

En el marco de los modos de realizacion de la invencién descritos anteriormente, la pendiente presente a nivel de
cada pista de la mascara, cualquiera que sea la forma del elemento sobresaliente, coincide con la pista.

Alternativamente, la pendiente se puede extender sobre solamente una parte de la pista. Por ejemplo la pista que
comprende el orificio inferior en el punto méas bajo de su pendiente se puede prolongar mas alla de dicha pendiente,
por ejemplo en un plano horizontal. Segun otra variante, la pendiente puede estar constituida por varias pendientes.

Cuando se utiliza una mascara segun la invencién en asociacién con un soporte de analisis de muestras biol6gicas,
por ejemplo un gel de electroforesis, esta mascara se lleva “a la proximidad” del soporte de andlisis: esto significa
gue la mascara no entra en contacto con las zonas del soporte sobre las que se debe depositar y extender el o los
reactivos (también denominadas zonas de incubacién de los reactivos) y que ademas el o los reactivos depositados
sobre dicho soporte se mantienen, por efecto de las fuerzas de capilaridad, entre las pistas de la mascara y dicho
soporte de analisis, lo que permite su extensién sobre zonas determinadas de este soporte de andlisis situadas
frente a las pistas de la mascara durante su desplazamiento en paralelo al soporte de analisis, por encima de este
soporte. La ausencia de contacto definida anteriormente se entiende con mas precisién, en ciertos modos de
realizacién de la invencién, como una ausencia de contacto que sigue en el momento del inicio del descenso de los
reactivos para depositarlos sobre el soporte de andlisis, pudiendo este descenso en efecto, segliin un modo de
realizacién particular de la invencion, hacer que intervenga un contacto pasajero con el soporte de analisis tal como
se ilustra mas adelante.

La pendiente formada a nivel del elemento sobresaliente de cada pista de la mascara es tal que su punto
denominado mas bajo es el punto mas proximo al plano horizontal constituido por el soporte de andlisis en posicién
de utilizacion. En consecuencia, el punto denominado mas alto de la pendiente de dicha pista es el punto mas
alejado del plano horizontal constituido por el soporte de andlisis en esta situacion de funcionamiento. La cara
inferior de cada pista de la méascara frente al soporte esta inclinada por tanto con respecto a la horizontal.

La posicién de las pistas con respecto al plano horizontal del soporte de andlisis, y la posicion del orificio inferior de
la abertura asociada a cada pista permiten durante la extensiéon de los reactivos depositados sobre el soporte de
andlisis, garantizar la llegada al punto mas bajo de la pendiente de la pista, puesto que en este punto, las fuerzas de
capilaridad ejercidas sobre los reactivos son las mas grandes.

El liquido que constituye el reactivo se puede repartir por la totalidad de la pista o sobre una parte solamente de la
pista.

Asi, el depésito y la extension del o de los reactivos por medio de la mascara segin la invencion se pueden realizar
de modo controlado sobre zonas delimitadas del soporte de analisis, sin que se establezca un contacto entre las
pistas de la mascara y el soporte de analisis.

Fuera de las zonas del soporte de analisis que llegan frente a las pistas de la mascara durante su utilizacion, se
puede establecer un contacto entre la mascara y el soporte de andlisis, dado que en movimiento, la mascara puede
deslizar en paralelo al soporte de analisis, a lo largo de este soporte, sin dafiarlo.

Segun un modo de realizacidn particular de la invencion, ningin punto de la mascara en situacion de utilizacién entra
en contacto con el soporte de andlisis, con la excepcién eventualmente de zonas de la mascara que permiten su
posicionamiento en la proximidad del soporte de analisis.

Es preferible prever que el apoyo de la mascara necesario para su posicionamiento en la proximidad del soporte de
analisis se realice en el exterior de dicho soporte de andlisis, por ejemplo sobre el plano (o bandeja) sobre el que se
deposita el soporte.

Cuando se trata de la superficie superior y de la superficie inferior de la mascara, de las pistas o de las pendientes,
estas nociones se entienden con referencia a la posicion de la mascara por encima de un soporte de analisis él
mismo en posicion horizontal. En otras palabras, la superficie inferior de la mascara y la superficie inferior de cada
pista, o de cada pendiente, estan frente a la superficie del soporte de analisis cuando la mascara esta en posicion de
utilizacion. El plano horizontal con respecto al que esta definida la pendiente del elemento sobresaliente puede ser
por tanto el del soporte de analisis cuando se utiliza en una posicion horizontal.
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La invencién también tiene por objeto una mascara cuya utilizacion para depositar y extender reactivos sobre un
soporte de analisis, recurre al principio utilizado en el marco de la invencién, del mantenimiento por capilaridad de
los reactivos entre una pendiente definida a nivel de la mascara y una zona del soporte de analisis frente a dicha
pista, distinguiéndose dicha mascara de la mascara definida anteriormente por el hecho de que la pendiente
constituida a nivel de cada pista de la mascara, se realiza mediante la inclinacién conferida a la mascara con
respecto al soporte de andlisis, durante su utilizacion. La superficie inferior de la mascara es en este caso paralela a
la superficie inferior del elemento sobresaliente que esta frente al soporte de analisis, resultando la pendiente del
posicionamiento inclinado de la mascara con respecto al soporte de analisis.

En el marco de este modo de realizacion particular, las caracteristicas de las pistas definidas para las mascaras
cuya pendiente se integra en la pista se pueden transponer cuando la pendiente esta constituida debido a la
utilizacion de la mascara en posicion inclinada con respecto al soporte de andlisis.

Asi, cuando la pista es de forma alargada, puede ser de forma paralelepipédica, delimitando por su forma la zona de
mantenimiento de los reactivos por capilaridad entre la pista y el soporte de andlisis. En situacion de utilizacion, la
abertura que atraviesa la mascara esta situada en un punto de la pista que se encuentra en la proximidad del punto
mas bajo de la pendiente formada por la inclinacién relativa de la mascara con respecto al soporte de analisis.

La mascara segun la invencion es de dimensiones compatibles con las dimensiones del soporte de andlisis sobre el
gue se van a depositar y extender los reactivos y las pistas de esta mascara son de formas y de dimensiones
compatibles con el volumen de reactivo liquido que se desea depositar y extender sobre el soporte de analisis y con
la forma y en la dimension de las zonas delimitadas del soporte de andlisis sobre las que se debe depositar y
extender los reactivos mencionados anteriormente, por ejemplo con vistas a su incubacion con los constituyentes de
la muestra bioldgica.

Para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte de analisis de muestras bioldgicas cuando la
mascara y el soporte de andlisis se disponen en paralelo uno con respecto al otro, se desplaza la mascara en un
plano horizontal por encima del plano del soporte de andlisis, desde la zona del soporte de analisis a nivel de la que
se coloca inicialmente la mascara y que corresponde al punto de depésito inicial de los reactivos, de modo que los
reactivos se extiendan sobre las zonas del soporte de analisis que estan frente a las pistas de la mascara.

Para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte de andlisis de muestras, cuando la pendiente de
las pistas de la mascaras no resulta de la estructura de las pistas, sino de la inclinacién conferida a la mascara con
respecto al soporte de andlisis (0 a la inversa), se desplaza la mascara en un plano inclinado dado, segin unas
modalidades idénticas a las descritas para la mascara cuyas pistas comprenden una pendiente en su estructura.

Cada desplazamiento que permite un pase de la mascara por encima de la totalidad de las zonas sefialadas del
soporte de andlisis que deben recibir los reactivos, se denomina “barrido”. Un primer barrido se puede realizar por
ejemplo de la zona correspondiente al anodo de un soporte de electroforesis hacia la zona correspondiente al catodo
de un soporte de este tipo, 0 en el sentido inverso del catodo hacia el anodo, de modo que se cubra la totalidad de
las zonas delimitadas que deben recibir los reactivos, correspondiendo estas zonas en el caso de un soporte (tal
como un gel) de electroforesis, a las pistas de migracién electroforética. A continuacioén, segun lo que se ha indicado
anteriormente, cuando se trata del anodo para situar la ubicacion de un depdsito de reactivo o el sentido del
movimiento de la mascara con respecto al soporte de analisis, se entiende que esta ubicacién o este movimiento se
pueden efectuar, a la inversa, desde el catodo.

La mascara disefiada segun la invencion permite por tanto, durante su desplazamiento por barrido de la superficie
determinada del soporte de andlisis tras la carga de los reactivos a nivel de la abertura asociada a cada pista,
realizar el depodsito y la extension de dichos reactivos por la totalidad de las zonas determinadas del soporte de
analisis, para el conjunto de las muestras biolégicas sometidas a prueba que se suceden en la direccion del
desplazamiento de la mascara.

Se vuelve por tanto indtil multiplicar el pipeteado de cada reactivo para cada muestra que se va a tratar. El nUmero
de pipeteados que se debe efectuar corresponde al nimero de reactivos que se deben depositar sobre una fila del
soporte de analisis, y corresponde por tanto normalmente al nimero de aberturas previstas en la mascara, cuando
se utilizan todas las pistas de la méascara.

Ademas, la cantidad de cada reactivo cargada a nivel de la mascara puede disminuir considerablemente con
respecto a la cantidad de cada reactivo utilizada normalmente cuando cada reactivo se debe cargar para cada una
de las muestras presentes sobre el soporte de andlisis.

A modo de ejemplo, si la mascara segin la invencion esta destinada a depositar y extender reactivos para realizar
una inmunofijacién, con vistas a detectar constituyentes particulares de un muestra biolégica analizada previamente
mediante electroforesis, se observa que para la utilizacién de 6 reactivos para cada muestra sometida a prueba (es
decir, generalmente un fijador que puede fijar los constituyentes de la muestra de modo que se realice un perfil de
control a nivel del soporte de electroforesis, y de los antisueros especificos anti-IgG, IgA, IgM, Ky A), la cantidad de
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cada reactivo cargado sobre la mascara disminuye en 4,5 veces con respecto a la cantidad cargada, para cada
muestra que se debe tratar, durante la utilizacién de una mascara fija tal como la de la patente EP 0 526 271.

La cantidad de cada reactivo cargada a nivel de cada pista de la mascara se determina en funcion de la dimension
de la zona de incubacion que se va a recubrir por medio de este reactivo, por ejemplo en funcién del nimero de filas
de muestras que se suceden en la direccion de desplazamiento de la mascara. Cuando se utiliza la mascara para
depositar y extender reactivos con vistas a una inmunofijacion, la zona de incubaciéon comprende o coincide con la
zona del soporte de electroforesis que comprende el perfil electroforético de las muestras que se van a analizar.

A modo de ejemplo, por medio de una mascara que comprende tres grupos de seis pistas en una fila, se puede
realizar una inmunofijacién de nueve muestras, incluso de 12 o 18 muestras (repartidas por ejemplo en filas de 3
muestras diferentes, ocupando cada muestra 6 pistas del soporte de andlisis para la electroforesis y por tanto de la
mascara).

La mascara se carga ventajosamente con una cantidad de reactivos tal que cada zona determinada del soporte de
analisis sobre la que se debe extender un reactivo, ya se cubre de modo homogéneo por este reactivo, en un
barrido. Para determinar el volumen cargado de cada reactivo, se tienen en cuenta el recorrido de la mascara por
barrido del soporte de analisis y la anchura de la zona que se va a recubrir sobre el soporte de analisis. De modo
general, se retiene que la cantidad de cada reactivo cargado varia entre 4 pl y 15 pl, y por ejemplo es una cantidad
de 15, 10, 8, 6 0 4 pl para cada reactivo.

A modo de ejemplo, se observa que un volumen de 4 pl de reactivo puede bastar para cubrir una superficie de
soporte de andlisis de 175 mm?, de modo homogéneo, correspondiente a una extensiéon de reactivo de 0,02 ul/mm2
de soporte de andlisis.

Preferentemente, la mascara segun la invencién es una mascara rigida, o rigidizada en particular por asociacion con
unos medios de rigidizacion que pueden, por ejemplo, participar en el posicionamiento y/o en el guiado de la
mascara.

La eleccion del material utilizado para realizar la mascara no esté limitada en principio.

La mascara puede estar realizada por ejemplo en un material susceptible de ser moldeado, de proporcionar una
superficie lisa, en particular en material plastico.

El material puede ser transparente o translicido y se citardn a modo de ejemplo materiales tales como
policarbonato, polimetacrilato, polietileno, poliestireno cristal, plexiglas.

La mascara segun la invencién puede ser de tipo desechable tras una utilizacion.

La rigidez conferida a la mascara permite garantizar su desplazamiento en un plano determinado, horizontal o
inclinado, con respecto al soporte de analisis, cuando esta asociada, por ejemplo encajada a presion, a los medios
de posicionamiento y a los medios de guiado apropiados.

En un modo de realizacion preferido de la invencién, una mascara que responde a las caracteristicas definidas en
las paginas anteriores comprende varias pistas paralelas entre si, repartidas por la longitud de la mascara.

Cuando, en el caso mas frecuente, la mascara comprende varias pistas paralelas entre si, la separacion entre las
pistas (separacion interpistas) se determina en funcion del nimero de pistas sobre la mascara, de la necesidad de
impedir interacciones eventuales entre los reactivos, en particular entre el fijador y los antisueros.

Ventajosamente, la separacion entre las diferentes pistas paralelas es constante. Esta separacion puede ser
pequefia, por ejemplo inferior a 3 mm, y en particular del orden de 2,5 mm, siendo preferentemente superior o igual
a 2 mm, en particular para impedir una interaccion eventual entre el fijador y el antisuero de la pista vecina.

La zona del soporte de andlisis a nivel de la cual tiene lugar la extension de cada uno de los reactivos presenta una
anchura por lo menos igual a la anchura de la pista de la mascara puesta frente a esta zona.

A modo de ejemplo, la anchura de la pista y la anchura de la superficie de incubacién, que puede corresponder a la
extension del perfil electroforético sobre el soporte de analisis, son similares y de aproximadamente 2,5 mm. Segun
otro ejemplo, la anchura en cuestion es de 3,5 mm.

Para evitar que se produzca una interaccién entre reactivos vecinos, también se pueden disponer las pistas de la
mascara de modo que se impida la superposicion de las diferentes zonas de depdsito de los reactivos o de las
zonas de difusién eventual de los reactivos depositados sobre el soporte de andlisis o realizar la carga de los
reactivos y su descenso sobre el soporte de andlisis, de modo que se impida una interaccion eventual. Se describen
a continuacion unos modos de carga y de descenso de los reactivos, incluyendo por ejemplo, pero no
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necesariamente, una carga fuera del soporte de analisis, que permite evitar este tipo de interaccion a la vez que se
mantiene la totalidad de las pistas paralelas, en una sola alineacion.

Tratdndose de las interacciones comentadas anteriormente, conviene en particular garantizar que el reactivo
destinado a la realizacion del perfil de control de cada muestra no interaccione con los reactivos especificos (en
particular los antisueros), lo que podria falsear la deteccién de constituyentes particulares de la muestra.

Para ello, cuando estan previstos unos medios especificos en la estructura de la mascara, un primer modo de
realizacién de la mascara que comprende varias pistas paralelas entre si, repartidas por la longitud de la mascara
con una separacién constante, consiste en prever una primera serie de pistas paralelas entre si, repartidas por la
longitud de la mascara y una segunda serie de pistas paralelas entre si y paralelas a la primera serie de las pistas y
cuyos orificios inferiores estan situados en el mismo plano horizontal, formando esta segunda serie de pistas una
alineacion desplazada con respecto a la alineacion formada por la primera serie de pistas.

Segun una variante de realizacién de la mascara, la alineacion desplazada de la segunda serie de pistas se
sustituye por el aumento de la separacion entre dichas pistas de la primera serie mencionada anteriormente y las
otras pistas de la segunda serie mencionada anteriormente.

La desviacion de la segunda serie de pistas o la separacidon de esta serie de pistas con respecto a las pistas de la
primera serie, esta destinada a impedir la interaccion entre reactivos de la segunda serie de pistas y los de las otras
pistas, durante su depésito sobre el soporte de andlisis. En general, estas pistas desplazadas o mas separadas
estan destinadas a recibir el fijador en una inmunofijacion, que puede fijar las proteinas del perfil electroforético de
modo que se realice un perfil de control.

Cuando la mascara no comprende una serie de pistas asi desplazadas o que presentan una separacion diferenciada
con respecto a la de las otras pistas, se puede evitar la interaccion entre los reactivos en cuestion, si hay necesidad,
efectuando, por ejemplo, la carga y el depdsito de estos reactivos por separado, en dos momentos, a nivel del
soporte de analisis.

Por ejemplo, se deposita el fijador en el lado anddico del soporte de electroforesis, y después se extiende por barrido
antes de cargar los antisueros, por ejemplo en posiciéon anddica pero desplazada, por ejemplo, aproximadamente 5
mm hacia el catodo con respecto a la posicién de la primera carga. Alternativamente, la carga de los antisueros se
realiza en posicion catddica.

No obstante, no siempre es necesario el recurso a la carga en dos momentos, en particular si las modalidades de
carga de los reactivos no conducen a una interaccion molesta entre los reactivos. Una interaccion de este tipo se
puede evitar por ejemplo aunque todos los reactivos se carguen juntos, por ejemplo fuera de la superficie de analisis
y cuando el descenso simultaneo de todos los reactivos cargados se puede realizar sobre el soporte de analisis sin
ocasionar la interaccion molesta.

Cuando la mascara se realiza de modo que la pendiente de las pistas resulte de la inclinacion de la mascara con
respecto al soporte de andlisis y no de la estructura de las pistas, la desviacién de las pistas 0 grupos de pistas no
es necesaria, debiéndose cargar entonces los reactivos y depositarse en varios momentos segun su naturaleza.

La mascara segun la invencion se puede realizar de modo que las pistas estén organizadas en varios grupos,
estando cada grupo constituido por ejemplo por una pista colocada de modo desplazado con respecto a las otras
pistas alineadas unas con respecto a otras, y por las pistas alineadas que preceden a la siguiente pista desviada.

Por otro lado, la mascara de la invencion es tal que permite por su estructura y, dado el caso, por las condiciones de
su utilizacion, el deposito y la extensidn de reactivos sin interaccion entre los diferentes reactivos depositados sobre
las diferentes zonas del soporte de analisis.

Se ha podido observar, en particular a nivel de la zona de depdsito inicial de los reactivos sobre el soporte de
andlisis, previamente a su extension, un fenémeno localizado de difusion de dichos reactivos sobre el soporte de
analisis.

Para evitar las consecuencias eventuales de los fendmenos de difusion localizada de los reactivos en el momento de
su depdsito, se puede elegir ventajosamente depositar los reactivos por medio de la méascara, fuera de la zona del
soporte de andlisis que puede comprender los constituyentes de las muestras que se van a detectar, por tanto, por
ejemplo fuera de la zona que comprende los perfiles electroforéticos.

En el caso de una inmunofijaciéon, se depositan por ejemplo dichos reactivos en una zona situada fuera de la
correspondiente al perfil electroforético, por ejemplo en el lado anédico del soporte con respecto a estos perfiles.

Ventajosamente, la mascara de la invencion es tal que la abertura que la atraviesa de parte a parte es perpendicular
a las superficies superiores e inferiores de la mascara.
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La forma de las aberturas de la mascara debe permitir cargar en las mismas una cantidad de reactivos suficiente
para permitir depositar y extender este reactivo por la totalidad de la zona determinada del soporte de analisis sin
tener que proceder a una nueva carga de la mascara con dicho reactivo.

Ademas, esta abertura presenta una forma y una ubicacién compatibles con el depdsito y el mantenimiento por
capilaridad de una cantidad dada de reactivo entre la pista de la mascara y el soporte de analisis, hasta el
agotamiento de la cantidad introducida durante la operacion de extension del reactivo sobre el soporte de analisis.

Durante el depésito de los reactivos sobre el soporte de analisis, conviene, cuando la carga de la mascara se
efectla por encima del soporte de andlisis con el llenado de las pistas de acuerdo con la carga de los reactivos,
garantizar la estanqueidad entre la mascara y el extremo de la pipeta o de cualquier otro medio utilizado para cargar
los reactivos en la mascara.

El volumen de la abertura puede estar previsto por otro lado para permitir la carga de los reactivos en el exterior del
soporte de analisis, debiendo retenerse en este caso los reactivos en su totalidad por capilaridad en la abertura,
hasta su depdsito sobre el soporte de analisis. En este caso, la mascara se coloca a continuacién de modo que se
garantice depositar los reactivos que contiene, sobre el soporte de analisis. Este posicionamiento debe permitir por
tanto establecer el contacto, eventualmente por modalidades particulares, entre el liquido y el soporte de analisis.

Ventajosamente, la abertura presente a nivel de cada pista puede recibir el reactivo en exceso con respecto a la
cantidad de reactivo necesaria para la reaccion.

La mascara segun la invencion permite utilizar cantidades reducidas de reactivos, por ejemplo de aproximadamente
15 pl o 10 pl. Sin embargo, las dimensiones de la abertura que atraviesa la mascara y destinada a recibir estos
reactivos, se pueden determinar para aceptar una cantidad de reactivos superior a la cantidad realmente utilizada.
Por ejemplo, el volumen de la abertura puede permitir aceptar una cantidad de reactivo que va hasta
aproximadamente 30 pl.

Las caracteristicas geométricas de la mascara, en particular el nimero de pistas, la separacion entre pistas
(separacion interpistas) se adaptan al numero de depdsitos, a su anchura y a la separacion de estos depositos
efectuados por filas de depositos sobre el soporte de andlisis. La mascara segin la invencién presenta asi una
longitud suficiente para albergar varias pistas segun una alineacion, y una anchura limitada (mas pequefia) con
respecto a la longitud de la pista de migracion electroforética de la superficie de incubacion del soporte de analisis
que esta frente a esta pista cuando la mascara se desplaza para funcionar.

Se entiende, y es una caracteristica del presente dispositivo, que se puede utilizar la misma mascara para revelar
sobre un mismo gel varias filas de depdésitos que presentan las mismas caracteristicas en numero y en dimensiones.
Estas filas de depdsitos se han realizado sobre el soporte de analisis, en filas paralelas entre si, y perpendiculares a
la direccién de la migracién electroforética.

Ventajosamente, la geometria de la mascara segun la invencién permite el depésito y el mantenimiento del reactivo
por capilaridad entre cada pista de la mascara y el soporte de andlisis, cuando la distancia entre la mascara y el
soporte de andlisis es inferior o igual a 2 mm, preferentemente comprendida entre 0,1 y 1,5 mm. Esta distancia entre
la méascara y el soporte de analisis varia segun el punto considerado de la mascara, en particular esta distancia es
preferentemente de aproximadamente 0,1 a 0,5 mm en el punto de la mascara mas proximo al soporte
(correspondiente al punto mas bajo de la pendiente de la pista o de la pendiente de la mascara) y esta distancia es
preferentemente inferior a 2 mm, ventajosamente inferior o igual a 1,5 mm, en el punto de la mascara mas alejado
del soporte de andlisis (correspondiente al punto mas alto de la pendiente de la pista o de la pendiente de la
mascara).

En estos limites, la inclinacion de la pendiente debe ser tal que la separacién de la mascara con respecto al soporte
de andlisis sea compatible con las fuerzas capilares que mantienen el reactivo entre la pista y el soporte de analisis.

A modo de ejemplo, una mascara segun la invencion se realiza de tal modo que las pistas estén separadas unas de
otras por una separacion superior o igual a 1,5 mm. Preferentemente, la separacién entre las pistas es de 2,5 mm.
La anchura de las pistas es ventajosamente de 2,5 mm.

La pista de la mascara reservada al fijador puede ademas estar desplazada, por ejemplo se puede encontrar en una
posicidon mas anddica que las otras pistas, cuando la mascara esta en posicion de utilizacion, en la proximidad de un
soporte de analisis constituido por un gel de electroforesis.

Asi una mascara particular se caracteriza porque la pista destinada al fijador no esta alineada con las otras pistas,

encontrandose desplazada con respecto a la alineacion formada por las demas en una distancia de 5,
preferentemente de 6 a 7 mm.
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Una mascara particular conveniente para la realizacion de la invencion y en particular una mascara adaptada a una
utilizacién con un gel de electroforesis con longitud de 10 cm y con anchura (entre los polos anddico y catdédico) de
aproximadamente 8 cm es tal que cada pista de la mascara presenta las siguientes dimensiones:

- longitud: de 3 a 15 mm
- anchura:de 1 a 10 mm
- inclinacion de la pendiente: de 1 a 10° con respecto a la horizontal.

Una mascara particularmente preferida conveniente en particular para una utilizaciéon con el gel anterior, es una
mascara en la que cada pista presenta las siguientes dimensiones:

- longitud: 7 mm
- anchura: 2,5 mm
- inclinacion de la pendiente: 5° con respecto a la horizontal.

En estos modos de realizacién particulares, las demas caracteristicas de la mascara enunciadas anteriormente
pueden estar asociadas naturalmente a las caracteristicas particulares anteriores. En particular, la separacion
interpistas es ventajosamente de 2,5 mm y/o la desviacion entre la alineacién de las pistas de los reactivos
especificos y la alineacién de las pistas del fijador es de 6 a 7 mm.

Todavia segun un modo de realizacion particularmente ventajoso de la invencion, la mascara es tal que la abertura
gue la atraviesa que responde a las caracteristicas descritas anteriormente a este respecto, presenta una parte
coénica que forma un angulo de aproximadamente 50°.

En el marco de los diferentes modos de realizacion de la invencion, el grosor de la mascara estd comprendido
ventajosamente entre 1y 10 mm.

En un modo de realizacién particular de la invencion, la mascara presenta ventajosamente una anchura inferior a
30 mm, preferentemente inferior a 20 mm o a 15 mm, de modo todavia preferido inferior a 10 mm.

Cuando la mascara segun la invencion se utiliza para depositar y extender reactivos sobre un soporte de
electroforesis, también se puede caracterizar porque es compatible con las caracteristicas de ubicacion de las
muestras bioldgicas separadas sobre el soporte de electroforesis; en particular dicha mascara permite:

- la alineacion de las filas de las pistas de la mascara, en perpendicular a la direcciébn de migracion
electroforética;

- el posicionamiento de la méascara en la proximidad del soporte de andlisis, de modo que se permita el
mantenimiento de los reactivos por capilaridad entre las pistas de la mascara y el soporte de andlisis;

- el posicionamiento transversal de la mascara con respecto a la direcciéon de migracion electroforética, para
permitir la alineacion de las filas de las migraciones electroforéticas realizadas sobre el soporte de analisis y
de las filas de pistas de la mascara.

Para ser utilizada con diferentes soportes de andlisis, y a modo de ejemplo, una mascara segun la invenciéon puede
comprender entre 1 y 24 pistas, preferentemente entre 6 y 24 pistas, en particular puede comprender 6, 9, 12, 15 o
18 pistas.

Una mascara que comprende 18 pistas permite, si esta destinada a la utilizacion en una reaccion de inmunofijacion
que se realiza después de una separacién electroforética, depositar para tres muestras diferentes que ocupan una
misma fila del soporte de electroforesis, y para un nimero dado de filas de muestras (por ejemplo 2 0 mas, en
particular 3 o 4), un fijador para realizar un perfil de control y 5 reactivos especificos tales como antisueros, en
particular antisueros anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-k y anti-A, para cada muestra. También se puede realizar segin
las mismas modalidades una mascara de 6 o 12 pistas.

La invencién también tiene por objeto una mascara tal como se ha definido anteriormente, asociada a unos medios
de posicionamiento destinados a mantener la superficie inferior de las pistas de la mascara, en la proximidad de la
superficie del soporte de andlisis en los alrededores del cual se llevara la mascara para depositar y extender
reactivos sobre el soporte de analisis.

Unos medios de posicionamiento apropiados pueden estar constituidos por unos topes susceptibles de descansar
sobre el soporte de analisis fuera de la superficie de incubacién que comprende las muestras bioldgicas, siendo
estos topes de dimensiones tales que la mascara no entra en contacto con el soporte de analisis en su parte
correspondiente a la superficie de incubacion de los reactivos.

Los medios de posicionamiento pueden estar asociados ademas a unos medios de guiado de la mascara de modo
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que se permita su desplazamiento controlado por encima del soporte de analisis, de acuerdo con lo que se ha
enunciado anteriormente.

La invencion también tiene por tanto por objeto, un dispositivo para depositar y extender uno o varios reactivos sobre
un soporte de analisis de muestras biolégicas que comprende:

a) una mascara tal como se ha definido anteriormente,

b) unos medios de posicionamiento y de guiado de la mascara que permiten el posicionamiento de la mascara
de tal modo que la mascara se mantiene en la proximidad de la superficie del soporte de analisis y que
permiten el guiado de la mascara por barrido de la superficie del soporte de andlisis, en un plano horizontal
paralelo a la superficie de dicho soporte, para permitir depositar y extender los reactivos sobre cada una de
las zonas determinadas del soporte de analisis que estan frente a las pistas de la mascara.

Segun una variante de la invencion, la mascara utilizada es tal que la pendiente de las pistas resulta de la inclinacién
de la mascara con respecto al soporte de andlisis. En este caso, la invencién tiene como objeto un dispositivo para
depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte de analisis de muestras bioldgicas que comprende:

a) una mascara tal como se ha definido anteriormente,

b) unos medios de posicionamiento y de guiado de la mascara que permiten el posicionamiento de la mascara
de tal modo que la mascara se mantiene en la proximidad de la superficie del soporte de andlisis y que
permiten el guiado de la mascara por barrido de la superficie del soporte de analisis, en un plano inclinado
determinado en la superficie de dicho soporte, para permitir depositar y extender los reactivos sobre cada una
de las zonas determinadas del soporte de analisis que estan frente a las pistas de la mascara.

En un modo de realizacion particular de la invencion, el dispositivo asi definido es tal que los medios de
posicionamiento y de guiado de la mascara permiten establecer una distancia entre el soporte de andlisis y el punto
de la pista de la mascara mas proximo a dicho soporte (correspondiente al punto mas bajo de la pendiente),
comprendida entre 0,1 mm y 0,5 mm, y una distancia inferior a 2 mm, preferentemente inferior o igual a 1,5 mm en el
punto de alejamiento mas importante entre la mascara y el soporte (correspondiente al punto mas alto de la
pendiente).

La distancia entre el soporte de analisis y el punto de la pista de la mascara mas préximo a dicho soporte es
preferentemente de 0,5 mm.

Los medios de posicionamiento y de guiado de la mascara segun la invencién pueden ser cualquier medio
apropiado, dado el caso presente en un aparato de realizacion de electroforesis. Un limitador de recorrido puede ser
por ejemplo un tope.

Los medios de guiado comprenden ventajosamente un limitador de recorrido que permite delimitar el recorrido de
desplazamiento de la mascara.

Los medios de posicionamiento y de guiado pueden, en un modo de realizacién particular de la invencion, permitir el
desplazamiento automatizado de la méascara a lo largo del soporte de andlisis. No obstante, la mascara segun la
invencion se puede desplazar sin dificultad manualmente, de modo que se cubra por el barrido del soporte de
andlisis, dado el caso por medio de varios desplazamientos de ida y vuelta, la totalidad de las zonas determinadas,
con los reactivos contenidos en la méascara.

La solicitud describe asimismo un procedimiento para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte
de andlisis que comprende unas muestras bioldgicas, comprendiendo este procedimiento las etapas siguientes:

- posicionar una mascara definida anteriormente o un dispositivo definido anteriormente, en la proximidad del
soporte de analisis,

- cargar el o los reactivos sobre la mascara de modo que se permita el deposito del o de los reactivos sobre el
soporte de andlisis, y su mantenimiento por capilaridad entre dicho soporte y la pendiente de la o de las
pistas de dicha mascara;

- desplazar la mascara por barrido de la superficie del soporte de andlisis de manera que se permita la
extension del o de los reactivos sobre el soporte de analisis a nivel de zonas delimitadas de dicho soporte,
extendiéndose el o los reactivos en cantidad suficiente para permitir su interaccion con los constituyentes de
las muestras bioldgicas presentes sobre dicho soporte de analisis.

Cuando las pistas de la mascara comprenden una parte en pendiente, el desplazamiento de la mascara se realiza
en un plano horizontal con respecto al plano del soporte de analisis por encima del soporte y paralelamente al
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soporte.

Cuando las pistas de la mascara no comprenden ninguna pendiente y por tanto estan posicionadas de modo
inclinado con respecto al soporte de analisis para realizar una pendiente, el desplazamiento de la mascara se
efectla en paralelo al plano del soporte de analisis a su vez en posicion horizontal si la mascara esta inclinada.

Cuando la mascara esta posicionada en la proximidad del soporte de analisis y en cuanto los reactivos entran en
contacto con el soporte de andlisis, se puede proceder inmediatamente a su desplazamiento por barrido por encima
de dicho soporte de andlisis.

Cuando los reactivos se extienden sobre las zonas determinadas del soporte de andlisis, por ejemplo sobre las
zonas correspondientes a las pistas de migracion electroforética de las muestras bioldgicas, estas zonas constituyen
unas zonas de incubacion de dichos reactivos con los constituyentes de las muestras.

Una ventaja de la utilizacion de la mascara segun la invencion reside en el hecho de que cuando se termina la
extensién, la mascara se puede alejar inmediatamente de las zonas delimitadas que constituyen las zonas de
incubacién del soporte de analisis, agotandose la cantidad de reactivo cargada en la mascara.

Otra ventaja relacionada con la utilizacion de la mascara segun la invencion es que permite una extension uniforme
de los reactivos sobre las zonas de incubacion.

Ventajosamente, se utiliza una cantidad de reactivo en exceso, con respecto a la cantidad necesaria para recubrir
las zonas del soporte de andlisis a nivel de las cuales debe intervenir la incubacién entre los constituyentes de la
muestra y los reactivos. Una cantidad de reactivo en exceso es una cantidad superior a la repartida por un pase
sencillo (un barrido), a una velocidad de barrido del soporte de analisis de aproximadamente 2 cm/s.

La cantidad de reactivo que se deja sobre el soporte de analisis por unidad de superficie barrida depende de la
superficie y en particular de la longitud de barrido. Aumenta cuando disminuye la velocidad de barrido.

La velocidad de desplazamiento de la mascara con respecto al soporte de andlisis estd comprendida normalmente
entre 0,5y 2 cm/s.

A modo de ejemplo, para extender reactivos sobre un soporte de electroforesis que presenta una anchura de 8 cm
determinada entre el anodo y el catodo (correspondiente a la longitud de barrido), se pueden realizar dos
desplazamientos que comprenden cada uno una ida y vuelta, pudiendo cada desplazamiento ser realizado en
3 segundos aproximadamente. En este caso, se puede depositar una cantidad de reactivo por pista comprendida
entre 6 ply 10 pl.

A velocidad lenta, es decir a aproximadamente 0,5 cm/s y para una anchura de pista de la mascara de 2,5 mm, se
agota por ejemplo un reactivo en una cantidad de 3-4 pl introducidos bajo la pista, tras 70 mm de recorrido.

Asi, para pistas de 2,5 mm de anchura y un recorrido de barrido de la mascara con respecto al soporte de analisis
de 70 mm, se utilizard ventajosamente un volumen de reactivo de aproximadamente 8 a 10 pl/pista.

Asi, cuando se haya realizado el primer barrido, todavia quedara reactivo bajo la pista aunque el desplazamiento
sea lento de 0,5 cm/s y con mas razon si el desplazamiento es a velocidad media de 2 cm/s.

Se necesitaran otros barridos para agotar la totalidad de los reactivos introducidos. El nimero de barridos puede
variar en funcion del volumen de reactivo introducido en cada pista.

En la préactica, el volumen de cada reactivo puesto en préactica es tal que son suficientes 4 barridos para agotar el
reactivo.

Con 10 pl cargados a nivel de cada abertura, se somete la mascara por ejemplo a 2 idas y vueltas para una longitud
de barrido de 70 mm. Una vez repartidos todos los reactivos en la superficie del gel después de estos 4 pases, se
retira la mascara sin que haya riesgo de extensién inesperada y comienza la fase de incubacién propiamente dicha.

Segun un modo de realizacién particularmente ventajoso de la invencién, se procede a dos barridos (una ida y
vuelta) para extender los reactivos sobre el soporte de andlisis. Aunque tras los barridos quede una pequefia
cantidad de reactivo sobre el soporte de analisis, no es necesario retirarla antes de la incubacion. Las condiciones
de utilizacion de la mascara permiten realizar una extension uniforme.

Si se disminuye la longitud de barrido, puede disminuir ventajosamente la cantidad de reactivo extendido por pista.

Anteriormente se ha indicado que la mascara utilizada para la realizaciéon del procedimiento destinado a disponer y
extender uno o varios reactivos sobre un soporte de analisis es ventajosamente (no obstante, no necesariamente)
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una mascara en la que las pistas destinadas al fijador que puede fijar los constituyentes de las muestras biolégicas
para realizar un perfil de control estan deslazadas con respecto a las otras pistas segun lo que se ha descrito
anteriormente.

Esta desviacién entre la pista del fijador y por ejemplo las pistas destinadas a los antisueros especificos evita la
interacciéon entre los reactivos durante su deposito sobre el soporte de analisis. Esta desviacion se justifica
particularmente cuando todos los reactivos se cargan a nivel de la mascara y se depositan juntos.

Alternativamente, por ejemplo cuando las pistas destinadas al fijador no estan desplazadas, se procedera a una
carga de la mascara en dos veces, de modo que se depositan en un primer momento los antisueros, y en un
segundo momento el fijador. Esta carga en dos veces se puede realizar alternativamente procediendo en primer
lugar a la carga y al depdsito del fijador, y después a la carga y al depésito de reactivos especificos.

Todavia alternativamente, la carga se puede realizar de una sola vez, si las condiciones de depdsito de los reactivos
sobre el soporte de andlisis son tales que no conducen a interacciones entre los reactivos, en particular entre los
reactivos especificos y el fijador si esta presente.

Cuando la mascara es tal que se debe utilizar en posicion inclinada para realizar una pendiente a nivel de las pistas,
con respecto al soporte de andlisis, las pistas no estan desplazadas unas con respecto a otras, sino que la carga de
los reactivos que se desea evitar que interaccionen (fijador y antisueros por ejemplo) se realiza o bien en dos
momentos: el reactivo cargado en un primer momento se extiende mediante barrido antes de la carga del reactivo
(por ejemplo del antisuero) cargado en un segundo momento, 0 bien en condiciones que permiten evitar las
interacciones molestas durante el depdsito de los reactivos sobre el soporte de analisis.

El procedimiento para depositar y extender reactivos segun la invencién es segun un modo de realizacién particular,
tal que la carga de la mascara por medio del o de los reactivos se efectla fuera de la zona de la superficie del
soporte de analisis que comprende las muestras bioldgicas.

En efecto, durante este llenado que necesita un determinado tiempo (de 30 segundos a 2 minutos), la zona del
soporte de andlisis recubierta por los reactivos a este nivel es mas grande que la propia pista debido a un fenémeno
de difusion. Esta difusién podria conllevar un agrandamiento anémalo del perfil, revelado tras la incubacion del
reactivo con los constituyentes de la muestra bioldgica, si este llenado se realizara en la vertical de una zona que
comprende un perfil de los constituyentes de las muestras que se deben revelar.

Si la carga de la mascara se realiza fuera de las zonas del soporte de analisis que comprenden los constituyentes de
las muestras, no se produce este inconveniente resultante de la difusion de los reactivos de la zona de depésito.

Asi, cuando el tamafio de la superficie del soporte de andlisis lo permite, dicha carga se puede efectuar en la parte
anddica mas alla de la zona en la que se sitlan los perfiles de migracion electroforética de dichas muestras. La
carga se puede realizar alternativamente en la parte catdédica mas alla de la zona de los perfiles de migracién
electroforética de las muestras.

Cuando el tamafio de la superficie del soporte de analisis no permite un depdsito de este tipo fuera de la zona que
contiene los perfiles de migracion electroforética de las muestras, la carga de la mascara se puede realizar fuera de
la superficie del soporte, por ejemplo sobre una hoja de plastico fino, apoyandose esta hoja sobre el soporte de
andlisis y en el plano de la superficie de este soporte pero sobresaliendo de esta superficie.

La invencién tiene asimismo por objeto un procedimiento para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un
soporte de analisis que comprende unas muestras bioldgicas, comprendiendo este procedimiento las etapas
siguientes:

- cargar el o los reactivos sobre la mascara de modo que se permita el depdsito del o de los reactivos sobre el
soporte de analisis, y su mantenimiento por capilaridad entre dicho soporte y la pendiente de la o de las
pistas de dicha méascara;

- posicionar una mascara definida anteriormente o un dispositivo definido anteriormente, en la proximidad del
soporte de andlisis, de modo que se permita el depdsito del o de los reactivos sobre el soporte de andlisis y
su mantenimiento por capilaridad entre dicho soporte y la pendiente de la o de las pistas de dicha mascara;

- desplazar la mascara de manera que se realice un barrido de la superficie del soporte de andlisis de manera
gue se permita la extension del o de los reactivos sobre el soporte de andlisis a nivel de zonas de incubacion,
correspondientes a unas zonas delimitadas de dicho soporte, extendiéndose el o los reactivos en cantidad
suficiente para permitir su interaccién con los constituyentes de las muestras biolégicas presentes sobre
dicho soporte de analisis.

Las caracteristicas indicadas anteriormente para la realizacién del procedimiento destinado a disponer y extender
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son aplicables en este caso.

Segun este modo de utilizacion de la mascara movil cargada previamente a su posicionamiento por encima del
soporte de analisis se han introducido todos los reactivos en los orificios superiores de las aberturas asociadas a
cada pista de la mascara que desempefian entonces el papel de reserva. Estos reactivos se mantienen alli a pesar
de la presencia del orificio inferior de cada abertura, debido a las fuerzas de capilaridad.

En las configuraciones descritas anteriormente, cuando se carga la mascara encima del soporte de analisis, estando
la mascara ya colocada a la distancia requerida (aproximadamente 0,5 mm para el punto mas bajo) de dicho
soporte, se introducen directamente los reactivos entre las pistas de la mascara y el soporte de analisis.

Para ello, durante la fase de expulsion del reactivo que se ha extraido en la boquilla de la pipeta, se garantiza la
estanqueidad entre el extremo de esta boquilla y el orificio superior de la méascara, por ejemplo manteniendo la
pipeta en posicién vertical con la boquilla ligeramente apoyada en el fondo de la abertura de la mascara a nivel de la
parte conica vecina del orificio inferior de la abertura. Cuando esta parte conica inferior esta prolongada por una
parte cilindrica, esta Ultima presenta un diametro (por ejemplo de 0,8 mm) que no permite el paso de la boquilla de la
pipeta. Esto garantiza la salida “forzada” del reactivo por el orificio inferior de la abertura asociada a la pista,
entrando la gota que sale de este orificio inferior en contacto con el soporte de analisis situado en la proximidad
(0,5 mm) y extendiéndose por capilaridad entre la pista y el soporte. En el caso en el que no se obtiene la
estanqueidad boquilla de pipeta-orificio superior, el reactivo permanece en el orificio superior y no desciende sobre
el soporte de andlisis.

Esto es también lo que se produce en el caso en el que se garantiza la estanqueidad pero sin que la superficie del
soporte de analisis esté en la proximidad del orificio inferior, es decir cuando la carga se realiza fuera del soporte de
analisis.

En estas condiciones, la gota que se ha formado (pero que debido a su volumen muy pequefio de 10 a 15 pl no ha
caido) y que permanece enganchada por capilaridad en la proximidad del orificio inferior, vuelve a subir al pocillo
constituido por el orificio superior cuando se suprime el “contacto boquilla-orificio superior” mediante separacion de
la pipeta.

Este modo de utilizaciéon particular de la mascara con carga previa a su colocacion por encima del soporte de
andlisis presenta la ventaja de poder realizarse de modo automatico por ejemplo por medio del autémata Hydraplus
SEBIA suprimiendo asi cualquier pipeteado manual dando como resultado una simplificacion aumentada del llenado
de la méascara.

La mascara cargada con los reactivos repartidos en los orificios superiores que desempefian el papel de depdsito se
puede conservar en una camara himeda durante un periodo que varia de algunos minutos a varias horas, antes de
su utilizacién.

Para que los reactivos cargados en la mascara se depositen sobre el soporte de analisis, se pueden considerar
diferentes medios.

Segun un primer modo de realizacion, se posiciona el conjunto mascara y porta-mascaras (constituyendo el porta-
mascaras un medio de posicionamiento de la mascara) cargado con diferentes reactivos por encima del soporte de
andlisis mediante enganche sobre el carril de guiado y se lleva a hacer tope en posicion anddica. Se recubre el
conjunto de la mascara por una pequefia camara (figura 3) que engloba el conjunto de los orificios superiores y que
se apoya en la periferia de la mascara (apoyo estanco de superficie plana contra superficie plana). Esta camara
dispone de una boquilla por la que se inyecta rapidamente (por medio de una jeringa por ejemplo) un pequefio
volumen de aire comprendido entre 50 y 200 pl. Este aumento de presion en la camara estanca hace que se formen
gotas de cada uno de los reactivos debajo de las pistas de la mascara y estos reactivos llegan a tocar el gel. Como
resultado de este contacto con el soporte de analisis, se extienden simultdneamente por capilaridad entre las pistas
de la mascara y el soporte de analisis. Se procede entonces al barrido de la superficie del soporte de analisis.

Segun otro modo de realizacion, se posiciona el conjunto mascara y porta-mascaras previamente cargado por
encima del soporte de analisis mediante enganche del porta-méascaras sobre el carril de guiado y se lleva a hacer
tope en posicion anddica.

El descenso de los reactivos sobre el soporte de analisis desde los orificios superiores de la méascara que
desempefian el papel de depésito se puede obtener introduciendo verticalmente en cada uno de los orificios
superiores una varilla cilindrica de diametro inferior al del orificio inferior de la mascara (por ejemplo de 0,5 mm)
constituida por un material de naturaleza hidréfila (por ejemplo acero inoxidable) hasta que esta varilla entra en
contacto con el soporte de andlisis.

Esta varilla permite establecer una union entre el liquido introducido en el orificio superior y el soporte de andlisis. La
totalidad del liquido introducido desciende entonces por capilaridad a lo largo de la varilla y se reparte entre la pista y
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el soporte de analisis.

El descenso simultaneo de todos los reactivos sobre el soporte de analisis se puede obtener introduciendo vertical y
simultaneamente una varilla en cada uno de los orificios superiores de la mascara, volviéndose estas varillas de
igual longitud (de 5 a 10 mm) solidarias por ejemplo mediante encaje en una placa de plexiglas rectangular de igual
dimensién que la mascara y con una geometria tal que reproduce exactamente la disposicién de los orificios de la
mascara. Cuando se han extendido todos los reactivos entre las pistas de la mascara y el soporte de analisis, se
retira la placa de plexiglas provista de estas varillas y se procede al barrido de la mascara en la superficie del gel.

La solicitud describe asimismo un procedimiento que permite hacer descender simultdneamente sobre el gel todos
los reactivos, que consiste en, después de haber posicionado la mascara en tope anddico por encima del soporte de
andlisis, comunicarle un impulso mecanico. Este impulso se puede obtener por ejemplo por enclavamiento en el
soporte de la mascara, de la mascara cargada.

Este impulso permite proyectar por inercia una gota de reactivo hasta entonces mantenida por capilaridad en el
deposito de la mascara, sobre el soporte de analisis y establecer asi una union entre el punto mas bajo de las pistas
de la mascara a nivel del orificio inferior de las pistas y el soporte de analisis para que todos los reactivos situados
en los depositos se extiendan por capilaridad entre las pistas de la mascara y el soporte de andlisis. Entonces se
puede proceder al barrido de la superficie del gel.

Todavia segin un modo ventajoso de realizacién, cuando la mascara se carga fuera del soporte de andlisis, tras el
reparto de los reactivos en los orificios superiores y la instalacion de la mascara por encima del soporte de analisis,
se pone brevemente la mascara en contacto con el soporte de analisis, en el punto mas bajo de la pendiente de las
pistas. Este contacto, que debe ser transitorio, tiene por objeto permitir entonces el descenso de todos los reactivos
sobre el soporte de andlisis, antes de proceder a la extension.

Una vez cargada la mascara y en posicion de utilizacién segln uno de los modos de realizacién anteriores, es decir
cuando cada pista ha recibido una cantidad de reactivo determinada, se desplaza la mascara en paralelo al soporte
de andlisis gracias a los medios de guiado, en el sentido de la migracion electroforética. Este desplazamiento tiene
como consecuencia arrastrar el liquido situado entre la mascara y el soporte de analisis, por barrido de la superficie
del soporte de andlisis que esta frente a las pistas de la mascara. El liquido mantenido por capilaridad entre la
mascara y el soporte de analisis es arrastrado en particular gracias a la pendiente de las pistas que permite recoger
el reactivo hacia su punto mas bajo durante el desplazamiento y entonces se deposita una cierta cantidad de
reactivo sobre el soporte de analisis en el que penetra y permanece. A medida que se realiza el barrido, se consume
por tanto el volumen de liquido contenido bajo la pista mediante penetracion en el soporte de analisis y disminuye.

La invencion también tiene por objeto un procedimiento para depositar y extender reactivos sobre un soporte de
andlisis, en el que la etapa de carga de la mascara con el o los reactivos es automatizada.

En otro modo de realizacion preferido de la invencion, la etapa de desplazamiento de la mascara para la realizacion
del barrido del soporte de andlisis es automatizada.

El procedimiento segln la invencion se realizacion ventajosamente para la deteccién de constituyentes de muestras
biologicas, previamente separados por migracion electroforética, pudiendo esta deteccion hacer intervenir en
particular la técnica de inmunofijacién, siendo en este caso los reactivos unos antisueros especificos y de modo
preferido un fijador para realizar un perfil electroforético de control.

Un procedimiento de este tipo segun la invencion se puede poner en practica en las condiciones habituales de
realizacién de las técnicas de electroforesis y de inmunofijacién. Asi, los reactivos utilizados son los reactivos
utilizados habitualmente, utilizandose no obstante estos reactivos ventajosamente en una cantidad inferior en el
marco de la invencidn, con respecto a las cantidades utilizadas habitualmente.

Ventajosamente en el marco de la invencion, los procedimientos definidos anteriormente permiten, con una mascara
de 18, 12 o 6 pistas, el analisis simultaneo respectivamente de 3n, 2n, n muestras bioldgicas, siendo n un nimero
entero que representa el nimero de filas de depdsitos. Preferentemente, n es igual a 2, 3 0 4.

No obstante, no existe ningun limite de principio para el nimero de pistas de la mascara.

Debido a la estructura de la mascara y a las modalidades de su utilizacién, la cantidad de cada reactivo cargado a
nivel de cada pista de la mascara, es decir introducido en cada abertura de cada pista y mantenido por capilaridad
por debajo de cada pista, se puede reducir ventajosamente y ser por ejemplo inferior a 15 pl/pista. Preferentemente,
esta cantidad es inferior o igual a 10 pl/pista.

Cuando se depositan los reactivos sobre el soporte de analisis, estan en forma liquida. La invencion tiene por tanto

por objeto la utilizacion de reactivos liquidos para cargar la mascara. La invencion también tiene por objeto la
utilizacién de una mascara cargada con reactivos liquidos, liofilizandose posteriormente la mascara de modo que los
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reactivos contenidos en las aberturas de la mascara se liofilicen, hasta la utilizacién de la mascara en la que, para la
etapa destinada a despositar, los reactivos estan en forma de disoluciones.

La invencion tiene ademas por objeto un kit que comprende:

- por lo menos una mascara definida anteriormente,
- por lo menos un soporte de andlisis, en particular un soporte de electroforesis.

Dicho kit puede comprender ademas:

- unos reactivos para la inmunofijacion de los constituyentes de las muestras separados por electroforesis,
- un fijador para la fijacion para cada muestra del conjunto de los constituyentes separados por electroforesis.

El kit también puede comprender por lo menos un peine para disponer las muestras sobre el soporte de andlisis.

Si se debe cargar la mascara fuera del soporte de electroforesis, el kit puede comprender unos medios, por ejemplo
descritos anteriormente, para hacer que los reactivos desciendan de las aberturas comprendidas en la mascara
sobre el soporte de andlisis.

Un kit de este tipo esta adaptado, de modo preferido, para la separacion simultanea de 9, incluso 12 muestras sobre
cada soporte de electroforesis, por medio de una mascara de 18 pistas.

Preferentemente, un kit de este tipo permite la separacion simultdnea de 18 muestras sobre cada soporte de
electroforesis.

Un kit segun la invencién también puede contener unas indicaciones relativas a la utilizaciéon de la mascara de la
invencion, por ejemplo en forma de unas instrucciones de utilizacion que comprenden informacién sobre las
cantidades de reactivos que se deben cargar sobre la mascara y/o sobre las condiciones de desplazamiento de la
mascara tales como la velocidad de barrido o el nimero de barridos aconsejados.

Dado el caso, en un modo de realizacién particular del kit de la invencion, la mascara no estd acompafiada por el
soporte de analisis, que se puede obtener independientemente.

La mascara segun la invencién esta cargada ventajosamente con reactivos.

Por otro lado, la invencion tiene por objeto un soporte de electroforesis para la separacion de por lo menos 9
muestras biologicas dispuestas segun 3 filas de 3 muestras, con vistas a su inmunofijacién, comprendiendo dicho
soporte por lo menos 18 pistas de migracion, estando dichas pistas separadas unas de otras en una distancia de
2 mm y presentando una anchura de 3 mm, y siendo la longitud total de las pistas de migracion de como maximo
63 mm.

Otras caracteristicas, detalles y ventajas de la invencion se desprenderan de la lectura de la siguiente descripcion,
realizada a modo de ejemplo con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

- lafigura 1 es una vista esquematica en perspectiva, desde abajo, de un dispositivo porta-mascaras segun la
invencion;

- lafigura 2 es una vista esquematica en perspectiva, desde arriba, de este dispositivo;

- lafigura 3 es una vista esquematica desde arriba en perspectiva, de este dispositivo y de una tapa asociada;
- las figuras 4 y 5 son unas vistas desde abajo y lateral respectivamente de la mascara segun la invencion;

- lafigura 6 es una vista en seccion segun la linea VI-VI de la figura 4;

- las figuras 7 y 8 son unas vistas esquematicas en perspectiva de dos variantes de realizacion;

- las figuras 9 a 17 ilustran otro modo de realizacion de la mascara en el que las pistas estan alineadas segun
una sola fila.

Figura 9

Vista desde arriba de la guia que permite colocar la méascara por encima del gel de electroforesis y permitir el
barrido de la mascara por encima del gel segin una direccién y un recorrido determinado.

Figura 10
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Vista desde arriba y desde abajo del carro. El carro se engancha sobre el carril (14) por medio de la corredera
(49) de deslizamiento. El carro presenta cuatro pies (30) que se apoyan sobre el plano en el que se coloca el
gel de electroforesis a ambos lados de este gel. Estos pies (30) se pueden deslizar sobre este plano.

Figura 11

Vista desde arriba y desde abajo del porta-méascaras que recibe y mantiene la mascara por medio de las
muescas (43) y de los resortes (28).

El porta-méascaras presenta una zona de apoyo (46) en la que se ejerce una presion para poner la mascara
en contacto con el gel.

Figura 12

Conjunto carro y porta-mascaras que se vuelven solidarios por medio de las dos lamas de acero de resorte
(47) que se mantienen por medio de remaches (48). Este conjunto, una vez enganchado sobre el carril de
guiado (14) mediante la corredera (49), permite mantener la mascara en paralelo al gel y en la proximidad del
mismo sin que haya contacto.

Para hacer que desciendan los reactivos que se han cargado en los pocillos de la mascara, se ejerce en (46)
una presion sobre el porta-mascaras. Esto conlleva una flexion de las lamas de resorte (47) y la parte mas
baja de las pistas en la que esta situado el orificio inferior de los pocillos de llenado (34) entra en contacto con
el gel (un sistema de tope permite limitar el recorrido de esta flexion con el fin de no dafar el gel). Liberando
la presion en (46), la mascara sube y recupera la posicién de origen y el conjunto de los reactivos contenidos
en los pocillos (36) se reparte por capilaridad entre la parte inferior de las pistas (32) y el gel. Entonces se
procede al barrido por medio del asa (26) realizando una ida y vuelta.

Figura 13

Muestra una vista desde arriba del conjunto carro + porta-mascaras + mascara.

Figuras 14 a 17

Muestran unas vistas desde arriba y desde abajo de diversos tipos de mascaras.

Figura 18

Muestra el conjunto guia + mascara fijado sobre la barra de posicionamiento (50) sobre la bandeja de
electroforesis en posiciones extremas de barrido.

El dispositivo representado en las figuras 1 a 3 comprende una mascara 10 seguln la invencién, montada de modo
amovible sobre un brazo de soporte 12, sustancialmente en forma de C, que se engancha y es guiado en traslaciéon
sobre un carril 14 de una barrita 16 de posicionamiento y de fijacion sobre una bandeja (no representada) que
soporta el soporte de andlisis (tal como por ejemplo un gel de agarosa).

La barrita 16 se extiende sobre un borde de esta bandeja en paralelo a la direccién de migracion electroforética y
comprende dos luces transversales 18 en las que se acoplan unos contactos vaciados 20 soportados por otra barrita
21 solidaria al borde de la bandeja, encajandose los vaciados de los contactos 20 sobre unos tetones que emergen
de la bandeja de migracién (no representados) y asociados a unos tornillos 22 de regulaciéon de la posicién
transversal de la barrita 16 y por tanto de la mascara 10 con respecto a la bandeja y al soporte de analisis. La barrita
comprende ademas unos tornillos 24 que permiten bloquear la barrita tras su regulacion.

El carrii 14 se extiende en paralelo a la direccion de migracion electroforética y se acopla en una ranura
correspondiente de un extremo del brazo 16. Este extremo lleva un asa o una varilla 26 de desplazamiento en
traslacion sobre el carril 14 en un sentido y en el otro.

Como variante, se pueden prever unos medios motorizados sobre la barrita 16 para el desplazamiento automatizado
del brazo 12, por ejemplo un micromotor eléctrico cuyo arbol de salida lleva una rueda dentada, o una polea, que
coopera con una cadena, 0 una correa respectivamente, conectada al brazo 12.

La mascara 10 se fija sobre el brazo 12 mediante cualquier medio apropiado, por ejemplo mediante encajado a
presion elastico tal como se representa en 28 y esta formada por una placa plana alargada sustancialmente
rectangular, que se extiende transversalmente, es decir en perpendicular, a la direccién de migracion electroforética.

Esta placa se mantiene por encima del soporte de analisis, a una distancia predeterminada del mismo, mediante
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unos contactos o cufias 30 formados o fijados sobresaliendo de la cara inferior del brazo 12 y que estan destinados
a descansar sobre los bordes de la bandeja mencionada anteriormente.

La cara inferior de la mascara 10 comprende una serie de pistas (0o rampas) oblicuas 32, paralelas entre si y
dispuestas en dos filas transversales en las que estan desviadas de manera escalonada, en el ejemplo
representado. Estas pistas (o rampas) 32 se extienden en paralelo a la direcciéon de migracion electroforética y todas
estan inclinadas en el mismo sentido. Su extremo mas bajo comprende un orificio 34 de depdsito de reactivo sobre
el soporte de analisis. Este orificio 34 es el orificio inferior de un conducto o paso que atraviesa la mascara 10 por
todo su grosor y que desemboca en la cara superior de la mascara por un orificio 36 que presenta un diametro
netamente mayor que el del orificio inferior 34.

En un modo de realizacion de la invencién representado en las figuras 4 a 6, estos orificios 34 y 36 son los extremos
de conductos cilindricos pequefios de seccion circular conectados uno al otro por un conducto troncocénico 38.

Al engancharse el porta-mascaras 12 con la mascara 10 encajada a presion sobre el carril de guiado 14, una
regulacion transversal por medio de los tornillos 22 permite llevar las rampas de la mascara a la vertical de las pistas
de migracién de muestras que se pueden visualizar mediante adicién a las muestras depositadas de un colorante
apropiado tal como azul de bromofenol.

El barrido de la mascara por encima del soporte de andlisis se realiza manualmente por medio del asa 26 o de los
medios motorizados mencionados anteriormente.

Tal como se representa esquematicamente en la figura 3, se puede colocar una tapa 40 sobre la mascara 10 y
fijarse a la misma para cerrar de modo sustancialmente estanco los conductos 34, 36, 38 formados en la mascara
10. Un tubo 42 de la tapa 40 desemboca por encima de los orificios superiores 36 de estos conductos y permite la
inyeccion de una pequefia cantidad de aire entre la mascara y la tapa, para ejercer una presion sobre los reactivos
contenidos en los conductos de la mascara y hacer que desciendan en los conductos para ponerlos en contacto con
el soporte de andlisis.

Se pueden depositar asi los reactivos en los conductos de la mascara 10, cerrar estos conductos de modo
sustancialmente estanco por la tapa 40, transportar el conjunto mascara 10-tapa 40 y colocarlo por encima del
soporte de analisis, antes de utilizar los reactivos.

Se han representado esquematicamente en las figuras 7 y 8 dos variantes de realizacion de la mascara 10:

- la de la figura 7 comprende 18 conductos pasantes dispuestos en dos filas paralelas y desplazados de
manera escalonada de una fila a otra,

- la de la figura 8 comprende dos grupos de seis conductos pasantes, estando los dos grupos alineados por la
longitud de la mascara y comprendiendo cada uno cinco conductos alineados y un conducto desplazado.

Ejemplos de utilizacion de la mascara segun lainven  cion
Ejemplo 1

Inmunofijacién simultanea de 9 muestras por medio de una mascara movil de 18 pistas. (Figura 4).

Se realizé la manipulacion por medio del automata de electroforesis Hydrasys® de la empresa SEBIA, sobre un gel
destinado a la inmunofijacién, con dimensiones de 0,7 x 83 x 101 mm.

Para disponer las muestras sobre el soporte de electroforesis, se utilizaron los aplicadores (patentes francesa n° 2
671 290 y europea 0 493 996) que comprenden 18 dientes de 3 mm separados por 2 mm. Se deposité cada muestra
sobre 6 dientes consecutivos, permitiendo por tanto cada aplicador el depdsito de 3 muestras diferentes sobre el gel
de electroforesis y se utilizaron 3 aplicadores para las 9 muestras que se iban a analizar. Se realizaron los depésitos
sobre el gel por medio del autbmata Hydrasys®, en 3 filas paralelas situadas respectivamente a 18, 38 y 58 mm del
borde catédico del gel. Se realiz6 la migracion electroforética a temperatura controlada de 20°C, a potencia
constante de 20 W y durante un periodo tal que se acumularon 31 voltios hora.

Una vez terminada la migracién, se instalé la mascara movil de la invencion de 18 pistas cuyas caracteristicas
geomeétricas son las siguientes: anchura de pista de 2,5 mm, longitud de pista de 7 mm, separacion interpistas de
2,5 mm, pendiente de las pistas de 5° Una fila de 3 pistas (destinadas a la carga del fijador) esta desplazada
5,5 mm con respecto a la fila de 15 pistas (destinadas a la carga de los antisueros).

Se colocaron las cavidades de los contactos 20 del carril de guiado sobre los dos tetones llevados por la bandeja de
migracion del automata Hydrasys®.
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Se encajé a presion la mascara de 18 pistas en el porta-mascaras 12 que a su vez estaba enganchado en el carril
de guiado. Se llevaron la méascara y su porta-mascaras a hacer tope en posicién superior, es decir en el lado
anddico del gel. Un colorante, azul de bromofenol, incorporado en las muestras depositadas sobre el gel, permitid
visualizar la posicién de las pistas electroforéticas sobre el soporte de analisis. Por medio de la regulacion
transversal 20, 22, se llevaron las pistas o rampas de la mascara a nivel de la alineacién de las pistas de migracion
de las muestras.

Entonces se procedi6 a la carga de la mascara introduciendo por las aberturas superiores de las pistas (36) los
diferentes reactivos necesarios para la inmunofijaciéon, a razén de 10 pl de reactivo por pista y segun el orden
habitual: fijador, antisueros anti-IgG, anti-IgA, anti-IgM, anti-kappa y anti-lambda. Se introdujo el fijador bajo las 3
pistas desplazadas en el lado anddico.

Una vez introducidos entre las pistas y el gel, se extendieron estos 10 pl de reactivo bajo cada pista en
aproximadamente 5-6 mm mas alla de las zonas, en el lado anédico, que se tenian que revelar.

En cuanto se termind la carga de la méascara, ésta se desplazé por medio del asa (26) mediante deslizamiento a lo
largo del carril de guiado. Este barrido se realizé sin sacudidas, a una velocidad aproximadamente constante desde
la posicion superior (en el lado anddico) hasta la posicion inferior (en el lado catédico) del gel, realizando un
recorrido de 63 mm. Se realiz6 este barrido en aproximadamente 3 segundos.

Al llegar la mascara a hacer tope en la posicién catédica, entonces se realizé un barrido en sentido inverso, en las
mismas condiciones. Se repitieron estos dos barridos una vez. Entonces se depositd la totalidad de los reactivos
introducidos inicialmente bajo las pistas sobre el gel por encima de las zonas de migracién electroforética. Se pudo
retirar la mascara antes de la fase de incubacion de los reactivos sobre el gel realizada durante 5 minutos a 20°C.

A continuacién, se procedi6 a las etapas de bombeo, secado, lavado, coloracion, decoloracion, secado segun los
protocolos habituales utilizados en inmunofijacion.

Ejemplo 2

Inmunofijacién simultinea de 12 muestras por medio de una mascara mévil de 18 pistas (figura 4).

Se procedié como en el ejemplo anterior, pero se cargaron 4 aplicadores de 18 dientes a raz6n de 3 muestras por
aplicador. Por medio del autébmata Hydrasys®, se realizaron los depésitos sobre el gel en 4 filas paralelas situadas
respectivamente a 18, 33, 48 y 63 mm del borde catddico del gel. Se realiz6 la migracion durante 28 voltios hora a
potencia constante de 20 W, a 20°C. A continuacion se procedié como para el ejemplo anterior.

Ejemplo 3

Inmunofijacién simultinea de 4 muestras por medio de una mascara mévil de 12 pistas (figura 8)

Para depositar las muestras sobre el gel se utilizaron unos aplicadores de 15 dientes de 4 mm de anchura,
separados 2 mm, cargandose los aplicadores a razén de 2 muestras por aplicador (muestra n® 1, dientes 2 a 7;
muestra n° 2, dientes 9 a 14).

Por medio del autbmata Hydrasys®, se realizaron los depdsitos sobre el gel en 2 filas paralelas situadas
respectivamente a 23 y 53 mm del borde catodico del gel.

Se prosiguié con la migracion a temperatura controlada de 20°C a potencia constante de 20 W hasta que se
acumularon 42 voltios hora.

Una vez terminada la migracion, se instald la mascara movil de 12 pistas cuyas caracteristicas geométricas son las
siguientes: anchura de pista de 3,5 mm, longitud de pista de 7 mm, espacio interpistas de 2,5 mm, pendiente de las
pistas de 5°. Una fila de 2 pistas (destinadas a la carga del fijador) esta desplazada 5,5 mm con respecto a la fila de
10 pistas (destinadas a la carga de los antisueros).

Se colocaron los vaciados de los contactos 20 del carril de guiado sobre los dos tetones situados en el plano de la
bandeja de migracién de Hydrasys®. Se encajdé a presion la mascara de 12 pistas en el porta-mascaras que a su
vez estaba enganchado en la ranura del carril de guiado, llevandose el conjunto a hacer tope en la posicién superior.

Por medio de la regulacion transversal, se llevaron las pistas de la mascara tal como se ha descrito en el ejemplo 1)
a nivel de la alineacién de las pistas de migracién electroforética de las muestras.

Entonces se procedi6 a la carga de la mascara introduciendo 14 pl de reactivo por pista.

Se realiz6 la extensiéon de los reactivos como en los ejemplos anteriores haciendo que la mascara realizara 4
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barridos.
Entonces se deposito la totalidad de los reactivos en la superficie del gel y se pudo retirar la mascara.

Se prosiguié entonces con la incubacion y se efectuaron las etapas de bombeo, secado, lavado, coloracion,
decoloraciéon, secado como habitualmente.

Ejemplo 4

Realizacién de una técnica 36 IF Penta por medio de una mascara mévil de 18 pistas (figura 4).

La técnica IF Penta se utiliza de manera rutinaria para detectar en las muestras analizadas la presencia de
paraproteinas en forma de bandas monoclonales u oligoclonales de naturaleza de inmunoglobulina.

Esta técnica se realiza revelando uno al lado de otro para cada muestra analizada, el perfil proteico total y el perfil
del conjunto de las inmunoglobulinas realizando una inmunofijacion mediante un antisuero pentavalente, es decir
que presenta a la vez especificidades anti-lgG, anti-IgA, anti-IlgM, anti-kappa y anti-lambda.

Se realiz6 la manipulaciéon en el marco de este ejemplo sobre un gel de agarosa destinado a la inmunofijacion con
dimensiones de 0,7 x 83 x 101 mm por medio del autémata de electroforesis Hydrasys® SEBIA. Se utilizaron unos
peines de 18 dientes de 3 mm, separados 2 mm. Se deposité cada muestra que se iba a analizar por duplicado una
al lado de otra, es decir, 9 muestras por aplicador.

MVA

Para las 36 muestras, se utilizaron 4 aplicadores.

Se realizaron los depésitos sobre el gel por medio del autémata Hydrasys® en 4 filas paralelas situadas
respectivamente a 18, 33, 48 y 63 mm del borde catédico del gel. Entonces se realizd la migracién a temperatura
controlada de 20°C con potencia constante de 20 W hasta la acumulacién de 28 voltios hora. Entonces se instalo la
mascara movil de la invencién de 18 pistas correspondiente a la figura 4.

Esta mascara esta constituida por 2 filas de 9 pistas cada una, desplazadas una con respecto a la otra en 5,5 mm.
Las 9 pistas mas anddicas estan destinadas a recibir el fijador, las otras 9 pistas, el antisuero pentavalente. Cada
pista presenta una anchura de 2,5 mm, una longitud de 7 mm, un espacio interpistas de 2,5 mm y una pendiente de
5°.

Se encajo6 a presion la mascara en el porta-mascaras y se llevé a hacer tope en posicion superior en el lado anédico.
Se introdujeron los reactivos a razén de 10 pl/pista.

A continuacion se procedié segun las etapas descritas en los ejemplos 1 a 3.
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REIVINDICACIONES

1. Mascara, conveniente para depositar y extender reactivos sobre un soporte de analisis de muestras biolégicas,
que comprende:

- una superficie inferior y una superficie superior por lo menos en parte paralelas entre si, separadas por una
distancia que constituye el grosor de la mascara,

- una o varias pistas, correspondientes a unas zona(s) delimitada(s), localizadas a nivel de la superficie inferior
de la méascara y que comprenden un elemento sobresaliente (32) que sobresale en la superficie inferior de la
mascara, comprendiendo cada elemento sobresaliente una parte que constituye una pendiente con respecto
a un plano horizontal,

- caracterizada porque la mascara comprende, asociada a cada pista, una abertura para la carga y el deposito
de reactivos, dicha abertura atravesando la mascara por la totalidad de su grosor desde un orificio superior
(36) de carga en la superficie superior de la mascara hasta un orificio inferior (34) de depdsito, estando dicho
orificio inferior de depdsito situado en la pendiente, en la proximidad del punto mas bajo de la pendiente de la
pista,

siendo la mascara tal que la o las pistas que comprende permiten el mantenimiento por capilaridad, entre la pista y
la superficie del soporte de analisis frente a la que se colocara la mascara, de reactivos cargados a nivel de cada
abertura y depositados sobre el soporte de analisis.

2. Mascara segun la reivindicacion 1, conveniente para extender reactivos sobre un soporte de analisis de muestras
bioldgicas, que comprende:

- una superficie inferior y una superficie superior por lo menos en parte paralelas entre si, separadas por una
distancia que constituye el grosor de la mascara,

- una o varias pistas que comprenden cada una un elemento (32) sobresaliente de forma alargada, que
emerge bajo la superficie inferior de la mascara, comprendiendo dicho elemento sobresaliente una parte que
constituye una pendiente con respecto a un plano horizontal,

- asociada a cada pista, una abertura para cargar y depositar reactivos, dicha abertura atravesando la mascara
por la totalidad de su grosor desde un orificio superior (36) de carga presente en la superficie superior de la
mascara hasta un orificio inferior (34) de depésito, estando situado dicho orificio inferior de depésito en la
pendiente, en la proximidad del punto mas bajo de la pendiente de la pista,

siendo la mascara tal que la o las pistas que comprende permiten el mantenimiento por capilaridad, entre la pista y
la superficie del soporte de andlisis frente a la que se colocara la mascara, de reactivos cargados a nivel de cada
abertura y depositados sobre el soporte de analisis.

3. Mascara segun la reivindicacién 1 o 2, conveniente para extender reactivos sobre un soporte de andlisis de
muestras biolégicas, que comprende:

- una superficie inferior y una superficie superior por lo menos en parte paralelas entre si, separadas por una
distancia que constituye el grosor de la mascara,

- una o varias pistas que comprenden cada una un elemento (32) sobresaliente que emerge bajo la superficie
inferior de la mascara, constituido por una protuberancia de forma paralelepipédica truncada, comprendiendo
dicho elemento sobresaliente una parte que constituye una pendiente con respecto a un plano horizontal,

- asociada a cada pista, una abertura para cargar y depositar reactivos, dicha abertura atravesando la mascara
por la totalidad de su grosor desde un orificio superior (36) de carga presente en la superficie superior de la
mascara hasta un orificio inferior (34) de depésito, estando situado dicho orificio inferior de depésito en la
pendiente, en la proximidad del punto mas bajo de la pendiente de la pista,

siendo la mascara tal que la o las pistas que comprende permiten el mantenimiento por capilaridad, entre la pista y
la superficie del soporte de andlisis frente a la que se colocara la mascara, de reactivos cargados a nivel de cada
abertura y depositados sobre el soporte de analisis.

4. Mascara segun la reivindicacion 2 o 3, conveniente para extender reactivos sobre un soporte de andlisis de
muestras biolégicas, caracterizada porque el elemento (32) sobresaliente presenta una superficie superior, que
coincide con la parte de la superficie inferior de la mascara de la cual emerge, y una superficie inferior separada de
la superficie superior segun por lo menos una pendiente con respecto a un plano horizontal.
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5. Mascara segun la reivindicacion 1, caracterizada porque cada elemento (32) sobresaliente comprende una
superficie inferior y una superficie superior paralelas entre si y paralelas a las superficies inferior y superior de la
mascara, realizandose la pendiente de la pista mediante la inclinacién de la méascara con respecto al soporte de
andlisis, en posicién de utilizacién.

6. Mascara segun la reivindicacion 5, caracterizada porque el elemento (32) sobresaliente es de forma alargada, en
particular de forma paralelepipédica.

7. Mascara segun la reivindicacion 4 o 6, caracterizada porque el punto mas bajo de la pendiente, situado en la
proximidad del orificio inferior (34) de la abertura de cada pista, es el punto mas préximo al soporte de analisis frente
al cual y en la proximidad del cual es llevado en posicion de utilizacion.

8. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada porque es rigida o esta rigidizada.

9. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la abertura presenta un volumen tal que es
susceptible de constituir un depdsito para los reactivos cargados.

10. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la abertura de cada pista atraviesa
perpendicularmente el grosor de la mascara incluyendo el grosor del elemento (32) sobresaliente, comprendiendo la
abertura una parte de forma troncoconica (38) terminada por un orificio inferior (34) de forma cilindrica.

11.Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende varias pistas paralelas entre si,
repartidas por la longitud de la mascara.

12. Mascara segun la reivindicacion 11, que comprende:
- una primera serie de pistas paralelas entre si, dispuestas siguiendo una primera alineacion,

- una segunda serie de pistas paralelas entre si y paralelas a las pistas de la primera serie, y que forman un
segunda alineacion, desplazada con respecto a la primera alineacion.

13. Mascara segun la reivindicacion 11, en la que las pistas se organizan en varios grupos que se suceden por la
longitud de la mascara, estando constituido cada grupo por una pista colocada de modo desplazado con respecto a
las otras pistas alineadas unas con respecto a otras, siendo las pistas paralelas entre si.

14. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 8 a 13, en la que la longitud de la pendiente de cada
pista coincide con la longitud de esta pista.

15. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 y 8 a 13, en la que la pista se prolonga mas alla de la
pendiente.

16. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la que las pistas permiten disponer cada reactivo en
una cantidad igual a o comprendida entre 4 y 15 pul en la abertura de la mascara y el mantenimiento por capilaridad
de dichos reactivos entre la pista y el soporte de andlisis, cuando la mascara es llevada a la proximidad del soporte
de andlisis.

17. Mascara segun la reivindicacion 16, que permite disponer cada reactivo en una cantidad igual a o comprendida
entre 4 y 15 ul en cada abertura de la mascara y el mantenimiento por capilaridad de dichos reactivos entre las
pistas de la mascara y el soporte de analisis, cuando se lleva la mascara a una distancia del soporte de andlisis
inferior o igual a 2 mm en el punto de la mascara mas alejado del soporte de andlisis.

18. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, que permite disponer cada reactivo en una cantidad
igual a o comprendida entre 4 y 15 pl en cada abertura de la mascara y el mantenimiento por capilaridad de dichos
reactivos entre las pistas de la mascara y el soporte de analisis, cuando se lleva la mascara a una distancia del
soporte de andlisis igual a o comprendida entre 0,1 y 0,5 mm en el punto de la mascara mas préximo al soporte de
andlisis.

19. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en la que las pistas estan separadas unas de otras por
una separacion superior o igual a 1,5 mm.

20. Mascara segun la reivindicacion 19, en la que la separacion entre las pistas es de 2,5 mm.
21. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en la que las dimensiones de las pistas y su separacién

son tales que los reactivos que mantienen por capilaridad entre la mascara y el soporte de andlisis no interaccionan
durante el depésito o la extension sobre dicho soporte de analisis.
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22.Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21, en la que la anchura de las pistas es de 2,5 mm.

23.Méscara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 22, en la que cada pista presenta una longitud
comprendida entre 6 y 7 mm.

24.Méscara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en la que la pista destinada al fijador esta desplazada
con respecto a la primera pista vecina en una distancia de 5 a 7 mm.

25. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, en la que la pendiente de cada pista forma un angulo
comprendido entre 1° y 10° con un plano horizontal.

26.Méscara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en la que cada pista presenta las siguientes
dimensiones:

- longitud: de 3 a 15 mm
- anchura: de 1 a 10 mm
- inclinacion de la pendiente con respecto a un plano horizontal: de 1 a 10°.

27.Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en la que cada pista presenta las siguientes
dimensiones:

- longitud: 7 mm
- anchura: 2,5 mm
- angulo de la pendiente con respecto a un plano horizontal: 5°.

28. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, en la que el orificio superior de la abertura forma un
angulo de 50°.

29. Méscara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en la que el grosor de la mascara esta comprendido
entre 1y 10 mm.

30. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, que comprende 6, 12 o0 18 pistas.

31. Mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, realizada a partir de un material apropiado para ser
moldeado, y que permite realizar una superficie lisa.

32.Méascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 31, asociada a unos medios de posicionamiento
destinados a mantener la mascara en la proximidad de la superficie del soporte de andlisis a los alrededores del que
se llevara la mascara para depositar y extender reactivos sobre el soporte de analisis.

33. Dispositivo para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte de analisis de muestras biologicas
que comprende:

a) una mascara (10) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32,

b) unos medios (12, 14, 16) de colocacion y de guiado de la mascara, que permiten la colocacion de la mascara
de tal modo que la mascara se mantiene en la proximidad de la superficie del soporte de andlisis y que
permiten el guiado de la mascara por barrido de la superficie del soporte de andlisis, en un plano horizontal
paralelo a la superficie de dicho soporte o inclinado con respecto a la superficie de dicho soporte, para
permitir depositar y extender los reactivos sobre cada una de las zonas determinadas del soporte de analisis
que se ponen frente a las pistas de la mascara.

34. Dispositivo segun la reivindicacion 33, en el que los medios de posicionamiento y de guiado de la mascara (10)
permiten establecer una distancia entre el soporte de analisis y el punto de la pista de la mascara mas proximo a
dicho soporte comprendida entre 0,1 mm y 0,5 mm.

35. Dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 33 a 34, en el que los medios de posicionamiento y de
guiado permiten el desplazamiento automatizado de la mascara (10) a lo largo del soporte de analisis.

36. Procedimiento para depositar y extender uno o varios reactivos sobre un soporte de andlisis, que comprende
muestras bioldgicas, que comprende las etapas siguientes:

- cargar el o los reactivos sobre la mascara (10) de modo que se permita depositar el o los reactivos sobre el

soporte de analisis y su mantenimiento por capilaridad entre dicho soporte y la pendiente de la o de las pistas
de dicha mascara;
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- colocar una mascara (10) segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32 o un dispositivo segun cualquiera
de las reivindicaciones 33 a 35, en la proximidad del soporte de andlisis, de modo que se permita depositar el
o los reactivos sobre el soporte de analisis y su mantenimiento por capilaridad entre dicho soporte y la
pendiente de la o de las pistas de dicha mascara;

- desplazar la mascara de modo que se realice un barrido de la superficie del soporte de andlisis para permitir
la extension del o de los reactivos sobre el soporte de andlisis a nivel de zonas de incubacion,
correspondientes a zonas delimitadas de dicho soporte, extendiéndose el o los reactivos en cantidad
suficiente para permitir su interaccién con los constituyentes de las muestras bioldgicas presentes sobre
dicho soporte de analisis.

37.Procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que el desplazamiento de la mascara permite depositar una
cantidad de cada reactivo comprendida entre 4 pl y 10 ul por pista sobre las zonas delimitadas del soporte de
andlisis.

38. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 36 o 37, en el que la carga de la mascara por medio del
o0 de los reactivos se efectla fuera de la zona de la superficie del soporte de andlisis que comprende los
constituyentes de las muestras bioldgicas.

39. Procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que la carga de la mascara por medio del o de los reactivos, se
efectia antes de la etapa de colocacion de la mascara en la proximidad del soporte de andlisis y porque los
reactivos se depositan sobre el soporte de andlisis como resultado de un impulso resultante de una presion de aire
ejercida a nivel de la méascara, de una unién mecanica entre los reactivos y el soporte de analisis, de una proyeccion
de los reactivos sobre el soporte, o de un breve contacto entre la mascara y el soporte de andlisis, a nivel del punto
mas bajo de la pendiente de la pista.

40. Procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que la carga de la mascara (10) por medio del o de los reactivos
es automatizada.

41. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 36 a 40, en el que la etapa de desplazamiento de la
mascara (10) es automatizada.

42. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 36 a 41, en el que el soporte de analisis es un soporte de
electroforesis sobre el cual se han separado por migracidn electroforética los constituyentes de una o varias
muestras biolégicas.

43. Procedimiento segun la reivindicacién 42, en el que el o los reactivos estan destinados a permitir una reaccion de
inmunofijacién de los constituyentes de las muestras biolégicas separados por electroforesis.

44. Procedimiento segun la reivindicacién 43, en el que uno de los reactivos es un fijador que permite fijar todos los
constituyentes separados de las muestras bioldgicas por electroforesis.

45, Procedimiento segun una de las reivindicaciones 43 o 44, en el que la reaccion de inmunofijacion incluye una
etapa de revelado de los constituyentes de las muestras bioldgicas inmunofijadas.

46. Procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que el fijador se carga a nivel de la o de las pistas apropiadas de
la mascara, después se deposita y se extiende sobre la o las zonas determinadas del soporte de electroforesis tras
la extension controlada del o de los reactivos sobre el soporte de analisis a nivel de zonas delimitadas de dicho
soporte, extendiéndose el fijador y los reactivos en una cantidad suficiente para permitir su reaccion con los
constituyentes de las muestras bioldgicas presentes sobre dicho soporte de analisis.

47. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 36 a 46, en el que la cantidad de reactivo cargada sobre
cada pista de la mascara es igual a o0 estd comprendida entre 4 y 15 pl/pista.

48. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 36 a 47, en el que la mascara destinada a disponer y
extender los reactivos es tal que la cantidad de reactivo cargada a nivel de cada una de sus pistas esta en exceso
con respecto a la cantidad de este reactivo extendida sobre la zona de incubacién del soporte de electroforesis
durante un desplazamiento de la mascara de la posiciéon anddica a la posicion catodica del soporte de electroforesis
correspondiente al catodo.

49. Kit, que comprende

- por lo menos una mascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32,
- por lo menos un soporte de analisis.
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50. Kit segun la reivindicacion 49, que comprende ademas

reactivos para la inmunofijacion de los constituyentes de las muestras separados por electroforesis,
un fijador para la fijacién para cada muestra del conjunto de los constituyentes separados por electroforesis.

51. Méascara segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 32 o kit segun cualquiera de las reivindicaciones 49 o 50,
en el que los reactivos se cargan en la mascara y estan en forma liofilizada.
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9 Vista desde arriba
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Vista desde abajo
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Figura: 11
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Vista desde arriba

Figura: 12
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Vista desde arriba

Figura: 13
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10 Vista desde arriba

Vista desde abajo

Figura: 14
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Vista desde abajo

Figura: 15
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Vista desde arriba
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Figura: 16

39




ES 2397272713

Vista desde arriba

Vista desde abajo

Figura: 17
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Posicion superior 46

Figura: 18 Posicion extrema de barrido
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