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DESCRIPCION
Recubrimientos poliméricos policatidnicos para inmovilizar muestras bioloégicas
Campo de la invencion

La invencién presente invencion esta dirigida a un procedimiento para preparar un sustrato recubierto para
inmovilizar una muestra bioldgica en el mismo, preferentemente para el andlisis de la misma. La presente invencion
esta dirigida adicionalmente a un sustrato prerrecubierto preparado segun el procedimiento anterior. El sustrato se
recubre con un polimero policatiénico que proporciona una capa de polimero estable capaz de una interaccion iénica
con componentes bioldgicos aniénicos.

Antecedentes

Diversas técnicas preparatorias biolégicas requieren la inmovilizacién de materiales de muestra, tales como células,
tejidos, proteinas o acidos nucleicos, a un sustrato antes del subsiguiente procesado. Muchos de estos materiales
bioldgicos de interés son de naturaleza aniénica, mostrando sitios con carga neta negativa. Un procedimiento de
inmovilizacion de estos materiales es recubrir el sustrato objetivo con una disolucidon quimica que contiene principios
activos que son de naturaleza catidnica, mostrando una carga neta positiva. Dado que los materiales bioldgicos de
interés que se van a inmovilizar muestran sitios de carga neta negativa, los materiales bioldgicos se unen a la
superficie del sustrato mediante la interaccion con los sitios de carga neta positiva de la disolucion de recubrimiento.
Esta propiedad de adhesién de la disolucién de recubrimiento permite la inmovilizacién del material de muestra para
su subsiguiente procesado.

El efecto de inmovilizaciéon descrito anteriormente puede crearse mediante el uso de recubrimientos que contienen
varios principios activos conocidos actualmente en la técnica. Por ejemplo, actualmente se conoce el uso de agentes
de recubrimiento, tales como poli-1-lisina, 3-aminopropil trietoxisilano, gelatina de cromo y aluminio, y albumina
blanca de huevo. Uno de estos conocidos agentes de inmovilizacion mas ampliamente usado es la poli-1-lisina
(PLL).

La PLL es un gran homopolimero policationico que muestran una fuerte carga positiva producida por los grupos
amino terminales de las cadenas laterales residuales de lisina a lo largo de todo el polimero. La L-lisina [acido (S)-
2,6-diaminohexanoico] es un aminoacido con la estructura quimica mostrada continuacion en la formula (1). PEl y
col. (Biomac Romolecules 2001, 2, paginas 463 - 468) describen capas de ADN-PDDA en una superficie.
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El polimero de PLL es una cadena de unidades monoméricas de 1-lisina unidas mediante enlaces peptidicos. La
estructura quimica de la PLL se proporciona a continuacion en la formula (2), donde n es un ndmero entero que
representa el nUmero de unidades monoméricas de la cadena polimérica.

(CH2)4 O
(CH2)4 0 (CH2)4
N @

Aunqgue la PLL se usa ampliamente como un recubrimiento polimérico policatiénico, los sustratos recubiertos con
PLL tienden a perder su eficacia de inmovilizacién en un periodo de tiempo relativamente corto. Se cree que esta
disminucion de la eficacia con el tiempo es debida a la oxidacion de los grupos amino de las cadenas laterales de la
PLL. Los grupos oxidados no muestran la carga neta positiva requerida para la adecuada adhesion de los materiales
bioldgicos que se quieren inmovilizar.
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La eficacia de la PLL como agente de inmovilizacion también esta limitada por su inherente estructura quimica,
mostrada anteriormente en la férmula (2). Segin se mencioné anteriormente, los residuos de aminoacidos del
polimero estan conectados mediante enlaces peptidicos (enlaces de -CO-NH-). Estos enlaces peptidicos son
altamente vulnerables a la escisiéon por enzimas proteoliticas, tales como ftripsina, y a escisiones hidroliticas en
general, tales como a través del ataque procedente de una sustancia nucledfila. La escision de los enlaces
peptidicos da como resultado moléculas de PLL con una longitud de cadena sustancialmente mas corta, medida
mediante el peso molecular medio del polimero. Dado que el peso molecular de la molécula de PLL se reduce
debido a la escision proteolitica, la capacidad de inmovilizacion de la molécula (es decir, su propiedad adhesiva)
queda reducida en gran medida.

Algunos agentes de inmovilizacién conocidos, tales como la PLL, muestran una utilidad limitada como resultado de
las inestabilidades quimicas descritas anteriormente. Consecuentemente, los sustratos recubiertos con los agentes
conocidos también muestran una utilidad limitada, particularmente durante su uso a largo plazo o su uso después de
un tiempo de almacenamiento significativo. Dada la estabilidad limitada de los sustratos recubiertos con los agentes
de inmovilizaciéon conocidos, seria muy util tener un sustrato prerrecubierto que esté recubierto con un agente de
inmovilizacién que muestre una estabilidad aumentada, siendo particularmente util para inmovilizar una muestra
bioldgica para su observacion.

Resumen de la invencion
La invencion son esta limitada por las reivindicaciones.

La presente invencién proporciona un sustrato recubierto adaptado preferentemente para inmovilizar una muestra
biolégica. El sustrato se recubre con un polimero policatibnico que muestra una estabilidad aumentada en
comparacion con las agentes de inmovilizacion conocidos previamente en la técnica. Consecuentemente, el sustrato
recubierto con el polimero policatidénico estable es util para inmovilizar muestras biolégicas con una carga neta
negativa, y el sustrato recubierto mantiene dicha utilidad durante un periodo prolongado de tiempo.

En una forma de realizacion de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para preparar un sustrato
recubierto. Preferentemente, el sustrato recubierto esta adaptado para inmovilizar una muestra biolégica. Segun una
forma de realizacion, el procedimiento comprende proporcionar un sustrato con una superficie que comprende una
pluralidad de grupos anidnicos, y poner en contacto el sustrato con una composicién que comprende una disolucion
de un material polimérico no peptidico para formar un recubrimiento del material polimérico no peptidico en al menos
una porcién de la superficie del sustrato. La disolucion que comprende el material polimérico no peptidico puede ser
una disolucién acuosa o una disolucién organica, preferiblemente con un pH de al menos aproximadamente 6.

En una forma de realizacion preferida de la invencion, el procedimiento comprende adicionalmente las etapas de
secar el sustrato recubierto con el material polimérico no peptidico. Preferentemente, el sustrato recubierto con el
material polimérico no peptidico seco en el mismo se enjuaga.

En otra forma de realizacion preferida de la invencién, el procedimiento esta caracterizado por la ausencia de
limpieza del sustrato. En particular, el procedimiento excluye someter al sustrato a un proceso de limpieza antes de
poner en contacto el sustrato con el material polimérico no peptidico.

Segun otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un sustrato prerrecubierto, tal como un portaobjetos
para microscopio, que esta adaptado preferentemente para la inmovilizacion de una muestra bioldgica para su
analisis. Segun una forma de realizacién, el sustrato comprende una superficie con una pluralidad de grupos
anionicos para proporcionar una carga neta negativa, y el sustrato esta recubierto con un material polimérico no
peptidico que comprende una pluralidad de grupos cationicos.

El sustrato prerrecubierto, segun este aspecto de la invencion, esta caracterizado por su capacidad de movilizar un
numero medio de células por area superficial del sustrato. En una forma de realizacién en particular, el sustrato
prerrecubierto es capaz de inmovilizar un numero medio de células por area superficial de al menos
aproximadamente 20.000 células/cm? cuando el sustrato prerrecubierto se pone en contacto con 1 ml de una
suspension de células procedentes de la linea celular SiHa.

Segun otra forma de realizacion de la invencion, el material polimérico no peptidico usado para el recubrimiento del
sustrato prerrecubierto comprende un polimero alilico, un polimero vinilico o una combinacién de los mismos,
comprendiendo preferentemente grupos cationicos elegidos del grupo que consiste en aminas primarias, aminas
secundarias, aminas terciarias y aminas cuaternarias. En una forma de realizacion preferida, el material polimérico
no peptidico comprende polidialildimetiiamonio (PDDA). En otra forma de realizacion preferida de la invencion, el
material polimérico no peptidico comprende polialilamina (PAH).

El sustrato segun la presente invencidon puede ser cualquier articulo o aparato util o necesario para observar o
analizar un material biolégico. En una forma de realizacion preferida, el sustrato se elige del grupo que consiste en
portaobjetos, placas, microesferas, tubos de ensayo, cubetas, tiras reactivas, hisopos y gasa. En una forma de
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realizaciéon adicional, el sustrato podria ser un dispositivo util como dispositivo de recoleccion de contaminantes. Por
ejemplo, el sustrato podria ser un guante, un pafio o un aposito médico.

Los sustratos recubiertos segun la presente invencion estan adaptados para inmovilizar materiales que son al menos
de naturaleza parcialmente anionica. Preferiblemente, los materiales de inmovilizacion tienen una carga neta
negativa. Consecuentemente, los sustratos recubiertos son utiles para inmovilizar diversos materiales, estando
particularmente adaptados para la inmovilizacion de material bioldgico, tal como células, tejido, fluidos, ADN, ARN,
proteinas y material bioldgico similar, con grupos anidnicos disponibles para su interaccion con los grupos catiénicos
del material polimérico no peptidico usado en la preparacion de sustrato recubierto de la presente invencion.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para analizar una muestra biologica.
En una forma de realizacion segun este aspecto de la invencion, el procedimiento comprende las siguientes etapas:
proporcionar un sustrato prerrecubierto adaptado para la inmovilizacién de una muestra bioldgica, comprendiendo el
sustrato una superficie con una pluralidad de grupos anionicos, donde el sustrato esta recubierto con un material
polimérico no peptidico que comprende una pluralidad de grupos cationicos; aplicar una muestra biologica al
sustrato prerrecubierto para inmovilizar la muestra biolégica en el sustrato; y analizar la muestra biolégica
inmovilizada sobre el sustrato prerrecubierto. En una forma de realizacion en particular, el sustrato prerrecubierto es
capaz de |nm0V|I|zar un numero medio células por area superficial de al menos aproximadamente 20.000
células/cm? cuando el sustrato prerrecubierto se pone en contacto con 1 ml de una suspensién de células
procedentes de la linea celular SiHa.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se describira ahora mas completamente a continuaciéon. Sin embargo, la invencidon puede
llevarse a cabo de muchas formas diferentes y no deberia interpretarse como limitada a las formas de realizacion
establecidas en este documento; mas bien, estas formas de realizacién se proporcionan de forma que esta
desvelacion satisfaga los requisitos legales aplicables. Segun se usa en esta memoria descriptiva y en las
reivindicaciones, las formas singulares "un," "uno/a" y "el/la" incluyen referentes plurales salvo que el contexto lo
indique claramente de otro modo.

El sustrato prerrecubierto de la presente invencién esta caracterizado por el uso de un material de recubrimiento
polimérico que muestra preferiblemente una capacidad de inmovilizacion equivalente al menos a los agentes de
recubrimiento conocidos actualmente, pero que también muestra una capacidad ampliada de este efecto de
inmovilizacion después del recubrimiento del sustrato. Ademas, en una forma de realizacién preferida, el material de
recubrimiento polimérico tiene una estructura quimica que es menos vulnerable, o invulnerable, a la degradacion
proteolitica o hidrolitica en comparacién con los agentes de recubrimiento convencionales, tales como la PLL.

El material de recubrimiento polimérico segun la presente invencion comprende una pluralidad de grupos catiénicos
que estan disponibles para su interaccion con grupos anionicos, tales como en un sustrato que va a ser recubierto y
en una muestra bioldgica que va a ser inmovilizada. Los grupos catiénicos pueden ser un componente integral del
esqueleto polimérico del material de recubrimiento polimérico o estar presentes como grupos de cadenas laterales.
Los grupos catidnicos pueden ser cualquier grupo con una carga neta positiva y que sean capaces de una
interaccion idnica con particulas o grupos con cargas opuestas. Algunos grupos cationicos particularmente
preferidos incluyen grupos amina y grupos amonio, que pueden ser grupos amina O grupos amonio primario,
secundario, terciario o cuaternario. Los grupos cationicos, particularmente un grupo amonio, tienen a menudo un
contraion cargado negativamente asociado al grupo, tal como cloruro.

Son particularmente preferidos los grupos catidnicos que muestran mayores grados de sustitucion. Segun se
mencion6 anteriormente, los grupos amina simples, tales como aminas primarias, son muy susceptibles a la
oxidacién. Las aminas sustituidas son menos susceptibles a dicho ataque oxidativo, y por lo tanto muestran una
estabilidad aumentada. Se cree que la sustitucion de los grupos hidrégeno de la amina por grupos mas complejos,
tales como grupos metilo, proporciona proteccion frente a la oxidacion, siendo los grupos mas complejos menos
susceptibles a la sustitucién. Consecuentemente, se cree que mayores grados de sustitucion proporcionan aminas
con una estabilidad aumentada. Los grupos de amonio cuaternario son particularmente preferidos por su estabilidad
aumentada.

El material de recubrimiento polimérico de la presente invencion esta formado preferiblemente por la polimerizacion
de uno o mas monoémeros alilicos o vinilicos. Se entiende que los polimeros alilicos son polimeros derivados de
mondmeros que comprenden al menos un grupo alilico, que se ilustra a continuacion en la formula (3).
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Se entiende que los polimeros vinilicos son polimeros derivados de mondmeros que comprenden al menos un grupo
vinilico que se ilustra a continuacion en la formula (4).

H\ /H
C=c '

[\
H @

El acido acrilico, el acido metacrilico y diversos ésteres de los mismos son ejemplos de mondmeros vinilicos Utiles
en la presente invencién. Tanto los mondmeros alilicos como los vinilicos dan como resultado la formacion de
esqueletos poliméricos no peptidicos y, como resultado, muestran una mayor resistencia a la degradacion
proteolitica que la PLL.

En una forma de realizaciéon de la presente invencién, un polimero particularmente preferido derivado de un
monomero alilico para su uso como el material de recubrimiento polimérico es polidialildimetilamonio (PDDA), que
generalmente esta disponible como la sal de cloruro del polimero. Al igual que la PLL, el PDDA es un gran
homopolimero policatiénico que muestra una fuerte carga neta positiva. La fuerte carga neta positiva de la molécula
de PDDA esta producida por los grupos amonio dimetilados de las cadenas laterales de los residuos a lo largo del
polimero. La estructura quimica del polimero de PDDA se proporciona a continuacion en la formula (5), donde n es
un numero entero que representa el numero de unidades monoméricas de la cadena polimérica.

N+
7N )

El PDDA es un agente de inmovilizacién particularmente estable para su uso como el material de recubrimiento
polimérico de la presente invencion. Los grupos catidnicos del PDDA son amonios cuaternarios, lo que significa que
son mucho menos susceptibles a la oxidacion, segun se ha descrito anteriormente. El esqueleto polimérico del
PDDA deriva de grupos alilicos y no contiene enlaces peptidicos, tales como los encontrados en la molécula de PLL.
Esta ausencia de enlaces peptidicos hace que el PDDA sea resistente al ataque de agentes proteoliticos, tales como
la tripsina, que se ha demostrado que rompen la cadena polimérica de la PLL y reducen la capacidad de
inmovilizacion.

La estabilidad aumentada de los sustratos recubiertos con un material de recubrimiento polimérico que comprende
PDDA ha sido corroborada mediante pruebas de laboratorio. En una prueba se recubrié un sustrato con un material
de recubrimiento polimérico que comprendia PDDA, se dej6 secar y se aclaré con agua desionizada. Estudios de
estabilidad acelerada que comparaban los sustratos recubiertos con PLL con los sustratos recubiertos con PDDA a
45°C predijeron un comportamiento de estabilidad excepcional en un exceso de 15 meses. Esta comparacion se
ilustra adicionalmente en el Ejemplo 2.

Ademas, el PDDA es ventajoso para su uso en el material de recubrimiento polimérico material de la presente
invencion debido a su inherente hidrofilia. Sorprendentemente, los sustratos recubiertos con PDDA mostraron una
hidrofilia aumentada en comparacion con los sustratos recubiertos con los agentes de recubrimiento conocidos, tales
como la PLL. Esto es un efecto ventajoso ya que pequefias muestras analiticas acuosas se diseminan de forma mas
uniforme por todo el sustrato recubierto con PDDA. Esto permite una distribucién mas uniforme de la muestra
inmovilizada, lo que facilita una mejor observacion de la muestra inmovilizada.

En otra forma de realizaciéon de la presente invencion, el polimero usado en el material de recubrimiento polimérico
es polialilamina (PAH), que generalmente esta disponible como la sal de clorhidrato (clorhidrato de polialilamina). Al
igual que con el PDDA, la PAH es un polimero alilico sin enlaces peptidicos. El grupo amina de la PAH no esta muy
sustituido, tal como en el PDDA,; sin embargo, la PAH sigue siendo util como material de recubrimiento polimérico
segun la presente invencion. La estructura quimica del polimero de PAH se proporciona a continuacién en la férmula
(6), donde n es un numero entero que representa el nimero de unidades monoméricas de la cadena polimérica.
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Ademas del PDDA y de la PAH, el material de recubrimiento polimérico puede ser un polimero derivado de la
polimerizacion de uno o mas mondémeros diversos, particularmente de mondmeros alilicos o vinilicos.
Consecuentemente, el material de recubrimiento polimérico puede ser un homopolimero, un copolimero o un
terpolimero. Adicionalmente, el material de recubrimiento polimérico puede ser una mezcla fisica de uno o mas
homopolimeros, copolimeros o terpolimeros. Cuando el material de recubrimiento polimérico comprende un
homopolimero, los mondémeros son preferiblemente todos mondmeros catidnicos; sin embargo, cuando el polimero
es un copolimero, un terpolimero o una mezcla fisica de polimeros, no es necesario que todos los monémeros sean
catiénicos. En una forma de realizacion preferida, el material de recubrimiento polimérico comprende un porcentaje
molar desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 100% de polimeros o monémeros catidénicos. Mas
preferiblemente, el material de recubrimiento polimérico comprende un porcentaje molar desde aproximadamente el
30% hasta aproximadamente el 100% de polimeros o mondmeros catidnicos, muy preferiblemente desde
aproximadamente el 50% hasta aproximadamente el 100% de polimeros o0 mondmeros cationicos.

El mondémero catiénico usado en el material de recubrimiento polimérico puede ser catiénico en su estado normal o
puede estar derivatizado a partir de un estado no catiénico hacia un estado catiénico. Dicha derivatizacién puede ser
mediante cualquier procedimiento conocido generalmente en la técnica, tal como mediante la adicion de una
funcionalidad iénica, tal como una amina o un grupo amonio. Es decir, los monémeros usados para formar el
material de recubrimiento polimérico pueden contener grupos catidnicos naturales, como en el caso de los
monomeros usados para formar el PDDA y la PAH, o pueden contener grupos laterales que pueden estar
derivatizados para formar grupos laterales catidnicos.

Preferiblemente, el material de recubrimiento polimérico deriva de al menos un mondmero elegido del grupo que
consiste en dialildimetilamonio, alilamina, metilacrilamidopropiltrimetilamonio, acrilamida, acido acrilico,
metacriloiloxietiltrimetilamonio, 4-vinil-benciltrimetilamonio, acido metacrilico, acrilato de hidroxietilo, metacrilato,
metacrilato de metilo, metacrilato de hidroxietilo, 4-vinilpiridinio, 4-vinil-1-metilpiridinio, acrilato de metilo, acrilato de
etilo, acrilato de butilo, acrilato de 2-etil hexilo, acrilato de dimetilaminoetilo, cloruro cuaternario de
dimetilaminoetilacrilato de metilo, dimetilaminopropilacrilamida, dimetilaminopropilacrilamida cloruro de metilo
cuaternario, acriloxietildimetilbencilamonio, acriloxietiltrimetilamonio, metacrilato de dimetilaminoetilo,
metacriloxietildimetilamonio, metacriloxietiltrimetilbencilamonio, eteno, etilenoimina, propeno, estireno, cloruro de
vinilo, isobutileno, trimetil-2-metacriloiletilamonio, trimetil-2-metacrilaminopropilamonio, y mezclas de los mismos.

En otra forma de realizaciéon preferida de la invencion, el material de recubrimiento polimérico comprende un
copolimero de un mondmero catiénico y al menos un mondmero adicional. Preferentemente, el material de
recubrimiento polimérico comprende un copolimero de dialildimetilamonio y al menos un monémero adicional. Mas
preferiblemente, el al menos un mondmero adicional comprende un monémero vinilico. En una forma de realizacion,
el material de recubrimiento polimérico comprende un copolimero que comprende dialildimetilamonio y unidades
monomeéricas de acido acrilico. En otra forma de realizacion, el material de recubrimiento polimérico comprende un
copolimero que comprende unidades monoméricas de dialildimetilamonio y acrilamida. En otra forma de realizacion
de la invencién, el material de recubrimiento polimérico comprende un terpolimero que comprende unidades
monoméricas de dialildimetilamonio, acido acrilico y metacrilato de hidroxietilo.

Preferiblemente, el material de recubrimiento polimérico segun la presente invencién es "no peptidico", lo que
significa que los enlaces entre las unidades monoméricas son predominantemente, y preferiblemente
sustancialmente, de naturaleza no peptidica. Preferiblemente, el material de recubrimiento polimérico no comprende
mas de aproximadamente el 25% de enlaces monoméricos peptidicos, lo que significa que no mas de
aproximadamente el 25% de los enlaces entre unidades monoméricas comprenden enlaces peptidicos. Mas
preferiblemente, no mas de aproximadamente el 10% de los enlaces monomeéricos son enlaces peptidicos, y muy
preferiblemente no mas de aproximadamente el 5% de los enlaces monoméricos son enlaces peptidicos. En ciertas
formas de realizaciéon preferidas, el material de recubrimiento polimérico estd completamente exento de enlaces
peptidicos.

El polimero usado en el material de recubrimiento polimérico de la presente invencion es preferiblemente de un peso
molecular relativamente alto. Se prefieren los polimeros con un peso molecular relativamente alto debido a la
elevada densidad de carga asociada con dicho peso molecular alto. Consecuentemente, aunque son preferidos los
pesos moleculares altos, los polimeros con pesos moleculares menores a los descritos en este documento podrian
ser también utiles segun la presente invencion si los polimeros con un peso molecular menor mostraron una
densidad de carga lo suficientemente elevada como para ser considerada equivalente a la densidad de carga de los
polimeros de peso molecular mayor descritos en este documento.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 408 655 T3

El polimero usado en el material de recubrimiento polimérico tiene preferiblemente un peso molecular mayor de
aproximadamente 75.000 Da, mas preferiblemente mayor de aproximadamente 100.000 Da. En formas de
realizacion particulares, el polimero tiene un peso molecular en el intervalo desde aproximadamente 250.000 hasta
aproximadamente 750.000 Da, muy preferiblemente en el intervalo desde aproximadamente 400.000 Da hasta
aproximadamente 500.000 Da. Salvo que se indique de otro modo, el peso molecular se expresa en este documento
como peso molecular medio en peso (My), que esta definido por la férmula (7) a continuacion

> NiMi*
> NiMi

@)

donde Ni es el nimero de moléculas de polimero (o el nimero de moles de esas moléculas) con un peso molecular
Mi.

En una forma de realizacion preferida, el material de recubrimiento polimérico comprende PDDA, segun se mostrd
anteriormente en la férmula (5), donde n es un nimero entero entre aproximadamente 500 y 6.000, preferiblemente
entre aproximadamente 2.000 y aproximadamente 5.000, mas preferiblemente entre aproximadamente 3.000 y
aproximadamente 4.000. En otra forma de realizaciéon preferida, el material de recubrimiento polimérico comprende
PAH, segun se mostré anteriormente en la férmula (6), donde n es un nimero entero entre aproximadamente 1.000
y aproximadamente 15.000, preferiblemente entre aproximadamente 5.000 y aproximadamente 12.000, mas
preferiblemente entre aproximadamente 8.000 y aproximadamente 10.000.

En un aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para preparar un sustrato recubierto que esta
preferentemente adaptado para la inmovilizacién de una muestra bioldgica. Generalmente, el procedimiento
comprende proporcionar un sustrato con una superficie que comprende una pluralidad de grupos aniénicos, poner
en contacto el sustrato con una composicién que comprende una disolucion de un material de recubrimiento
polimérico no peptidico, segun se ha descrito anteriormente, para formar un recubrimiento del material de
recubrimiento polimérico en al menos una porcidn de la superficie del sustrato, y secar el material de recubrimiento
polimérico recubierto en la superficie del sustrato.

El sustrato usado segun el procedimiento de la invencién puede ser cualquier sustrato que comprenda una superficie
con una pluralidad de grupos aniénicos y que muestre una carga neta negativa, y que podria ser util para inmovilizar
una muestra en el mismo. Preferiblemente, el sustrato es un articulo Gtil como herramienta diagnostica, como
herramienta de observacién, como herramienta anticontaminacion, y otras herramientas similares, cuyo uso seria
apreciable por el experto en la técnica. Preferentemente, el sustrato usado en el procedimiento de la invencion
comprende vidrio, metales, ceramica, polimeros naturales o sintéticos, materiales fibrosos naturales o sintéticos, y
mezclas de los mismos. Algunos ejemplos especificos no limitantes de sustratos utiles en el procedimiento incluyen
portaobjetos, microesferas, tubos de ensayo, cubetas, tiras reactivas, hisopos y gasa, y similares.

En una forma de realizacién de la invencion, el sustrato que se va recubrir con el material de recubrimiento
polimérico es una placa o un portaobjetos, tal como un portaobjetos de microscopio. El portaobjetos puede
comprender cualquier material aceptado generalmente en la técnica como util como tal. Por ejemplo, el portaobjetos
puede estar fabricado en vidrio, ceramica o un material polimérico. Cuando se usa vidrio, el vidrio puede ser
cualquier tipo de vidrio estandar que comprenda principalmente diéxido de silicio, tal como vidrio estandar de cal
sodada. Alternativamente, el vidrio puede ser un vidrio especial, tal como vidrio de silicato de boro.

Cuando el portaobjetos esta formado por un polimero, se prefiere que el polimero, en su estado normal, comprenda
grupos anionicos capaces de una interaccion con los grupos catidnicos del material de recubrimiento polimérico. En
ausencia de dichos grupos, sin embargo, el polimero puede ser derivatizado para mejorar la adhesion celular.
Algunos ejemplos de polimeros utiles como portaobjetos segun esta forma de realizacion de la presente invencion
incluyen, pero no se limitan a, poliestireno, metacrilato de polihidroxilo, tereftalato de polietileno,
politetrafluoroetileno, etileno fluorado y polidimetilsiloxano. El polimero puede ser un homopolimero, un copolimero,
un terpolimero o una fisica mezcla de polimeros.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento de la invencién, el material de recubrimiento polimérico esta
en disolucion, que puede ser una disolucién acuosa o una disolucién organica. Puede usarse cualquier disolvente
adecuado conocido en la técnica para solubilizar el material de recubrimiento polimérico, tal como agua desionizada
para elaborar una disolucion acuosa, o un alcohol para elaborar una disolucién organica. La disolucion puede tener
una concentracion del material de recubrimiento polimérico que varia desde aproximadamente el 0,001% (p/v) hasta
aproximadamente el 50% (p/v). Preferiblemente, la concentracion del material de recubrimiento polimérico en la
disolucion es desde aproximadamente el 0,01% hasta aproximadamente el 10%, mas preferiblemente desde
aproximadamente el 0,05% hasta aproximadamente el 2%, aun mas preferiblemente desde aproximadamente el
0,1% hasta aproximadamente el 1%, y muy preferiblemente desde aproximadamente el 0,15% hasta
aproximadamente el 0,75%.
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Particularmente sorprendentemente segun la presente invencion, en ciertas formas de realizacion, pueden usarse
unas disoluciones de menor concentracion para preparar un sustrato recubierto con una capacidad de inmovilizacion
superior a la de un sustrato recubierto preparado usando una disoluciéon con mayor concentracion. Por ejemplo, en
algunas formas de realizacion en particular, las disoluciones con una concentracion del material de recubrimiento
polimérico de aproximadamente el 0,25% han mostrado ser especialmente ventajosas para preparar un sustrato
prerrecubierto segun la invencion.

Segun se menciond anteriormente, los polimeros policationicos Utiles en la invencion pueden existir en un estado
neutro estando acoplados a un contraion (por ejemplo, cloruro en el caso de PDDA vy clorhidrato en el caso de PAH).
Cuando estan en disolucion, los iones tienen a disociarse. Consecuentemente, el polimero esta en su estado
cationico, listo para su uso como un agente de inmovilizacién segun la presente invencion.

La presente invencion también incluye facilitar la activacion de los sitios de unién en el sustrato, aumentando asi el
numero de sitios anidnicos disponibles para interactuar con los grupos catidnicos del material de recubrimiento
polimérico. Cualquier procedimiento conocido en la técnica de activacion de sitios de unién aniénicos en un sustrato
seria Util segun la presente invencion.

Segun una forma de realizacion de la presente invencion, el pH del material de recubrimiento polimérico puede ser
ajustado. Dicho ajuste del pH del material de recubrimiento polimérico puede ser para aumentar o disminuir el pH y
puede tener lugar antes o después del recubrimiento del sustrato con el material de recubrimiento polimérico. Esta
capacidad de ajustar el pH del material de recubrimiento polimérico es particularmente ventajosa para aumentar el
numero de sitios de unién aniénicos en el sustrato mediante la desprotonacioén del sustrato cuando entra en contacto
con el material de recubrimiento polimérico. Generalmente, el aumento del pH en la superficie del sustrato
promovera la desprotonacion y aumentara el nimero de sitios de unién aniénicos disponibles.

Preferentemente, el pH de la disolucion que comprende el material de recubrimiento polimérico se ajusta a un pH
preferido. En una forma de realizacion, el pH de la disolucién es de al menos aproximadamente 6. En otras palabras,
el pH de la disolucién es de aproximadamente 8, de aproximadamente 9, de aproximadamente 10, de
aproximadamente 11, de aproximadamente 12, de aproximadamente 13 o de aproximadamente 14. En una forma de
realizacion preferida, el pH de la disolucién que comprende el material de recubrimiento polimérico es desde
aproximadamente 8 hasta aproximadamente 14, preferiblemente desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente
10.

Después de poner en contacto el sustrato con el material de recubrimiento polimérico, el material de recubrimiento
polimérico recubierto en el sustrato se seca preferiblemente antes de un procesado adicional o de su uso. El secado
del material de recubrimiento polimérico puede ser evaluado mediante cualquier procedimiento conocido
generalmente en la técnica. En una forma de realizacion de la invencion, el recubrimiento polimérico se seca al
menos hasta un punto de sequedad visual. La diferencia visual entre un material polimérico himedo y un material
polimérico seco seria facilmente reconocible para el experto en la técnica.

El secado del material de recubrimiento polimérico puede conseguirse mediante cualquier procedimiento aceptado
generalmente en la técnica y puede comprender el secado pasivo o el secado activo (por ejemplo, aire forzado, tal
como un ventilador). El material de recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato puede secarse a temperatura
ambiente o a una temperatura elevada. Se entiende que la temperatura ambiente, segiin se usa en la presente
memoria, se refiere la temperatura del entorno circundante. En una forma de realizacién, la temperatura ambiente es
una media de la temperatura ambiente, considerada generalmente en el intervalo desde aproximadamente 20°C
hasta aproximadamente 25°C (desde aproximadamente 68°F hasta aproximadamente 77°F). Por supuesto, las
temperaturas por debajo de aproximadamente 20°C no deben ser excluidas por la presente invencion. De hecho, el
secado podria realizarse temperaturas tan bajas como de aproximadamente la temperatura de congelacion del
material de recubrimiento polimérico.

El secado del material de recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato también puede llevarse a cabo a una
temperatura elevada. La temperatura puede elevarse hasta aproximadamente la temperatura a la que un incremento
adicional provocaria la degradacion del material de recubrimiento polimérico. Consecuentemente, el material de
recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato puede secarse al menos parcialmente a una temperatura elevada
desde aproximadamente 35°C hasta aproximadamente 120°C (desde aproximadamente 95°F hasta
aproximadamente 248°F), mas preferiblemente desde aproximadamente 45°C hasta aproximadamente 80°C (desde
aproximadamente 113°F hasta aproximadamente 176°F), muy preferiblemente desde aproximadamente 50°C hasta
aproximadamente 60°C (122°F hasta aproximadamente 140°F).

El periodo de tiempo durante el que el material de recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato se seca puede
variar dependiendo de la temperatura y del procedimiento de secado. Generalmente, el periodo de tiempo de
secado puede variar desde aproximadamente 1 minuto hasta aproximadamente 1 hora, o mas. Por ejemplo, cuando
el secado del material de recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato se realiza a temperatura ambiente, dicho
secado se lleva a cabo preferiblemente durante un periodo de tiempo de aproximadamente 1 hora, mas
preferiblemente durante un periodo de tiempo de desde aproximadamente 5 minutos hasta aproximadamente 1
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hora, y muy preferiblemente durante un periodo de tiempo de desde aproximadamente 10 minutos hasta
aproximadamente 30 minutos. El secado a temperatura ambiente puede continuarse en exceso de 1 hora sin
perjudicar al material de recubrimiento polimérico.

Cuando el secado del material de recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato se realiza a una temperatura
elevada, dicho secado se lleva a cabo preferiblemente durante un periodo de tiempo de desde aproximadamente 1
minuto hasta aproximadamente 20 minutos, mas preferiblemente durante un periodo de tiempo de desde
aproximadamente 2 minutos hasta aproximadamente 10 minutos. El secado a temperatura elevada puede tener
lugar durante un periodo de 10 veces en exceso de aproximadamente 20 minutos, siempre que la combinacion de
tiempo y temperatura no produzca la degradacion del polimero.

El sustrato con el material de recubrimiento polimérico seco aplicado en el mismo preferiblemente se aclara, tal
como con agua desionizada, antes de su uso para la inmovilizacion de una muestra. Dicho aclarado es util para
eliminar los contraiones disociados, asi como el exceso de material de recubrimiento polimérico que no ha
interactuado iénicamente con el sustrato. Es preferible el secado del material polimérico recubierto en el sustrato
previo al aclarado, dado que un error en la realizacién de la etapa de secado previa a la etapa de aclarado puede
dar como resultado un sustrato recubierto en el que el recubrimiento esté incompleto (es decir, "parcheado"). El
aclarado inmediatamente antes del recubrimiento permite eliminar las cantidades excesivas del material de
recubrimiento polimérico que quedan en el sustrato recubierto con una capacidad limitada para la posterior
inmovilizaciéon de una muestra. El secado del material de recubrimiento polimérico recubierto en un sustrato antes
del aclarado (como se ha descrito anteriormente), facilita sin embargo una maxima interaccion iénica entre el
material de recubrimiento polimérico y el sustrato, lo que proporciona un sustrato recubierto con una cantidad
maxima de material de recubrimiento polimérico aplicado sobre el mismo (es decir, una densidad de carga maxima)
y que tiene por lo tanto una capacidad maximizada para la posterior inmovilizaciéon de una muestra.

La maximizacion de la capacidad de inmovilizacion es adicionalmente posible segun la presente invencién ya que se
proporciona un procedimiento para la aplicacion del material de recubrimiento polimérico en el sustrato de una forma
controlada, tal que la etapa de aclarado se elimina completamente. El aclarado se incluye generalmente en el
procedimiento de recubrimiento para retirar el exceso de material polimérico que no ha sido inmovilizado en el
sustrato mediante interacciones io6nicas. Esto es econémicamente indeseable. En primer lugar, la etapa de aclarado
aumenta el tiempo necesario para preparar los sustratos recubiertos, particularmente en la producciéon en masa, tal
como con los portaobjetos de microscopios. En segundo lugar, el aclarado representa una pérdida de material. El
exceso de material polimérico aplicado en el sustrato (es decir, el material polimérico que no se adhiere al sustrato)
se pierde en el aclarado. De nuevo, en la produccién en masa, la cantidad de material polimérico perdida en el
aclarado puede suponer un coste sustancial.

La presente invencion, sin embargo, resuelve estos problemas. En una forma de realizacién, la invencion
proporciona un procedimiento para la aplicacién controlada de un material polimérico en un sustrato. En este
procedimiento, se calcula el volumen de material polimérico necesario para una maxima integracion ionica con los
grupos iénicos de la superficie del sustrato, y soélo se aplica en el sustrato la cantidad necesaria de material
polimérico. Consecuentemente, el sustrato esta recubierto con el material polimérico, y no hay ningin exceso de
volumen presente que requiera una etapa de aclarado. Preferiblemente, el material polimérico todavia se seca antes
del uso del sustrato recubierto para la inmovilizaciéon de una muestra.

Otro aspecto sorprendente de la presente invencién no reconocido antes en la técnica es que cuando el
procedimiento de la invencion excluye especificamente someter la superficie del sustrato a un proceso de limpieza
antes de poner en contacto el sustrato con el material de recubrimiento polimérico, el sustrato recubierto resultante
muestra unas propiedades de inmovilizacion mejoradas. Generalmente esta aceptado en la técnica que los sustratos
usados para la inmovilizacion de muestras sobre los mismos experimentan una intensa limpieza antes de la etapa
de inmovilizacion. Por ejemplo, cuando el sustrato es un portaobjetos de microscopio, la practica habitual es tomar el
portaobjetos segun se recibe del fabricante, y lavar el portaobjetos antes de proceder a cualquier etapa de
inmovilizacién. Multiples ejemplos de procesos de limpieza o de lavado se proporcionan en Cras, J. J., y col.,
Biosensors & Bioelectronics, 14 (1999) 683 - 688.

Los procesos de limpieza que se deben evitar segun la presente invencion son procesos que comprenden el uso de
productos quimicos reconocidos como utiles para eliminar compuestos organicos de las superficies de sustratos.
Algunos ejemplos de los procesos de limpieza que se deben evitar son procesos que incluyen el uso de acidos (por
ejemplo, acido clorhidrico, acido sulfarico, acido nitrico, acido crémico y acido cromosulfurico), bases (por ejemplo,
hidréxido de amonio, hidroxido sédico e hidréxido potasico) y disolventes organicos (por ejemplo, alcohol metilico,
alcohol etilico, alcohol propilico, tolueno, acetona, cloruro de metileno y esencias minerales). Algunos procesos
adicionales que se deben evitar incluyen procesos de silanizacion disefiados para exponer los grupos silano en los
sustratos, tales como el vidrio. Los procesos tales como los descritos anteriormente (y adicionalmente descritos por
Cras, J. J., y col.) incluyen un mecanismo de accién mas alla del simple aclarado o barrido de una superficie de un
sustrato. Consecuentemente, las etapas del proceso, tales como el aclarado de un sustrato con agua desionizada o
el barrido de la superficie de un sustrato con un pafo, no estan excluidas segun la invencion. En otras palabras, la
presente invencion engloba los procesos en los que un sustrato se limpia de polvo o se aclara con agua antes de su
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recubrimiento con el material polimérico no peptidico.

Los procesos de limpieza, tales como los descritos anteriormente, requieren tiempo y pueden incluir el uso de
productos quimicos toxicos. El procedimiento de la presente invencion es por lo tanto particularmente util ya que
dichas etapas de limpieza estan completamente excluidas en las formas de realizacion preferidas.
Consecuentemente, puede usarse un portaobjetos de microscopio, por ejemplo, segun se recibe del fabricante, sin
incluir ninguna etapa de limpieza. En otras palabras, en el procedimiento de la invencion, el procedimiento excluye
someter el sustrato a un proceso de limpieza antes de poner en contacto el sustrato con el material de recubrimiento
polimérico no peptidico.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un sustrato prerrecubierto particularmente util para inmovilizar una
muestra biolégica en el mismo. En una forma de realizacion, el sustrato prerrecubierto se prepara segun el
procedimiento descrito anteriormente.

Un sustrato prerrecubierto segun la invencién que utiliza el material de recubrimiento polimérico descrito en este
documento es ventajoso porque incluso cuando la capa de recubrimiento del material de recubrimiento polimérico no
peptidico es relativamente delgada, el sustrato prerrecubierto todavia es util y eficaz para inmovilizar una muestra
biolégica. Por supuesto, la eficacia del recubrimiento no esta limitada a dichos recubrimientos relativamente
delgados, y el material de recubrimiento polimérico también es eficaz con recubrimientos relativamente gruesos. La
capacidad de preparar un sustrato prerrecubierto segun la invencion es, sin embargo, particularmente ventajosa en
términos del coste de la preparacion de dichos portaobjetos. En otras palabras, la capacidad de preparar sustratos
para la inmovilizacion de muestras en los mismos usando solo un delgado recubrimiento del material de
recubrimiento polimérico es econdmica porque reduce la cantidad de material polimérico que se puede usar.

El material de recubrimiento polimérico, cuando esta recubierto sobre un sustrato, puede tener un espesor de desde
aproximadamente 0,005 pum hasta aproximadamente 500 pm. Preferiblemente, el material de recubrimiento
polimérico tiene un espesor de recubrimiento de desde aproximadamente 0,5 pm hasta aproximadamente 100 um,
mas preferiblemente desde aproximadamente 1 mm hasta aproximadamente 50 um. Preferiblemente, el material de
recubrimiento polimérico esta recubierto sobre el sustrato como una monocapa, lo que significa que no hay una
intervencion de capas intermedias de un material diferente entre dos o mas capas del material de recubrimiento
polimérico de la invencién. Sin embargo, los recubrimientos multicapa también estan contemplados por la presente
invencion.

El sustrato prerrecubierto de la presente invencion es particularmente Util no sélo en términos de un aumento de la
vida de almacenamiento, sino también en términos de su capacidad para inmovilizar una cantidad aumentada de
una muestra biolégica. Por ejemplo, en una forma de realizacion, el sustrato prerrecubierto de la invencién puede
caracterizarse por ser capaz de inmovilizar un nimero medio de células aumentado por area superficial con respecto
a otros sustratos prerrecubiertos conocidos previamente.

En una forma de realizacion particular, el nimero medio de células por area superficial inmovilizadas en el sustrato
prerrecubierto de la presente invencion es de al menos aproximadamente un 10% mayor que el numero medio de
células por area superficial en la misma area de un sustrato no recubierto segun los procedimientos de la presente
invencion que se ha puesto en contacto con la misma muestra celular. Preferiblemente, el nUimero medio de células
por area superficial inmovilizadas en el sustrato prerrecubierto de la presente invencién es de al menos
aproximadamente un 15% mayor que el nimero medio de células por area superficial en la misma area de un
sustrato no recubierto segun los procedimientos de la presente invencion, muy preferiblemente al menos
aproximadamente un 20% mayor.

El incremento en el recuento celular del material biolégico asociado con un sustrato prerrecubierto segun la presente
invencion puede determinarse usando diversos equipos y procedimientos que serian reconocidos por el experto en
la técnica. Por ejemplo, es bien conocido en la técnica que puede usarse un hemocitémetro para contar las células
manualmente en un nimero representativo de campos de vision, y a continuacion extrapolar el numero total de
células por area.

Los recuentos celulares también pueden obtenerse mediante el uso de un equipo automatizado controlado por
ordenador, tal como el sistema de lectura de portaobjetos automatizado FOCALPOINT™ Cell Profiler (disponible en
TriPath Imaging, Inc.). EI FOCALPOINT™ Cell Profiler usa unos algoritmos especificos para limitar el niumero de
células incluidas en el recuento celular a una poblacion con un valor diagnésticamente significativo (es decir, cuenta
solo las células reales y desestima alteraciones). Este recuento celular esta acumulado a partir de aproximadamente
950 a 1.000 imagenes tomadas a alta resolucion en campos de células evaluados como el mayor potencial.

Preferiblemente, los procedimientos usados para obtener los recuentos celulares, tales como los descritos
anteriormente, son capaces de proporcionar resultados reproducibles y son capaces de proporcionar resultados que
pueden ser evaluados de una forma estadisticamente significativa. Consecuentemente, una muestra bioldgica
aplicada en un sustrato puede ser procesada usando un equipo estandarizado, de forma que las muestras
procesadas usando el equipo pueden evaluarse comparativamente. Un ejemplo de dicho equipo de procesado es un
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procesador PrepStain Slide (disponible en TriPath Imaging, Inc.). El procesador PrepStain Slide permite la
preparacion de un portaobjetos con un volumen de una muestra bioldgica aplicado sistematicamente, de forma que
el area del portaobjetos en la que se aplica la muestra es constante y reproducible. Dicho procesado es
particularmente util para evaluar una muestra biolégica aplicada en un sustrato basandose en un recuento celular
medio por area superficial del sustrato.

Una forma de realizacién particular de la invencién proporciona un sustrato prerrecubierto adaptado para inmovilizar
una muestra biolégica para su analisis. El sustrato puede ser cualquier sustrato segun se describe en este
documento que esta recubierto con un material de recubrimiento polimérico no peptidico, segun se describid
anteriormente. El sustrato prerrecubierto en esta forma de realizacién de la invencion se caracteriza porque es capaz
de inmovilizar un nimero medio de células por area superficial. Dicha capacidad de inmovilizaciéon puede evaluarse
basandose en la inmovilizacién de una linea celular. Por ejemplo, la capacidad de un sustrato prerrecubierto de
inmovilizar células puede evaluarse usando células de carcinoma cervical humano, habitualmente conocidas como
linea celular SiHa. Las células SiHa estan facilmente disponibles, tales como en la American Type Culture Collection
(ATCC) identificadas mediante el nimero de ATCC HTB-35.

Segun una forma de realizacion de la invencion, se proporciona un sustrato prerrecubierto donde la superficie del
sustrato prerrecubierto es capaz de inmovilizar un nimero medio de células por area superficial de al menos
aproximadamente 20.000 células/cm? cuando el sustrato prerrecubierto se pone en contacto con 1 ml de una
suspension de células de la linea celular SiHa. Preferiblemente, la superficie del sustrato prerrecubierto es capaz de
inmovilizar una media de al menos aproximadamente 21.000 células/cm? cuando el sustrato prerrecubierto se pone
en contacto con 1 ml de una suspensién de células de la linea celular SiHa, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 22.000 células/cm?, muy preferiblemente al menos aproximadamente 23.000 células/cm?.

La capacidad de inmovilizacion mejorada del sustrato prerrecubierto segun la presente invencion puede observarse
asimismo a través de procedimientos analiticos adicionales. Un procedimiento adecuado para su uso en la
cuantificacion de la densidad de carga del sustrato recubierto seria medir directamente la densidad de carga en
términos de densidad de carga por area de sustrato recubierto. Otro procedimiento seria medir indirectamente la
densidad de carga mediante correlacién con otra propiedad mensurable. Por ejemplo, la densidad de carga del
material de recubrimiento polimérico recubierto en el sustrato puede cuantificarse mediante una medicién
espectrografica de un pigmento asociado al sustrato recubierto (por ejemplo, adsorbido en el mismo).

Segun se menciond previamente, la capacidad de un sustrato recubierto de adherir una muestra bioldgica
(generalmente por estar cargado negativamente) esta relacionada directamente con la cantidad de exceso de carga
positiva en la superficie del portaobjetos. Cuando un pigmento cargado negativamente esta asociado con la
superficie del portaobjetos, el exceso de carga positiva en la superficie del portaobjetos puede cuantificarse
mediante un analisis espectrografico del pigmento. Es bien conocido en la técnica que la absorcion de radiacion
electromagnética por un pigmento a una longitud de onda dada es directamente proporcional a la concentracion del
pigmento. Por lo tanto, dada una relacién proporcional entre el pigmento aniénico y el material de recubrimiento
catiénico, una medicion de la absorbancia del pigmento asociado al material de recubrimiento es un indicador fiable
de la cantidad de exceso de carga positiva en la superficie del sustrato recubierto. En otras palabras, cuanto mayor
es la densidad de carga, mayor es la concentracion del pigmento adsorbido en el sustrato recubierto, y mayor es la
absorcion por parte del pigmento de la radiacion electromagnética a una longitud de onda dada. Dicha técnica de
medicion la describen Tadao Sakai y Akihiko Hirose (Talanta 59 (2003) 167 - 175), que se incorpora al presente
documento como referencia.

Multiples pigmentos conocidos en la técnica son utiles en una técnica analitica para cuantificar la densidad de carga
de un material de recubrimiento polimérico recubierto en un sustrato segun la presente invencion. Una clase de
pigmentos particularmente util para cuantificar la densidad de carga de un sustrato recubierto en la presente
invencion es los pigmentos de xanteno, tales como eosina y tetrayodofluoresceina. Un pigmento particularmente util
segun la presente invencion es Eosina Y (mostrada continuacion en la formula 8) que es, en una disolucion acuosa
neutra, dianiénico. Como especie dianidnica, el pigmento se une a especies monocatidnicas en una relacion de 1:2.
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La Eosina Y adsorbida en un polimero catiénico, tal como el PDDA, tiene una longitud de onda de absorcién maxima
(Amax) de aproximadamente 542 nm. Por lo tanto, las mediciones de absorcién a esta longitud de onda son eficaces
para la cuantificacion del exceso de carga positiva en la superficie de un sustrato recubierto. Dichas mediciones
pueden ser realizadas con cualquier dispositivo analitico conocido en la técnica como util para dichas mediciones, tal
como un espectrofotémetro de UV-Vis. Un ejemplo de la medicién de la densidad de carga de un sustrato recubierto
con un material de recubrimiento polimérico segun la presente invenciéon se proporciona a continuacion en el
Ejemplo 4.

Un sustrato recubierto segun la presente invencion, recubierto con un material de recubrimiento polimérico, tiene un
exceso de sitios de carga positiva, siendo dicho exceso de una cantidad tal que une eficazmente una muestra
biolégica. El material de recubrimiento polimérico del sustrato recubierto es eficaz para unir una muestra bioldgica
segun la presente invencion cuando el material de recubrimiento polimérico muestra al menos una densidad de
carga minimamente aceptable. Puede observarse facilmente que la densidad de carga de un sustrato prerrecubierto
preparado segun la presente invencion, a través de una medicion cuantitativa, es mucho mayor que la densidad de
carga de un sustrato prerrecubierto que no esta preparado segun la presente invencion. Cuando se usa el pigmento
Eosina Y en un procedimiento de cuantificacion como el descrito anteriormente, un sustrato prerrecubierto segun la
presente invencion mostraria una absorbancia que es al menos dos veces mayor que la absorbancia sobre un
sustrato no preparado segun la presente invencion. Mas preferiblemente, la absorbancia mostrada por un sustrato
segun la presente invencion es al menos tres veces mayor que la absorbancia en un sustrato no preparado segun la
presente invencion. Incluso mas preferiblemente, la absorbancia mostrada por un sustrato seguin la presente
invencion es al menos cuatro veces mayor que la absorbancia en un sustrato no preparado segun la presente
invencion.

Segun una forma de realizaciéon de la presente invencion, se proporciona un portaobjetos de vidrio prerrecubierto
adaptado para la inmovilizacion de una muestra biolégica para su andlisis. El portaobjetos de vidrio tiene una
pluralidad de grupos anionicos, y el portaobjetos esta recubierto con un material de recubrimiento polimérico no
peptidico que comprende una pluralidad de grupos catiénicos. El portaobjetos de vidrio prerrecubierto tiene una
densidad de carga tal que cuando el pigmento Eosina Y se adsorbe en el portaobjetos recubierto, y a continuacion
se somete a una radiacion electromagnética a una longitud de onda de 542 nm, el pigmento muestra una
absorbancia de al menos aproximadamente 0,05, lo que es indicativo de una densidad de carga minimamente
aceptable (es decir, un exceso de carga positiva) en el material de recubrimiento polimérico que recubre el
portaobjetos de vidrio. Preferiblemente, la absorbancia es de al menos aproximadamente 0,1. Mas preferiblemente,
la absorbancia es de al menos aproximadamente 0,15.

Como conocera el experto en la técnica, la eleccion del sustrato podria afectar a la absorbancia medida del
pigmento adsorbido sobre el material de recubrimiento usado para recubrir el sustrato. Consecuentemente, si se usa
un sustrato distinto a un portaobjetos de vidrio segun la presente invencion, los valores de la absorbancia podrian
variar del intervalo proporcionado anteriormente. No obstante, como se mencioné anteriormente, un sustrato
recubierto segun la presente invencion mostraria una absorbancia que es al menos aproximadamente dos veces
mayor que la absorbancia mostrada cuando el mismo sustrato esta recubierto mediante un procedimiento que no es
segun la presente invencion, preferiblemente al menos aproximadamente tres veces mayor, muy preferiblemente al
menos aproximadamente cuatro veces mayor.

La muestra para su inmovilizacién sobre el sustrato recubierto con el material de recubrimiento polimérico puede ser
cualquier muestra con grupos anioénicos capaces de interactuar con los grupos catidnicos del material de
recubrimiento polimérico, y ser por tanto inmovilizada sobre el mismo. Preferiblemente, la muestra comprende un
componente bioldgico. Algunos ejemplos de muestras bioldgicas para su inmovilizaciéon sobre el sustrato recubierto
segun la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, células, tejido, fluidos, acidos nucleicos, incluyendo
polinucledtidos y oligonucledtidos (por ejemplo, ADN, ARN y fragmentos de los mismos), polipéptidos y proteinas.

En una forma de realizacion segun la presente invencién, se inmoviliza una monocapa de la muestra bioldgica sobre
el sustrato recubierto con el material de recubrimiento polimérico. La expresién "monocapa" pretende indicar que
s6lo se deposita una capa del material en, y se inmoviliza sobre, el sustrato recubierto. Consecuentemente, no se
inmovilizan capas adicionales ademas de, particularmente sobre, la muestra bioldgica, que podrian obstruir la vision
e impedir el andlisis de la muestra bioldgica inmovilizada directamente sobre el material de recubrimiento polimérico
en el sustrato.

La muestra biolégica puede inmovilizarse en el sustrato recubierto para una variedad de usos. Preferentemente, el
uso es un uso diagnostico. Por ejemplo, la muestra bioldgica podria inmovilizarse con el fin de una extraccién a partir
de una muestra mayor, para un procesado o pruebas adicionales, y para diversos procedimientos analiticos.
Algunos ejemplos especificos no limitantes de usos del sustrato recubierto incluyen, micromatrices de tejido (TMA),
micromatrices citolégicas (CMA), micromatrices de acidos nucleicos y otros diagnodsticos citolégicos o histoldgicos.
Ademas de dichos usos especificos, los sustratos prerrecubiertos de la presente invencion también podrian usarse
para la inmovilizacién de varias muestras bioldgicas para kits de ensayo diagnostico manuales o automatizados.
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El sustrato prerrecubierto de la invencion puede usarse en una variedad de procedimientos diagndsticos. Por
ejemplo, el sustrato prerrecubierto podria usarse para inmovilizar un anticuerpo que es selectivo para una proteina
en particular. En otro ejemplo, el sustrato prerrecubierto podria usarse para inmovilizar un sustrato reactivo, que
seria particularmente Util para aislar una proteina en particular, que es una enzima capaz de actuar sobre el sustrato
reactivo. Otros usos diagndsticos similares también estan englobados por la presente invencion.

En una forma de realizacion de la presente invenciéon, se proporciona una microesfera prerrecubierta.
Preferiblemente, la microesfera prerrecubierta estd adaptada para extraer un componente bioldgico a partir de una
muestra. La microesfera en esta forma de realizacion tiene una superficie que comprende una pluralidad de grupos
anionicos capaces de interactuar con los grupos catiénicos de un material de recubrimiento polimérico no peptidico,
segun se describié anteriormente. Consecuentemente, la microesfera tiene un material de recubrimiento polimérico
no peptidico superyacente y unido iénicamente a la superficie de la microesfera. Por lo tanto, la microesfera
recubierta tiene una pluralidad de grupos catidnicos expuestos para interactuar con los grupos aniénicos de los
componentes biolégicos de interés de la muestra. Entonces el componente bioldgico puede ser inmovilizado en la
superficie de la microesfera y ser extraido a partir de la muestra.

La microesfera prerrecubierta comprende preferentemente un material elegido del grupo que consiste en vidrio,
polimeros, silices, metales, 6xidos metalicos y ceramicas. En una forma de realizacion particularmente preferida, la
microesfera comprende un polimero elegido del grupo que consiste en poliestireno, poliacrilato, polimetacrilato,
polietileno, polipropileno, poliéster, poliuretano, poliamida, policarbonato, polidimetilsiloxano, polidialquilsiloxano,
celulosa, derivados de los mismos, copolimeros de los mismos y combinaciones de los mismos.

Las microesferas prerrecubiertas segun la presente invenciéon pueden usarse en una variedad de procedimientos de
extraccion y separacion, tales como los que se han descrito previamente, y estarian facilmente contemplados por el
experto en la técnica. Por ejemplo, las microesferas prerrecubiertas podrian usarse en varios procedimientos de
separacion cromatografica. Adicionalmente, las microesferas prerrecubiertas podrian insertarse en una muestra y
eliminarse selectivamente para extraer un componente biolégico de la misma.

Por supuesto, la presente invencion también incluye otras multiples formas de realizacién donde un sustrato
prerrecubierto segun se describe en este documento puede usarse en un procedimiento diagndstico, y la invencion
no esta limitada por la presente desvelacion. Por ejemplo, las formas de realizacion donde el sustrato prerrecubierto
es un portaobjetos de microscopio se han descrito previamente en este documento.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento de analisis de una muestra bioldgica.
El procedimiento comprende generalmente proporcionar un sustrato prerrecubierto adaptado para inmovilizar una
muestra biolégica, donde el sustrato esta recubierto con un material de recubrimiento polimérico segun se describe
en este documento, inmovilizando la muestra biolégica en el sustrato prerrecubierto, y analizando la muestra
bioldgica inmovilizada en el sustrato prerrecubierto.

En una forma de realizacion particular, la etapa de analizar la muestra biolodgica inmovilizada en el portaobjetos
prerrecubierto se realiza mediante el uso de un instrumento diagndstico; sin embargo, la presente invencion también
contempla el analisis de la muestra inmovilizada por un individuo sin la ayuda de instrumentacion adicional (es decir,
Unicamente mediante el uso de los sentidos).

Algunos ejemplos de instrumentos diagnosticos Utiles en el analisis de la muestra inmovilizada segun el presente
procedimiento incluyen, pero no se limitan a, microscopios (tales como microscopios Opticos o microscopios
electrénicos), cromatografos, espectrometros y dispositivos de imagen (tales como camaras digitales, videocamaras
y camaras de dispositivo de carga acoplada (CCD)).

La presente invencion también incluye varias formas de realizacion donde el sustrato prerrecubierto de la invencion
tiene otros usos distintos a los diagndsticos, segun se describid previamente. Por ejemplo, en una forma de
realizacion, se proporciona un dispositivo Util para la recoleccion de uno o mas contaminantes biolégicos. En esta
forma de realizacion, como antes, el sustrato comprende un material con una pluralidad de grupos aniénicos que
esta recubierto con un material de recubrimiento polimérico no peptidico. En la forma de realizacién particularmente
preferida de esta forma de realizacion, el sustrato comprende un material fibroso. ElI material fibroso puede ser
natural o sintético y puede ser tejido o no tejido. Algunos ejemplos no limitantes de materiales fibrosos utiles como
dispositivo de recolecciéon de contaminantes biolégicos incluyen algodén, celulosa y polietileno.

En una forma de realizacion preferida, el dispositivo de recoleccion de contaminantes bioldgicos se elige del grupo
que consiste en gasa, pafos y apositos médicos. Consecuentemente, el dispositivo de recoleccion de contaminantes
biolégicos pueden usarse en la transferencia de muestras, en procedimientos médicos y en otras situaciones donde
sea Util recoger o recolectar material bioldgico posible o conocido para evitar que el material biolégico contamine un
material o una zona. Por ejemplo, el dispositivo de recoleccion de contaminantes bioldgicos podria usarse para
mantener un portaobjetos con una muestra de ADN en el mismo. Consecuentemente, se evita que ADN extrafio, tal
como el del individuo que maneja el portaobjetos, contamine la muestra de ADN del portaobjetos. De forma analoga,
el dispositivo de recoleccion de contaminantes podria usarse en una zona quirirgica para recoger material biolégico
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para evitar que el material biolégico contamine la zona quirdrgica.

En una forma de realizacion particularmente preferida de la invencion, el dispositivo de recoleccion de
contaminantes biolégicos es un guante, tal como un guante quirargico. El guante podria esta formado por un
material fibroso recubierto con un material de recubrimiento polimérico segun se describié anteriormente.
Alternativamente, el guante podria esta formado por un polimero natural o sintético (por ejemplo, un guante de
"caucho").

Algunas formas de realizacion adicionales de la presente invencion se describen con mas claridad segun los
siguientes ejemplos experimentales.

EXPERIMENTAL

La presente invencion se ilustra mas completamente mediante los siguientes ejemplos, que se establecen para
ilustrar la presente invencion y no deben interpretarse como limitantes de la misma.

EJEMPLO 1
Prerrecubrimiento de un portaobjetos de vidrio para microscopio con PDDA

En la preparacion de un portaobjetos de vidrio para microscopio prerrecubierto, se preparé una disolucion de PDDA
en agua desionizada de forma que la concentracion final de la disolucién era de 1% de PDDA (+/- 0,05%) p/v. El pH
de la disolucion se ajusté entonces a 9,0 (+/- 0,2) mediante la adicion de NaOH 1 N.

La disolucién de PDDA con el pH ajustado se puso en un bafo de tincion de portaobjetos manual. Se cargd una
rejilla de tincion de portaobjetos manual con portaobjetos de vidrio para microscopio, y la rejilla con los portaobjetos
de vidrio para microscopio se afiadio a la disolucion de PDDA del bafio, con la disolucion cubriendo los portaobjetos
hasta el borde esmerilado de los portaobjetos. Los portaobjetos se dejaron reposar en la disoluciéon de PDDA
durante aproximadamente 10 segundos. Se retird la rejilla del bafio, los portaobjetos se extrajeron de la rejilla y los
portaobjetos se colocaron en una posicion vertical ligeramente angulada, y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Los portaobjetos con la disolucion de PDDA aplicada en los mismos se dejaron secar hasta sequedad
visual y después se aclararon con agua desionizada. Los portaobjetos aclarados se dejaron secar de nuevo
proporcionando portaobjetos recubiertos con PDDA listos para su uso en el analisis de muestras anidnicas.

EJEMPLO 2

Comparacion de un portaobjetos para microscopio recubierto con PDDA con un portaobjetos para microscopio
recubierto con PLL

Se prepar6 una disolucién de PDDA y se recubrieron multiples portaobjetos de vidrio para microscopio usando la
disolucién segun Ejemplo 1. De forma similar se recubrieron multiples portaobjetos para microscopio adicionales
usando reactivo de recubrimiento para portaobjetos PREPSTAIN™ (PLL) (disponible en TriPath Imaging, Inc.).

Los portaobjetos recubiertos con PDDA y los portaobjetos recubiertos con PLL se separaron en dos grupos. Un
grupo de portaobjetos recubiertos con PDDA se almacend durante 16 semanas a temperatura ambiente. De forma
analoga, un grupo de portaobjetos recubiertos con PLL se almacend durante 16 semanas a temperatura ambiente.
Un segundo grupo de portaobjetos recubiertos con PDDA, y un segundo grupo de portaobjetos recubiertos con PLL,
se almacenaron durante 5 semanas a temperatura ambiente y se almacenaron durante 9 semanas adicionales a
45°C, para un total de 16 semanas de almacenamiento. Al final de las 16 semanas, se extrajeron los cuatro grupos
de portaobjetos de su almacenamiento para unas pruebas adicionales, segun se describe a continuacion. Como
comparativo en la experimentacion se prepard un conjunto de portaobjetos recubiertos con PLL reciente segun el
mismo procedimiento al descrito previamente para la comparacion con los Grupos de Estabilidad.

Los portaobjetos de cada uno de los cinco grupos descritos anteriormente se sometieron a un Unico conjunto de
material citolégico y subsiguientemente se tifieron usando el método de PREPSTAIN™. Los portaobjetos de los
cinco grupos se compararon entonces sobre la base de la cantidad de material citoldgico que se habia adherido a la
superficie recubierta.

Se aprecio que los portaobjetos recubiertos con PLL tenian una estabilidad reducida, que disminuia con el tiempo y
la temperatura. Esta estabilidad reducida era visiblemente reconocible a partir de la cantidad disminuida de material
citolégico adherido y tefiido presente en los portaobjetos recubiertos con PLL. El portaobjetos 1, el portaobjetos de
control, se recubrié de nuevo con PLL en el momento de la evaluacion, y no se sometié a las 16 semanas de
prueba. El portaobjetos 2, recubierto con PLL, se dejé reposar a temperatura ambiente durante 16 semanas. Una
comparacion del portaobjetos 2 con el portaobjetos 1 indic6 menos material citologico tefiido adherido al
portaobjetos 2, lo que era indicativo de una degradacion del recubrimiento polimérico durante el periodo de 16
semanas. El portaobjetos 4, también recubierto con PLL, reposé durante 5 semanas a temperatura ambiente y
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durante 9 semanas a 45°C. La degradacion del polimero en este portaobjetos era incluso mas apreciable. Una
inspeccion visual del portaobjetos 4 indicd s6lo un minimo de material citolégico adherido a la superficie del
portaobjetos (es decir, practicamente no hay material citolégico tefiido visible).

El portaobjetos 3 se recubrié con PDDA y se almacen6 a temperatura ambiente durante 16 semanas. El portaobjetos
5 se recubrié con PDDA, se almacen6 a temperatura ambiente durante 5 semanas y después se almacen6 a 45°C
durante 9 semanas. Ambos portaobjetos 3 y 5 indicaron poca o ninguna degradacién del recubrimiento. Esto era
visiblemente apreciable por la completa y uniforme distribucion del material citolégico tefiido adherido a los
portaobjetos recubiertos. Ademas, en comparacion con el portaobjetos de control recién recubierto con PLL
(portaobjetos 1), los portaobjetos con PDDA, incluso después de reposar durante 16 semanas, mostraron una tincion
mas profunda del recubrimiento, indicando una concentracion aumentada del polimero (y por lo tanto de los sitios de
union catiénicos) en los portaobjetos recubiertos con PDDA en comparacion con los portaobjetos recubiertos con
PLL.

EJEMPLO 3
Comparacion de portaobjetos de microscopio recubiertos usando diversas metodologias de recubrimiento

Se recubrieron dos conjuntos de portaobjetos de microscopio con PDDA segun el procedimiento de la presente
invencion y el procedimiento descrito previamente. A continuacion se proporciona una comparacion de las
capacidades de inmovilizacion de los portaobjetos.

Se recubrieron doce portaobjetos de microscopio con PDDA segun la presente invencion. Particularmente, se
prepar6 una disolucion de PDDA en agua desionizada al 0,25% (p/v) y se ajust6 el pH usando NaOH hasta un pH
final de 9,2. Los 12 portaobjetos de microscopio se extrajeron del envase segun se recibieron del fabricante y no se
sometieron especificamente a ningun proceso de limpieza previo al recubrimiento con la disolucion de PDDA.
Después, los portaobjetos sin limpiar se sumergieron manualmente en la disolucion de PDDA, se extrajeron, se
dejaron secar en las condiciones ambientales hasta sequedad visual, y después se aclararon con agua desionizada
para eliminar cualquier PDDA residual. Los portaobjetos aclarados se dejaron secar antes de su uso.

Se prepararon doce portaobjetos de microscopio adicionales segun procedimientos de preparacion conocidos, para
su comparacion con los portaobjetos recubiertos con PDDA de la invencion. En primer lugar, los 12 portaobjetos,
tomados nuevos del mismo envase y fabricante, se limpiaron segun el Método 2 desvelado por Cras, J. J., y col,,
Biosensors & Bioelectronics, 14 (1999) 683 - 688. Entonces los portaobjetos limpios se recubrieron con una
disolucién acuosa de PDDA al 1,0% segun el procedimiento proporcionado por Seyfert, S., y col., Biomaterials, 16
(1995) 201 - 207. Particularmente, los portaobjetos limpios se sumergieron manualmente la disolucién de PDDA al
1%, se extrajeron de la disolucion e inmediatamente se aclararon para eliminar cualquier disolucion residual de
PDDA (es decir, no se realizd un secado del recubrimiento antes del aclarado). Los portaobjetos aclarados se
dejaron secar antes de su uso.

Para preparar la muestra celular para su inmovilizaciéon en los portaobjetos de microscopios, se obtuvieron tres
frascos de células de control SiHa (de TriPath Imaging, Inc.). Las células SiHa usadas en la experimentacion
procedian de una unica linea celular descrita por primera vez por Friedl, F., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 135 (1970)
543 - 545. El contenido de los tres frascos se centrifugd (800 g durante 10 minutos) para compactar las células en
un sedimento. El sobrenadante se desechd y las células se resuspendieron en agua desionizada. Entonces las
células se volvieron a compactar en un sedimento mediante centrifugacion (800 g durante 10 minutos). El
sobrenadante se desechd, y las células se resuspendieron en aproximadamente 30 ml de agua desionizada. Se
transfirid un ml de la suspension celular a cada uno de los 24 tubos conicos, y las muestras se procesaron segun el
protocolo estandar usando un instrumento de procesado de portaobjetos TriPath Imaging PREPSTAIN™ (las
muestras se aplicaron a los portaobjetos y se tifieron).

Después de tefiir los portaobjetos y cubrirlos, los portaobjetos se evaluaron con un analizador de portaobjetos
TriPath Imaging FOCALPOINT™ Slide Profiler. El instrumento conto el nimero de células de cada portaobjetos, y se
extrajo el recuento celular de cada portaobjeto de microscopio a partir de la base de datos del instrumento (siendo el
recuento celular directamente proporcional al numero de objetos registrados por el analizador de portaobjetos.

La muestra celular de cada portaobjetos de microscopio se preparé6 como un circulo uniforme con un diametro
conocido de 1,3 cm (13 mm). Consecuentemente, el area de muestra de cada portaobjetos era de 1,33 cm? (132,7
mmz). El nimero de células inmovilizadas en cada portaobjetos se muestra continuacién. La Tabla 1 proporciona el
numero de células inmovilizadas sobre los portaobjetos preparados segun los procedimientos de la presente
invencion, y la Tabla 2 proporciona el niumero de células inmovilizadas sobre los portaobjetos preparados segun
procedimientos descritos previamente.
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Tabla 1

Portaobjetos n® Recuento celular

28.997
27.914
25.992
24.398
22.525
39.738
41.413
36.446
38.968
10 26.200
11 27.023
12 35.053

Media 31.222

© 00 NO O WN -

Tabla 2

Portaobjetos n®  Recuento celular

13 25.521
14 24.361
15 24.712
16 25.086
17 26.011
18 25.419
19 23.528
20 29.788
21 28.230
22 22.035
23 25.843
24 24146
Media 25.390

La comparacion de los recuentos celulares proporcionados anteriormente en la Tabla 1 y en la Tabla 2 usando la
distribucion de la t de Student revela un nivel de significacion de menos del 0,005. Consecuentemente, los recuentos
celulares ilustran con significacion estadistica que los portaobjetos recubiertos con PDDA preparados segun la
presente invencion inmovilizan un mayor nimero medio de células que los portaobjetos recubiertos con PDDA
preparados segun procedimientos conocidos previamente. En particular, los portaobjetos recubiertos con PDDA de
la invencidon inmovilizaron un numero medio de células un 22,97% mayor que el numero medio de células
inmovilizadas sobre los portaobjetos recubiertos con PDDA preparados segun los procedimientos conocidos
previamente.

Segulin se mencion6 anteriormente, el area de muestra celular de cada portaobjeto era de 1,33 cm? (132,7 mm?).
Consecuentemente, es posible calcular el nimero medio de células inmovilizadas en un area superficial dada. Con
los portaobjetos preparados segun la presente invencion, el nimero medio de células por area superficial
inmovilizadas era de 23.475 células/cm? (235,2 células/mm?). Por el contrario, los portaobjetos preparados segun
procedimientos conocidos previamente tenian un nimero medio de células por area superficial inmovilizadas de sélo
19.090 células/cm? (191,3 células/mm?).

EJEMPLO 4

Analisis de los portaobjetos recubiertos con PDDA mediante la absorcién UV del pigmento Eosina Y adsorbido

Se obtuvieron quince portaobjetos de microscopio ESCO (numero de catalogo 2951). Tres portaobjetos se apartaron
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para su uso como portaobjetos de control. Los restantes doce portaobjetos se dividieron en cuatro grupos de tres
portaobjetos cada uno. Los portaobjetos del Grupo 1 se recubrieron con una disolucién de PDDA al 1% a un pH de
aproximadamente 9,2. Los portaobjetos recubiertos se dejaron secar durante 1 hora, se aclararon con agua
desionizada, y se dejaron secar durante 1 hora adicional. Los portaobjetos del Grupo 2 se recubrieron con una
disolucion de PDDA al 1% a un pH de aproximadamente 9,2. Los portaobjetos recubiertos se aclararon
inmediatamente con agua desionizada (no se seco el recubrimiento de PDDA), y los portaobjetos aclarados se
dejaron secar durante 1 hora. Los portaobjetos del Grupo 3 se recubrieron con una disolucion de PDDA al 1% a un
pH de aproximadamente 5,3. Los portaobjetos recubiertos se dejaron secar durante 1 hora, se aclararon con agua
desionizada, y se dejaron secar durante 1 hora adicional. Los portaobjetos del Grupo 4 se recubrieron con una
disolucion de PDDA al 1% a un pH de aproximadamente 5,3. Los portaobjetos recubiertos se aclararon
inmediatamente con agua desionizada (no se seco el recubrimiento de PDDA), y los portaobjetos aclarados se
dejaron secar durante 1 hora. Los portaobjetos del Grupo 5 (los portaobjetos de control) no se recubrieron.

Todos los portaobjetos de los anteriores 5 grupos se prepararon para tratamiento colocando cada portaobjetos en
una base de soporte de portaobjetos de microscopio Hettich y posicionando una camara de sedimentacion Hettich
en los portaobjetos para aislar una porcion del portaobjetos. La porcién aislada de la superficie de cada portaobjetos
se traté con 200 ml de una disolucion de Eosina Y al 5% p/v en agua desionizada durante 1 minuto. La disolucion de
colorante se elimind mediante succiéon a vacio, y cada portaobjetos se traté dos veces con 2,5 ml de agua
desionizada, dejando cada aclarado reposar durante 1 minuto antes de eliminarlo con la succién a vacio. Cada
portaobjetos se tratd entonces dos veces con 2,5 ml de isopropanol, dejando reposar cada aclarado durante 1
minuto antes de eliminarlo mediante la succién a vacio. Cada portaobjetos se extrajo entonces del soporte de
portaobjetos y se dejo secar durante al menos 10 minutos. Cada portaobjetos tratado con el pigmento tenia una
porcion circular tefiida con un area de aproximadamente 240 mm?, estando el centro de la porcion circular tefiida a
aproximadamente 17,5 mm del extremo corto no esmerilado del portaobjetos.

El analisis espectrografico se realizé usando un espectrofotémetro de UV-Vis a 542 nm. El instrumento se calibro a
cero usando un portaobjetos de vidrio no recubierto, no tratado, plano. La absorbancia medida para cada
portaobjetos (proporcionada a continuacion en la Tabla 6) indicé una diferencia significativa entre los portaobjetos
recubiertos sin secado del recubrimiento polimérico antes del aclarado con respecto a aquellos recubiertos mediante
el procedimiento de la presente invencion. La adsorcién de la Eosina Y sobre las superficies cargadas positivamente
de los portaobjetos recubiertos con PDDA era mucho mayor en los portaobjetos que se dejaron secar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 1 hora antes de ser aclarados con agua desionizada.

Tabla 3
Procedimiento de tratamiento del portaobjetos Absorbancia media
Grupo 1 - recubierto con PDDA (1%), pH 9,2, secado antes del aclarado 0,158
Grupo 2 - recubierto con PDDA (1%), pH 9,2, no secado antes del aclarado 0,037
Grupo 3 - recubierto con PDDA (1%), pH 5,3, secado antes del aclarado 0,109
Grupo 4 - recubierto con PDDA (1%), pH 5,3, no secado antes del aclarado 0,023
Grupo 5 - no recubierto 0,002

Una comparacion directa de los portaobjetos recubiertos sin secado (Grupo 2) con los portaobjetos recubiertos
segun los procedimientos de la presente invencion (Grupo 1), ambos a pH 9,2, indican que el exceso de carga
positiva fue aproximadamente 4,3 (+/- 0,8) veces mayor en los portaobjetos preparados segun la presente invencion.
De forma analoga, una comparacion directa de los portaobjetos sin secado (Grupo 4) y los portaobjetos recubiertos
segun los procedimientos de la presente invencion (Grupo 3), ambos a pH 5,3, indica que el exceso de carga
positiva fue aproximadamente 4,7 (+/- 3,0) veces mayor en los portaobjetos preparados segun la presente invencion.
La contribucion del propio vidrio a la adsorcion del pigmento de Eosina Y es despreciable, segun indicaron los
valores de absorcion proximos a cero de los portaobjetos no recubiertos (portaobjetos de control). La adsorcién del
pigmento de Eosina Y puede por tanto atribuirse inicamente a las cargas positivas portadas por el PDDA recubierto
sobre los portaobjetos.

A la mente del experto en la técnica a la que pertenecen estas invenciones acudiran muchas modificaciones y otras
formas de realizacién de las invenciones establecidas en este documento, teniendo el beneficio de las ensenanzas
presentadas en la descripcion anterior. Por lo tanto, debe entenderse que las invenciones no estan limitadas a las
formas de realizacion especificas desveladas, y que las modificaciones y otras formas de realizacion pretenden estar
incluidas en el ambito de las reivindicaciones anexas. Aunque en este documento se emplean términos especificos,
se usan en un sentido genérico y descriptivo Unicamente, y no con fines limitantes.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar un sustrato recubierto adaptado para inmovilizar una muestra biologica,
comprendiendo dicho procedimiento:

proporcionar un sustrato con una superficie que comprende una pluralidad de grupos aniénicos;

poner en contacto el sustrato con una composicién que comprende una disoluciéon de un material polimérico
catidénico no peptidico, teniendo la disolucion un pH de 8 a 14, para formar un recubrimiento del material
polimérico no peptidico en al menos una porcién de la superficie del sustrato;

secar el recubrimiento del material polimérico no peptidico; y

aclarar el sustrato con el recubrimiento del material polimérico no peptidico seco sobre el mismo, donde el
recubrimiento del material polimérico no peptidico esta posicionado para inmovilizar una muestra biolégica.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el procedimiento comprende formar un recubrimiento de una
Unica capa del material polimérico no peptidico sin ninguna capa intermedia de un material de recubrimiento
diferente entre dos o mas capas del material de recubrimiento polimérico no peptidico.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde dicha etapa de secado del sustrato recubierto se lleva a cabo a
temperatura ambiente, o a una temperatura de 35°C a 120°C; o donde dicha etapa de secado del sustrato recubierto
se lleva a cabo durante un periodo de tiempo de desde aproximadamente 5 minutos hasta aproximadamente 1 hora.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 3, donde dicha etapa de secado del sustrato recubierto se lleva a cabo a
una temperatura de 35°C a 120°C; y durante un periodo de tiempo de 1 minuto a 20 minutos.

5. El procedimiento segun la reivindicacién 1, donde el sustrato se elige de entre portaobjetos, placas, microesferas,
tubos de ensayo, cubetas, tiras reactivas, hisopos y gasa; o donde el sustrato es un portaobjetos de microscopio.

6. El procedimiento segun la reivindicacion 5, donde el portaobjetos comprende un material elegido de entre vidrio,
ceramica y materiales poliméricos.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 6, donde el portaobjetos comprende un polimero elegido de entre
poliestireno,  polihidroximetacrilato, tereftalato de polietileno, politetrafluoroetileno, etileno fluorado,
polidimetilsiloxano, copolimeros o terpolimeros de los mismos, y combinaciones de los mismos.

8. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el material polimérico no peptidico comprende al menos un
monomero elegido de entre dialildimetilamonio, alilamina, metilacrilamidopropiltrimetilamonio, acrilamida, acido
acrilico, metacriloiloxietiltrimetilamonio, 4-vinil-benciltrimetilamonio, acido metacrilico, acrilato de hidroxietilo,
metacrilato, metacrilato de metilo, metacrilato de hidroxietilo, 4-vinilpiridinio, 4-vinil-1-metilpiridinio, acrilato de metilo,
acrilato de etilo, acrilato de butilo, acrilato de 2-etil hexilo, acrilato de dimetilaminoetilo, cloruro cuaternario de
dimetilaminoetilacrilato de metilo, dimetilaminopropilacrilamida, dimetilaminopropilacrilamida cloruro de metilo
cuaternario, acriloxietildimetilbencilamonio, acriloxietiltrimetilamonio, metacrilato de dimetilaminoetilo,
metacriloxietildimetilamonio, metacriloxietiltrimetilbencilamonio, eteno, etilenoimina, propeno, estireno, cloruro de
vinilo, isobutileno, trimetil-2-metacriloiletilamonio, trimetil-2-metacrilaminopropilamonio, y mezclas de los mismos.

9. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el material polimérico no peptidico comprende un polimero
elegido de entre polimeros alilicos, polimeros vinilicos y mezclas de los mismos.

10. El procedimiento segun la reivindicaciéon 1, donde el material polimérico no peptidico comprende
polidialildimetilamonio, polialilamina o un copolimero de dialildimetilamonio y al menos un monémero adicional.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el material de recubrimiento polimérico no peptidico esta
presente en disolucion a una concentracion del 0,01% (p/v) al 10% (p/v) o del 0,15% (p/v) al 0,75% (p/v); o donde el
material de recubrimiento polimérico no peptidico tiene un peso molecular medio de al menos 75.000 Da o de
400.000 Da a 500.000 Da.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde la superficie del sustrato no ha sido sometida a un proceso de
limpieza previo al contacto del sustrato con la disoluciéon del material polimérico no peptidico.

13. El procedimiento segun la reivindicacion 12, donde la superficie del sustrato no ha sido sometida a un proceso
de limpieza que incorpora un acido, una base o un disolvente organico previo al contacto del sustrato con la
disolucion del material polimérico no peptidico.

14. El procedimiento segun la reivindicacion 1, donde la superficie del sustrato no ha sido sometida a un proceso de
silanizacion previo al contacto del sustrato con la disolucidon del material polimérico no peptidico.
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15. Un sustrato prerrecubierto preparado segun el procedimiento de la reivindicacion 1.

16. Un sustrato prerrecubierto, preparado segun la reivindicacion 1, adaptado para la inmovilizaciéon de una muestra
biolégica para su analisis, comprendiendo el sustrato una superficie con una pluralidad de grupos aniénicos, donde
el sustrato esta recubierto con una Unica capa de un material polimérico no peptidico que comprende una pluralidad
de grupos catiénicos sin la intervencion de capas intermedias de un material de recubrimiento diferente entre dos o
mas capas del material de recubrimiento polimérico no peptidico, y donde la superficie del sustrato prerrecubierto es
capaz de inmovilizar un nimero medio de células por area superficial de al menos aproximadamente 20.000
células/cm? cuando el sustrato prerrecubierto se pone en contacto con 1 ml de una suspensién de células
procedentes de la linea celular SiHa.

17. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 16, donde la superficie del sustrato prerrecubierto es capaz de
inmovilizar un nimero medio de células por area superficial de al menos aproximadamente 22.000 células/cm? o de
al menos aproximadamente 23.000 células/cm? cuando el sustrato prerrecubierto se pone en contacto con 1 ml de
una suspension de células procedentes de la linea celular SiHa.

18. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 16, donde el sustrato es un sustrato segun se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 5a 7.

19. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 18, donde el sustrato es un portaobjetos de microscopio y el
material polimérico no peptidico es un material polimérico no peptidico segun se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 10.

20. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 18, donde el sustrato es un portaobjetos de microscopio y el
material polimérico no peptidico recubierto sobre el portaobjetos tiene un espesor de capa de 0,005 um a 500 um, o
un espesor de capa de 1 um a 50 um.

21. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 16, donde el material polimérico no peptidico tiene un peso
molecular medio de al menos aproximadamente 75.000 Da, o de desde aproximadamente 400.000 Da hasta
aproximadamente 500.000 Da.

22. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 18, donde el sustrato es un portaobjetos de microscopio y el
portaobjetos esta particularmente adaptado para la inmovilizacion para el analisis de una muestra biologica elegida
del grupo que consiste en una muestra de ADN, una muestra de un polipéptido, una muestra de fluido, una muestra
celular, una muestra de un nucleétido, una micromatriz de tejido, una micromatriz citolégica y una micromatriz de
acidos nucleicos.

23. El sustrato prerrecubierto segun la reivindicacion 16, donde el material polimérico no peptidico recubierto sobre
el sustrato se aplica al sustrato como una disolucién, donde el material polimérico no peptidico esta presente a una
concentracién del 0,01% (p/v) al 10% (p/v) o del 0,15% (p/v) al 0,75% (p/v).

24. Un procedimiento para analizar una muestra biolégica que comprende:

proporcionar un sustrato prerrecubierto de la reivindicacion 15 6 16;
aplicar una muestra bioldgica al sustrato prerrecubierto para inmovilizar la muestra bioldgica en el sustrato; y
analizar la muestra biolégica inmovilizada en el sustrato prerrecubierto.

25. El procedimiento segun la reivindicacion 24, donde dicha etapa de analisis comprende el uso de un instrumento
diagndstico elegido del grupo que consiste en microscopios, cromatografos, espectrometros y dispositivos de
imagen.

26. El procedimiento segun la reivindicacion 24, donde la muestra biolégica se elige de entre células, tejido, fluidos,
acidos nucleicos, polinucleétidos, oligonucledtidos, polipéptidos y proteinas.

27. El procedimiento segun la reivindicacion 24, donde el sustrato esta adaptado para la inmovilizaciéon para su
analisis de una muestra bioldgica elegida de entre una muestra de ADN, una muestra de un polipéptido, una
muestra de fluido, una muestra celular, una muestra de un nucleétido, una micromatriz de tejido, una micromatriz
citolégica y una micromatriz de acidos nucleicos.

28. El procedimiento segun la reivindicacién 24, donde el material polimérico no peptidico recubierto sobre el

sustrato se aplica al sustrato como una disolucién, donde el material polimérico no peptidico esta presente a una
concentracién del 0,01% (p/v) al 10% (p/v) o del 0,15% (p/v) al 0,75% (p/v).
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