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DESCRIPCION
Procedimiento para remover una solucién
SECTOR TECNICO

La presente invencion se refiere a un procedimiento para remover una solucidon que contiene una sustancia a
ensayar, procedimiento que se utiliza para poner una soluciéon que contiene una sustancia a ensayar en contacto
con una sustancia que se une selectivamente a la sustancia a ensayar inmovilizada en un sustrato (en adelante,
denominada "sustancia de union selectiva") y permitir que éstas reaccionen entre si.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Un chip de andlisis comprende un sustrato en el que se inmoviliza una sustancia de unién selectiva (tal como un
acido nucleico, una proteina, un lipido o un sacarido) que se une selectivamente a una sustancia a ensayar. Se deja
que la sustancia de union selectiva en el sustrato y la sustancia a ensayar experimenten una reaccion de hibridacion,
normalmente en una solucién, y, a partir de los resultados de la reaccion se analiza la existencia, la situacion, la
cantidad o similar de una sustancia contenida en la sustancia a ensayar. Como sustrato, se utiliza normalmente un
sustrato de vidrio, un sustrato metalico o un sustrato de resina.

Una realizacion de un chip de andlisis se denomina una "micromatriz”, en la cual estan dispuestas densamente
moléculas, tales como ADN, proteinas o cadenas de azlicares en un sustrato con el objetivo, por ejemplo, de
ensayar simultaneamente las expresiones de numerosos genes, en cantidades desde varias decenas hasta varias
decenas de miles. La utilizacién de una micromatriz permite la deteccién y la cuantificacion de acidos nucleicos en
base a la reaccion de hibridacion acido nucleico-acido nucleico, o la deteccién y cuantificacion de proteinas y
cadenas de azUcares en base a una reaccion especifica proteina-proteina, cadena de azucares-cadena de azucares
0 cadena de azucares-proteina, de tal modo que se puede llevar a cabo un andlisis sistematico y exhaustivo de la
expresion genética, por ejemplo, diversos modelos animales de enfermedades y fenémenos bioldgicos celulares.
Especificamente, se pueden clarificar las funciones de los genes, es decir, las proteinas codificadas por los genes, y
se puede identificar la temporizacion de la expresion de las proteinas asi como las ubicaciones de sus acciones.
Utilizando micromatrices para analizar las variaciones en la expresiéon genética de organismos a nivel celular o de
tejido, y combinando los datos de fendmenos fisioldgicos, bioldgicos celulares y bioquimicos para construir una base
de datos para perfiles de expresidn genética, resulta posible investigar genes de enfermedades y genes
relacionados con terapias y explorar estrategias terapéuticas.

Entre los chips de andlisis, se utilizan micromatrices de ADN (chips de ADN) para la deteccion, cuantificacion y
similar de &cidos nucleicos en base a la reacciéon de hibridacién de acido nucleico-acido nucleico. Como chip de
ADN se utiliza, por ejemplo, un chip en el que un gran numero de fragmentos de ADN estan densamente dispuestos
e inmovilizados sobre un sustrato plano de vidrio. Dicho chip de ADN se utiliza para detectar cada gen contenido en
una muestra o para medir la cantidad del mismo, por ejemplo, mediante un procedimiento en el que una muestra
preparada marcando los genes expresados en la célula de interés o similar con un tinte fluorescente o similar, es
sometida a hibridacion para permitir que los acidos nucleicos complementarios (ADN o ARN) se unan entre si y la
fluorescencia de los sitios de unidon sea detectada rapidamente utilizando un dispositivo de deteccién de alta
resolucion (escaner), o un procedimiento de deteccidén de una respuesta, tal como una corriente eléctrica, en base a
una reaccion electroquimica. Los chips de ADN tienen grandes expectativas, no soélo en el andlisis de la expresion
genética en base a la deteccién y cuantificacion de genes expresados, sino asimismo en sus campos de aplicacién,
tales como la deteccion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, single nucleotide polymorphisms) en genes.

Ademas, se han utilizado chips de andlisis como un medio para examinar y analizar no sélo &cidos nucleicos, tales
como ADN, sino también proteinas y sacéaridos. Especialmente, en los chips de analisis de proteinas, se inmovilizan
en un sustrato proteinas tales como anticuerpos, antigenos y sustratos de enzimas.

El documento de patente 1 da a conocer un procedimiento para remover una soluciéon que contiene una sustancia a
ensayar haciendo girar un chip de andlisis que tiene una estructura irregular, y permitiendo de ese modo que se
desplacen en el chip de andlisis particulas finas o burbujas de aire. En este procedimiento, al permitir que las
particulas finas o las burbujas de aire se desplacen sin entrar en contacto con la superficie inmovilizada con una
sustancia de unién selectiva, incluso con trazas de la sustancia a ensayar, se puede obtener una buena relacién S/R
(sefal/ruido) y una sefal de fluorescencia fuerte.

El documento de patente 2 da a conocer un procedimiento que puede llevar a cabo de manera simple y estable una
reaccion selectiva entre una sustancia a ensayar y una sustancia de unidén selectiva haciendo girar un chip de
analisis que tiene una estructura irregular en direccion sustancialmente horizontal y removiendo la solucién de la
sustancia a ensayar utilizando particulas finas.
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El documento de patente 3 da a conocer un procedimiento y un aparato de hibridacién en los que, haciendo girar un
recipiente que contiene una soluciéon de muestra y particulas finas, y permitiendo que las particulas desciendan en la
direccion de la gravedad, se remueve la solucion de muestra en el recipiente.

El documento de patente 4 da a conocer un procedimiento de hibridacién en el que se inyecta una solucion de
hibridacion en una camara de hibridacién especial en la que una micromatriz esta dispuesta de tal modo que el
espacio de la misma queda parcialmente sin llenar y la camara gira a continuacion para desplazar asi la posicion del
espacio lleno con la solucién en la cdmara, removiendo de ese modo la solucién.

El documento de patente 5 da a conocer un aparato de hibridacion de tipo de rotacién y revoluciéon que remueve una
solucion de muestra haciendo girar el propio aparato mientras se hace que de vueltas una micromatriz dispuesta en
una plataforma giratoria.

El documento de patente 6 da a conocer un procedimiento para remover una solucion que utiliza un chip de analisis,
comprendiendo el chip un soporte y una vasija. La remocién de la solucién se lleva a cabo utilizando microparticulas.
Las particulas estan cerradas de manera estanca dentro de un espacio formado entre el soporte y la vasija.

El documento de patente 7 da a conocer un procedimiento para mezclar por lo menos dos partes alicuotas en una
estructura de microcanales. Para el mezclado, ambas partes alicuotas se agitan juntas con una burbuja de gas en
una cdmara de mezclado.

DOCUMENTOS DE LA TECNICA ANTERIOR
DOCUMENTOS DE PATENTE

[Documento de patente 1] WO 2005/090997

[Documento de patente 2] JP 2007-285828A

[Documento de patente 3] JP 2003-339375A

[Documento de patente 4] Patente japonesa numero 4473007
[Documento de patente 5] Patente U.S.A. nimero 6309875
[Documento de patente 6] WO 2010/106989

[Documento de patente 7] JP 2010-519536 A
CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a procedimientos para remover una solucién que contiene una sustancia a ensayar
inyectada en un chip de analisis y a procedimientos de analisis de una sustancia a ensayar utilizando lo mencionado
anteriormente, segun las reivindicaciones adjuntas.

PROBLEMAS A RESOLVER MEDIANTE LA INVENCION

En el procedimiento para remover una solucion segun el documento de patente 1, el chip de analisis se hace girar a
una velocidad de rotacion relativamente lenta, por ejemplo, 3 rpm, y en este caso, la reaccion de hibridacién requiere
10 horas. Por lo tanto, este procedimiento no es adecuado para una deteccion rapida de una sustancia a ensayar.
Del mismo modo, el procedimiento para remover una solucién de una sustancia a ensayar segun el documento de
patente 2 tampoco es aplicable para una deteccion rapida de una sustancia a ensayar, debido a que la reaccion de
hibridaciéon en este procedimiento requiere 16 horas. Ademas, aunque se manifiesta que el procedimiento dado a
conocer en el documento de patente 3 tiene un efecto de reduccion del tiempo requerido para la hibridacion, la
reaccion de hibridacién requiere de hecho 6 horas; por lo tanto, es dificil aplicar este procedimiento a un analisis en
el que se solicite un diagnéstico rapido. Ademas, en el procedimiento de hibridacion dado a conocer en el
documento de patente 4, aunque se mejora el valor CV al hacer girar la cdmara, en comparacién con un caso en el
que la reaccién se lleva a cabo simplemente dejando la solucion para su hibridacién, no hay casi ningiin cambio en
la intensidad de la sefial y no se acelera el progreso de la reaccién. El aparato dado a conocer en el documento de
patente 5 es un aparato que permite remover una micromatriz con una pequeia cantidad de solucién de muestra;
sin embargo, no se menciona el tiempo necesario para la hibridacién y la reduccion del mismo, y por lo tanto no esta
claro que el aparato sea adaptable para un diagnéstico rapido.

Estos procedimientos de remocién de la solucién dados a conocer en los documentos de patente 1 a 5 estan todos

ellos dirigidos a mejorar la sensibilidad de la deteccién aumentando la eficiencia de la reacciéon de hibridacién; sin
embargo, la reaccion de hibridacion en estos procedimientos requiere de hecho de 6 a 20 horas. Por lo tanto, estos
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procedimientos no se pueden considerar como tecnologias para mejorar sensiblemente la velocidad de deteccion o
de cuantificacién de una sustancia a ensayar utilizando un chip de analisis. Por lo tanto, hasta ahora, en el sector del
andlisis de una sustancia a ensayar utilizando un chip de analisis, en el que se solicita llevar a cabo una deteccién o
una cuantificaciéon en un tiempo corto de varios minutos a dos horas como maximo, por ejemplo, en las aplicaciones
de examen y diagnostico de enfermedades infecciosas, tales como gripe, septicemia y similares, no se ha
presentado un procedimiento para remover una solucién de la sustancia a ensayar que permita que el analisis se
lleve a cabo con una velocidad tal que satisfaga la solicitud.

La presente invencion resuelve los problemas descritos anteriormente, y un objetivo de la presente invencion es dar
a conocer un medio para acelerar el progreso de una reaccion de unién selectiva (reaccion de hibridacion) entre una
sustancia de union selectiva inmovilizada en un chip de analisis y una sustancia a ensayar, en particular un medio
para permitir analizar una sustancia a ensayar en poco tiempo.

MEDIOS PARA RESOLVER LOS PROBLEMAS

Para resolver los problemas descritos anteriormente, los presentes inventores han estudiado a fondo el
procedimiento de remover una soluciéon que contiene una sustancia a ensayar mediante el cual, en un analisis de
una sustancia a ensayar utilizando un chip de analisis, se puede acelerar la reaccién entre la sustancia a ensayar y
una sustancia de unién selectiva inmovilizada. Como resultado, los presentes inventores han descubierto que se
puede conseguir en poco tiempo una reaccion de unién selectiva estable inyectando la solucién que contiene la
sustancia a ensayar en un hueco del chip de andlisis, de tal modo que el espacio del hueco queda parcialmente sin
llenar, y haciendo girar el chip de andlisis aplicando una aceleracion centrifuga no inferior a 1xg con el fin de
remover la solucién, se completa de ese modo la presente invencion.

Es decir, la presente invencién esta constituida por los siguientes puntos (1) a (7).

(1) Un procedimiento para remover una solucion que contiene una sustancia a ensayar inyectada en un chip de
andlisis, en el que el chip de analisis comprende un hueco en el que se inyecta la solucién que contiene la sustancia
a ensayar; y una sustancia de unién selectiva, que se une selectivamente a la sustancia a ensayar, que se inmoviliza
en la totalidad o en parte de la superficie inferior del hueco, comprendiendo el procedimiento: inyectar la solucién
que contiene una sustancia a ensayar en el espacio del hueco del chip de andlisis, de tal modo que el espacio queda
parcialmente sin llenar; y hacer girar el chip de analisis en el que se ha inyectado la solucion que contiene la
sustancia a ensayar, aplicando una aceleracion centrifuga no inferior a 1xg.

(2) El procedimiento para remover una solucion segun (1), en el que el chip de andlisis en el que se inyecta la
solucién que contiene una sustancia a ensayar se hace girar con un radio de giro de 0,1 mm a 20 mm.

(3) El procedimiento para remover una soluciéon segun (1) é (2), en el que la solucidon que contiene la sustancia a
ensayar se inyecta en el hueco descrito anteriormente, de tal modo que queda sin llenar del 10 % al 70 % del
espacio.

(4) El procedimiento para remover una solucidén segun cualquiera de (1) a (3), en el que el chip de andlisis descrito
anteriormente comprende uno o varios huecos en los que se inyecta la solucién que contiene una sustancia a
ensayar, estando dichos varios huecos separados entre si por una o varias paredes.

(5) El procedimiento para remover una solucién segun cualquiera de (1) a (4), en el que el chip de andlisis descrito
anteriormente esta dotado de una tapa que cubre la totalidad del hueco o huecos descritos anteriormente, y la
solucién que contiene una sustancia a ensayar descrita anteriormente esta cerrada de manera estanca en el hueco
0 huecos.

(6) El procedimiento para remover una solucién segun cualquiera de (1) a (5), en el que el chip de analisis en el que
se inyecta la soluciéon que contiene una sustancia a ensayar esta dispuesto de tal modo que la superficie o
superficies inferiores del hueco o huecos descritos anteriormente son horizontales o sustancialmente horizontales; y
el chip de analisis se hace girar en direccion horizontal o sustancialmente horizontal.

(7) Un procedimiento para analizar una sustancia a ensayar, comprendiendo el procedimiento: permitir que la
sustancia a ensayar se una a una sustancia de unién selectiva inmovilizada en un chip de andlisis, mediante el
procedimiento para remover una solucién segun cualquiera de (1) a (6); y detectar la sustancia a ensayar unida a la
sustancia de union selectiva.

RESULTADOS DE LA INVENCION
Segun el procedimiento para remover una solucién de sustancia a ensayar de la presente invencion, se puede
acelerar de manera efectiva la reaccion selectiva entre una sustancia a ensayar y una sustancia de unién selectiva

inmovilizada en un chip de analisis, y se pueden aumentar notablemente las probabilidades de que la sustancia de
unién selectiva y la sustancia a ensayar se aproximen mutuamente. Por lo tanto, se hace posible detectar o
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cuantificar en un corto periodo de tiempo una sustancia a ensayar contenida en una solucion de una sustancia a
ensayar utilizando un chip de analisis.

Ademas, segun el procedimiento de la presente invencién de remociéon de la solucién de sustancia a ensayar,
incluso cuando se utiliza un chip de analisis que tiene una serie de huecos en los que se inyecta una solucién que
contiene una sustancia a ensayar, dado que la solucién en los huecos respectivos se puede remover en las mismas
condiciones, la reaccion entre la sustancia de unién selectiva y la sustancia a ensayar en los huecos respectivos se
puede llevar a cabo asimismo en las mismas condiciones, de tal modo que se puede impedir la aparicion de
variaciones en la reaccioén entre los huecos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra realizaciones del chip de andlisis de la presente invencion. La figura 1(a) muestra una
realizacién en la que el chip de andlisis tiene un hueco; la figura 1(b) muestra una realizacién en la que el chip de
andlisis tiene una serie de huecos; y la figura 1(c) es una vista, en seccién transversal, de un hueco.

La figura 2 muestra realizaciones del chip de andlisis de la presente invencion. La figura 2(a) muestra una
realizacién en la que el chip de andlisis tiene un hueco; la figura 2(b) muestra una realizacion en la que el chip de
andlisis tiene una serie de huecos; y la figura 2(c) es una vista, en seccién transversal, de un hueco.

La figura 3 muestra realizaciones del chip de andlisis de la presente invencion. La figura 3(a) muestra una
realizacién en la que el chip de andlisis tiene un hueco; la figura 3(b) muestra una realizacién en la que el chip de
andlisis tiene una serie de huecos; y la figura 3(c) es una vista, en seccién transversal, de un hueco.

La figura 4 muestra realizaciones en las que el chip de analisis de la presente invencion esta dotado de una tapa. La
figura 4(a) muestra una realizacion en la que el chip de andlisis tiene un hueco; la figura 4(b) muestra una realizacion
en la que el chip de analisis tiene una serie de huecos; y la figura 4(c) es una vista, en seccion transversal, de un
hueco.

La figura 5 muestra vistas superiores que muestran realizaciones de una forma preferente de la superficie inferior de
un hueco del chip de analisis, segun la presente invencién. La figura 5(a) muestra un hueco que tiene un fondo
hexagonal; la figura 5(b) muestra un hueco que tiene un fondo tetragonal con esquinas redondeadas; y la figura 5(c)
muestra huecos que tienen un fondo eliptico.

La figura 6 es una vista, en seccion transversal, del chip de andlisis de la presente invencion, que muestra una
realizacién en la que se inyecta una solucién que contiene una sustancia a ensayar en el chip de analisis.

La figura 7 es un dibujo que muestra la rotacién segun la presente invencion.
La figura 8 es un dibujo que muestra un modo de rotacién que incluye revolucién.

La figura 9 es un gréafico que muestra las relaciones entre el tiempo de reaccion y la intensidad de la sefal en los
ejemplos 1 a 4y en los ejemplos comparativos 1 a 3.

La figura 10 es un grafico, a mayor escala, que muestra la parte del grafico de la figura 9 en que el tiempo de
reaccibnesde O a1 h.

MODO PARA LLEVAR A CABO LA INVENCION

En la presente invencion, el término "chip de andlisis" se refiere a un chip en el que se inyecta una solucién que
contiene una sustancia a ensayar (en adelante, se puede denominar asimismo "solucién de la sustancia a ensayar")
con el objetivo de detectar la existencia de una sustancia a ensayar y de medir la cantidad, las propiedades y
similares de la sustancia a ensayar. Ejemplos especificos del mismo incluyen biochips para medir la cantidad o la
existencia de una sustancia a ensayar en base a la reaccidén entre una sustancia de unién selectiva inmovilizada en
la superficie de soporte y la sustancia a ensayar. Ejemplos mas especificos incluyen chips de ADN en los que se
inmovilizan acidos nucleicos en la superficie de soporte; chips de proteinas en los que se inmovilizan en la superficie
de soporte proteinas representadas por anticuerpos; chips de cadenas de azlcares en los que se inmovilizan
cadenas de azulcares en la superficie de soporte; y chips de células en los que se inmovilizan células en la superficie
de soporte.

En el chip de andlisis utilizado en la presente invencion, estan formados uno o varios huecos en los que se inyecta
una solucién que contiene una sustancia a ensayar. Cada hueco forma un espacio constituido por una superficie de
una pared y una superficie inferior, y se inmoviliza una sustancia de unién selectiva en la totalidad o en parte de la
superficie inferior del hueco.
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Se describirdn a continuacién realizaciones del chip de analisis utilizado en la presente invencién, haciendo
referencia a las figuras 1 a 6.

La figura 1 muestra chips de analisis constituidos por un sustrato plano -1- (por ejemplo, un portaobjetos de vidrio) y
un material -2- de placa que tiene uno o varios orificios pasantes. El sustrato -1- y el material -2- de placa que tienen
uno o varios orificios pasantes se unen para formar uno o varios huecos -6- (0 uno o varios espacios huecos)
constituidos por una superficie inferior -3- y una superficie de pared -4-. La figura 1(a) muestra una realizacion en la
que el chip de andlisis tiene un hueco -6-; la figura 1(b) muestra una realizacion en la que el chip de andlisis tiene
una serie de huecos 6s; y la figura 1(c) es una vista, en seccion transversal, de cada hueco. Una sustancia de union
selectiva esta inmovilizada en una parte de la superficie (superficie superior) del sustrato -1-, y esta superficie forma
la superficie -5- de la sustancia de unién selectiva inmovilizada en una parte de la superficie inferior -3- de cada
hueco -6- cuando el sustrato -1- y el material -2- de placa se unen.

En dicho chip de andlisis tal como el que se muestra en la figura 1, que esta constituido por un sustrato plano en el
que se inmoviliza una sustancia de unién selectiva y un material de placa que comprende uno o varios orificios
pasantes para la formacion de uno o varios huecos, el material del sustrato plano y el material de la placa no estan
particularmente limitados y, por ejemplo, se puede utilizar preferentemente un material inorganico tal como vidrio,
ceramica o silicio, o un material polimérico, tal como tereftalato de polietileno, acetato de celulosa, policarbonato,
poliestireno, polimetilmetacrilato o caucho de silicona. El procedimiento de union del sustrato plano y el material de
placa tampoco esta particularmente limitado, y el sustrato plano y el material de placa pueden estar adheridos
utilizando un adhesivo de manera sustancialmente no despegable, o se pueden adherir por medio de una cinta
adhesiva de doble cara o de una capa adhesiva fabricada de una composicién de resina o similar, de manera
despegable. Ademas, el nimero de huecos por chip de analisis se puede ajustar en funcion del objetivo del andlisis,
y se puede formar un hueco o una serie de huecos.

Las figuras 2 y 3 muestran chips de analisis en los que estan formados uno o varios huecos -6- en el sustrato -1-,
por ejemplo, mediante moldeo por inyeccion, sin utilizar el material de placa que tiene uno o varios orificios pasantes
mostrado en la figura 1. Cada hueco -6- formado en el sustrato -1- comprende un espacio constituido por la
superficie inferior -3- y la superficie de pared -4-, y una parte de la superficie inferior -3- del hueco es la superficie -5-
de la sustancia de union selectiva inmovilizada. Cada una de las figuras 2(a) y 3(a) muestra una realizacién en la
que el chip de andlisis tiene un hueco; cada una de las figuras 2(b) y 3(b) muestra una realizacién en la que el chip
de andlisis tiene una serie de huecos; y cada una de las figuras 2 (c) y 3 (c) muestra una realizacién de la seccion
transversal del hueco. El nimero de huecos por chip de analisis se puede seleccionar arbitrariamente de acuerdo
con el objetivo del analisis.

En los chips de andlisis mostrados en las figuras 2 y 3, como material del sustrato, se puede utilizar el mismo
material que el del sustrato de los chips de analisis descritos anteriormente, mostrados en la figura 1.

En el chip de analisis utilizado en el procedimiento para remover una solucién segun la presente invencion, la
profundidad del hueco o huecos no esté particularmente limitada; sin embargo, ésta es preferentemente de 0,1 a 10
mm, mas preferentemente de 0,5 a 5 mm. La figura 2 muestra realizaciones del chip de analisis de un tipo que tiene
uno o varios huecos poco profundos -6- y la figura 3 muestra realizaciones del chip de analisis del tipo de uno o
varios huecos profundos -6-.

Cuando el chip de analisis en el que se inyecta a la solucion de sustancia a ensayar se hace girar, en los casos en
que se utiliza dicho chip de analisis que tiene uno o varios huecos profundos que se muestra en la figura 3, el chip
de analisis puede girar tal como esta, sin ajustar una tapa sobre el mismo. Al mismo tiempo, en los casos en que se
utiliza dicho chip de analisis que tiene uno o varios huecos poco profundos como se muestra en la figura 2, es
preferente que se ajuste una tapa que cubra la totalidad del hueco o huecos con el fin de cerrar de manera estanca
la solucion de sustancia a ensayar en el hueco o huecos. Por ejemplo, cuando la profundidad del hueco o huecos es
de 5 mm o menor, es preferente que se ajuste una tapa de acuerdo con las condiciones de rotacién del chip de
andlisis (aceleracién centrifuga, velocidad de rotacion y radio de rotacion).

La figura 4 muestra realizaciones en las que el chip de andlisis esta dotado de una tapa -7- que cubre la totalidad del
hueco o huecos -6-, y la solucion de la sustancia a ensayar esta cerrada de manera estanca en el hueco o huecos
-6-. Mas especificamente, la figura 4 muestra realizaciones en las que el chip de analisis mostrado en las figuras 2 6
3 esté dotado de la tapa -7- de placa plana. La figura 4(a) muestra una realizacion en la que el chip de analisis tiene
un hueco; la figura 4(b) muestra una realizacién en la que el chip de analisis tiene una serie de huecos; y la figura
4(c) es una vista, en seccioén transversal, de un hueco. En estas realizaciones, la tapa -7- comprende orificios de
inyeccion -8- para inyectar una solucion de la sustancia a ensayar en el hueco o huecos.

Como tapa, se puede utilizar una placa plana fabricada de resina, caucho, vidrio o similares, o un material de sellado
tal como una cinta adhesiva. Dotando a la tapa de uno o varios orificios de inyeccion para inyectar una solucién de la
sustancia a ensayar en el hueco o huecos, la tapa se puede ajustar después de inyectar la solucién de la sustancia a
ensayar en el hueco. En este caso, es preferente que la tapa tenga una serie de orificios de inyeccién y, por ejemplo,
se pueden formar de 2 a 4 orificios de inyeccion por hueco. Al mismo tiempo, en los casos en que la tapa se monta
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después de inyectar la soluciéon de sustancia a ensayar, puede o no estar formado un orificio de inyeccion en la tapa
y, por ejemplo, se puede utilizar adecuadamente un procedimiento de cobertura y cierre estanco de la abertura con
una cinta adhesiva, un procedimiento de cierre estanco de la abertura poniendo en estrecho contacto con la abertura
un material de placa en el que esté fijada una junta térica que se adapte a la forma de la abertura, o un
procedimiento de cobertura y cierre estanco de la abertura con una sustancia de tipo arcilla.

Cuando se lleva a cabo una reaccion de hibridacion, en los casos en que es necesario impedir la evaporacién de la
solucién de sustancia a ensayar o mantener estrictamente constante la temperatura de reaccioén, es preferente que
el espacio o espacios huecos del chip de andlisis se cierren de manera estanca y, en este caso, es preferente que el
chip de andlisis esté dotado de una tapa.

En el chip de andlisis utilizado en el procedimiento para remover una solucién segin la presente invencion, es
preferente que la superficie inferior de cada hueco tenga una forma que permita que el espacio (o burbuja de aire)
en el hueco que queda sin llenar con la solucién de la sustancia a ensayar, se desplace faciimente cuando se hace
girar el chip de analisis. Por ejemplo, tal como se muestra en la figura 5, es preferente utilizar un chip de analisis en
el que la superficie inferior de cada hueco tenga (a) una forma hexagonal, (b) una forma tetragonal o (c) una forma
eliptica, dado que esto permite desplazar facilmente el espacio (o burbuja de aire) -9- que queda en el hueco.
Ademas, en los casos en que la superficie inferior de cada hueco tiene una forma poligonal, es preferente que las
esquinas de la misma sean redondeadas (por ejemplo, tal como en la figura 5(b)) dado que esto permite asimismo
desplazar facilmente el espacio (o burbuja de aire) que queda sin llenar con la solucién a ensayar en el hueco.

La figura 6 es una vista, en seccién transversal, tomada en la proximidad de un hueco del chip de andlisis, que
muestra una realizacién en la que se inyecta una solucidon que contiene una sustancia a ensayar en el chip de
andlisis dotado de la tapa. Muestra una situacion en la que se ha inyectado una solucién que contiene una sustancia
a ensayar al espacio -6- en el hueco del chip de andlisis; se ha formado un espacio (o burbuja de aire) -9- que no
esta lleno con la solucién; y se ha montado la tapa -7-. Haciendo girar el chip de analisis en la situacién mostrada en
la figura 6, la solucién de sustancia a ensayar puede ser removida para llevar a cabo una reaccién de hibridacion.

En la presente invencién, el término "sustancia de union selectiva" significa una sustancia que se une selectivamente
a una sustancia a ensayar, directa o indirectamente. Ejemplos representativos de la sustancia de unién selectiva que
se puede unir a la superficie de un soporte incluyen acidos nucleicos, proteinas, péptidos, sacaridos y lipidos.

Los ejemplos de acidos nucleicos incluyen ADN y ARN, y el acido nucleico puede ser asimismo un APN o un ANB.
Ejemplos de ADN que se pueden utilizar incluyen, pero de forma no limitativa, ADN cromos6micos, ADN virales y
ADN de bacterias, hongos y similares, asi como ADNc obtenidos mediante transcripcion inversa de ARN, y
fragmentos parciales de estos ADN. Ademas, los ejemplos de ARN que pueden ser utilizados incluyen, pero de
forma no limitativa, ARN mensajero, ARN ribosomal, ARN pequefio, micro-ARN y fragmentos parciales de estos
ARN. Ademads, se pueden incluir asimismo en los ejemplos ADN, ARN y similares sintetizados quimicamente. Un
acido nucleico monocatenario que tenga una secuencia de bases especifica se hibrida selectivamente y se une con
un &cido nucleico monocatenario que tenga una secuencia de bases que sea complementaria a la secuencia de
bases especifica 0 a una parte de la misma; por lo tanto, dicho acido nucleico monocatenario corresponde asimismo
a la "sustancia de union selectiva" definida en la presente invencién. El acido nucleico puede ser uno derivado de un
producto natural tal como una célula viva, o puede ser uno sintetizado utilizando un sintetizador de &cidos nucleicos.
La preparacion de ADN o ARN a partir de una célula viva se puede llevar a cabo mediante un procedimiento
conocido. Por ejemplo, se puede extraer ADN mediante el procedimiento de Blin y otros (Blin y otros, Nucleic Acids
Res. 3:2303 (1976)) o similar, y se puede extraer ARN mediante el procedimiento de Favaloro y otros (Favaloro y
otros, Methods Enzymol. 65:718 (1980)) o similar. Como el acido nucleico que se tiene que inmovilizar, se puede
utilizar por ejemplo, asimismo un ADN plasmidico lineal o circular o ADN cromosémico, un fragmento de ADN
obtenido desdoblando estos ADN con una enzima de restriccién o mediante desdoblamiento quimico de estos ADN,
un ADN sintético preparado in vitro utilizando una enzima o similar, o un oligonucleétido sintetizado quimicamente.

Los ejemplos de proteinas incluyen anticuerpos, fragmentos de anticuerpos de unién a antigenos tales como
fragmentos Fab y fragmentos F(ab')2, y diversos antigenos. Un anticuerpo o un fragmento de unién a un antigeno
del mismo, se une selectivamente a su antigeno correspondiente, y un antigeno se une selectivamente a su
anticuerpo correspondiente; por lo tanto, estos corresponden asimismo a la "sustancia de unién selectiva".

Los ejemplos de sacaridos incluyen diversos monosacaridos y cadenas de azucares, tales como oligosacaridos y
polisacaridos.

Los ejemplos de lipidos incluyen lipidos simples y lipidos complejos.
Ademas, se puede inmovilizar asimismo una sustancia antigénica distinta a los acidos nucleicos, proteinas,

sacaridos y lipidos descritos anteriormente. Ademas, como sustancia de unién selectiva, se pueden inmovilizar
asimismo células en la superficie del soporte.
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Entre estas sustancias de union selectiva, las particularmente preferentes incluyen ADN, ARN, proteinas, péptidos,
sacaridos, cadenas de azucares y lipidos.

Los ejemplos de la sustancia a ensayar utilizada en la presente invencién incluyen, pero de forma no limitativa,
acidos nucleicos que se tienen que medir (acidos nucleicos diana), tal como genes de bacterias patdgenas, virus y
similares, genes causantes de enfermedades hereditarias, y partes de los mismos; diversos componentes biolégicos
antigénicos; y anticuerpos contra bacterias patégenas, virus y similares.

En el procedimiento para remover una solucidon segun la presente invencion, los ejemplos de soluciones que
contienen estas sustancia a ensayar que pueden ser utilizadas incluyen, pero de forma no limitativa, fluidos
corporales tales como sangre, suero, plasma, orina, heces, fluido espinal, saliva y diversos fluidos tisulares; diversos
alimentos y bebidas; y diluciones de los mismos. En este caso, la viscosidad de la solucién que contiene una
sustancia a ensayar no esta particularmente limitada siempre que el espacio o espacios huecos del chip de analisis
que no se llenan con la solucién de sustancia a ensayar sean desplazables cuando se hace girar el chip de andlisis
aplicando una aceleracion centrifuga.

El &cido nucleico utilizado como sustancia a ensayar puede ser uno que se extraiga de la sangre o de una célula
mediante un procedimiento convencional y a continuaciéon se marque, o puede ser uno que se amplifique mediante
un procedimiento de amplificacién de acido nucleico tal como PCR, utilizando el acido nucleico como plantilla. En el
ultimo caso, después de llevar a cabo el procedimiento de remocién de la presente invencién, se puede mejorar
considerablemente la sensibilidad de las mediciones. En los casos en que se utiliza un producto de amplificacién de
un acido nucleico como sustancia a ensayar, llevando a cabo la amplificacion en presencia de nucledsido trifosfato
marcado con una sustancia fluorescente o similar, se puede marcar el acido nucleico amplificado resultante.
Ademas, en los casos en que la sustancia a ensayar sea un antigeno o un anticuerpo, el antigeno o anticuerpo
utilizado como sustancia a ensayar se puede marcar directamente mediante un procedimiento convencional.
Alternativamente, se puede utilizar asimismo un procedimiento en el que, después de permitir que el antigeno o el
anticuerpo que es la sustancia a ensayar se una con una sustancia de unién selectiva, se lava el soporte y se
permite que un anticuerpo o antigeno marcado que experimenta una reacciéon antigeno-anticuerpo reaccione con el
antigeno o anticuerpo, seguido por la medicion del marcador unido al soporte. Ademads, en los casos en que se
utiliza un acido nucleico no amplificado como sustancia a ensayar, por ejemplo, se puede utilizar preferentemente un
procedimiento en el que, después de eliminar el grupo fosfato del extremo 5' del acido nucleico con fosfatasa
alcalina, se deja que la sustancia a ensayar marcada con una sustancia fluorescente reaccione con una sustancia de
unién selectiva y se mide a continuacion el marcador ligado, o un procedimiento en el que, después de capturar la
sustancia a ensayar utilizando una sustancia de union selectiva (sonda de captura), se permite que una sonda de
deteccion marcada con una sustancia fluorescente o similar se una a la sustancia a ensayar y se mide a
continuacion el marcador de la sonda de deteccién (procedimiento de hibridacién en sandwich).

En el procedimiento para remover una solucién segun la presente invencién, una sustancia a ensayar sometida al
marcado, amplificacion y similar descritos anteriormente es disuelta en una solucién acuosa, una solucién tampén
apropiada o similar, para preparar una soluciéon que contenga la sustancia a ensayar (soluciéon de la sustancia a
ensayar).

En el procedimiento para remover una solucién segun la presente invencion, la solucion de la sustancia a ensayar se
inyecta al espacio o espacios huecos del chip de andlisis, de tal modo que el espacio o espacios huecos quedan
parcialmente sin llenar de manera que en el hueco o huecos se forma un espacio sin llenar con la solucién de la
sustancia a ensayar. Al no llenar completamente el espacio o espacios huecos con la solucién de la sustancia a
ensayar para formar un espacio sin llenar con la solucién de la sustancia a ensayar, el espacio sin llenar se desplaza
en el interior de cada hueco cuando se hace girar el chip de andlisis, con lo que se remueve la solucién de la
sustancia a ensayar. Cuando se hace girar el chip de analisis, el espacio sin llenar formado en cada hueco puede
existir como un Unico espacio, o puede existir como una serie de espacios divididos, es decir, como una serie de
burbujas de aire.

En lo que se refiere a la proporcion del espacio sin llenar con la solucion de la sustancia a ensayar con respecto al
espacio o espacios huecos, el limite inferior de la misma, preferentemente, no es menor del 10 %, mas
preferentemente no es menor del 20 %, y el limite superior de la misma preferentemente no es mayor del 90 %, mas
preferentemente no es mayor del 80 %, alin mas preferentemente no es mayor del 70 %. La proporcion del espacio
sin llenar con la solucién de la sustancia a ensayar estd comprendida preferentemente en el intervalo del 10 % al 90
%, mas preferentemente del 15 % al 80 %, aun mas preferentemente del 20 % al 70 %. Cuando la proporcion es
menor del 5 %, la solucion de la sustancia a ensayar no se desplaza lo suficiente dentro del espacio hueco durante
la rotacion del chip de andlisis, de tal modo que la solucién de la sustancia a ensayar no se puede remover
significativamente. Al mismo tiempo, cuando la proporcién es mayor del 90 %, se reduce la probabilidad de que la
solucién que contiene una sustancia a ensayar entre en contacto con la zona en la que estd inmovilizada la
sustancia de unién selectiva, lo que impide el progreso de la reaccion. Ademas, en los casos en que se hace girar
dicho chip de analisis que tiene uno o varios huecos profundos, tal como se muestra en la figura 3, sin ajustar una
tapa sobre el mismo, la proporcion del espacio sin llenar con la solucion de la sustancia a ensayar es, por ejemplo,
preferentemente del 30 % al 90 %, mas preferentemente del 40 % al 80 %.
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En el procedimiento para remover una solucion segun la presente invencién, el chip de andlisis en el que se inyecta
una solucién que contiene una sustancia a ensayar es sometida a rotacion para remover la solucion. El término
"rotacion" utilizado en la presente memoria significa que se hace girar el propio chip de analisis alrededor de un eje
de rotacién mediante movimiento circular o movimiento eliptico. Mas particularmente, el término "rotacion" utilizado
en la presente invencién se refiere a un modo de rotacion que se lleva a cabo de manera que se observa un
movimiento circular que tiene el mismo radio con un Unico centro de rotacion y el mismo radio para cualquier punto
arbitrario en el chip de andlisis. La figura 7 muestra una realizacion de la rotacién, segun la presente invencion. Con
respecto a los puntos arbitrarios -A- y -B- en un chip de analisis -10-, el punto -A- gira a una velocidad de rotacion
prescrita en una O6rbita circular que tiene su centro en -OA- y un radio -r-. Del mismo modo, el punto -B- gira
asimismo a una velocidad de rotacion prescrita en una 6rbita circular que tiene su centro en -OB- y un radio -r-. En
este caso, las lineas rectas -AB- que conectan los puntos arbitrarios -A- y -B- en el chip de analisis son siempre
paralelas en una orbita arbitraria del movimiento circular. Por ejemplo, en la figura 7, incluso cuando el chip de
andlisis -10- esta situado en cualquiera de las posiciones -P1-, -P2-, -P3- y -P4-, las lineas rectas -AB- son paralelas
entre si. Al mismo tiempo, en los casos en que el modo de rotacion incluye revolucion, tal como una rotacion orbital
o una revolucion rotatoria, tal como se muestra en la figura 8, las distancias entre el centro de revolucion, -O-, y los
respectivos puntos arbitrarios -A- y -B- en el chip de andlisis -10- (-ra-, -1,-) son diferentes. Es decir, en el modo de
rotacion que incluye revolucién, el radio de rotacion del movimiento circular varia en funcién de la posicion en el chip
de analisis.

Cuando se hace girar el chip de analisis, es preferente que el chip de analisis esté dispuesto de tal modo que la
superficie en la que esta inmovilizada la sustancia de unién selectiva sea paralela o sustancialmente paralela al
plano de rotacion.

En los casos en que se utiliza un chip de analisis que tiene una serie de huecos en los que se inyecta la solucion
que contiene la sustancia a ensayar, dado que la solucion en los huecos respectivos se puede remover en las
mismas condiciones haciendo girar el chip de andlisis, la reaccion entre la sustancia de unién selectiva y la sustancia
a ensayar en los huecos respectivos se puede llevar a cabo asimismo en las mismas condiciones, de tal modo que
se puede reducir preferentemente la variacion de la reaccion entre los huecos. Al mismo tiempo, en los casos en que
la remocién se lleva a cabo mediante un procedimiento de rotacion-revolucion en el que se hace girar el chip de
andlisis mientras da vueltas, o mediante un procedimiento de revolucion en el que el centro de rotacion esta situado
fuera del chip de andlisis, dado que la serie de huecos estan removidos cada uno en condiciones diferentes, se
pueden producir variaciones en la reaccion entre los huecos.

La direccion del plano de rotacion en el giro del chip de analisis no esta limitada particularmente y el chip de analisis
se puede hacer girar, por ejemplo, en la direccidon horizontal o sustancialmente horizontal, en una direccion inclinada
de 15° respecto a la direccion horizontal, en una direccion inclinada de 30° respecto a la direccion horizontal, en una
direccion inclinada de 45° respecto a la direccién horizontal, en una direccion inclinada de 60° respecto a la direccion
horizontal, en una direccion inclinada de 75° respecto a la direccion horizontal, o en direcciéon vertical o
sustancialmente vertical. La direccion del plano de rotacion es preferentemente la direccion horizontal o
sustancialmente horizontal. En este caso, el término "direccién sustancialmente horizontal" significa una direccion
que es casi horizontal con respecto a la superficie del chip de analisis en la que se inmoviliza una sustancia de unién
selectiva y es preferentemente, por ejemplo, una direccion inclinada en un intervalo de 0° a 3° con respecto al plano
horizontal. Ademas, el término "direccion sustancialmente vertical" significa una direccién que es casi vertical con
respecto a la superficie del chip de analisis en la que se inmoviliza una sustancia de unidén selectiva y es
preferentemente, por ejemplo, una direccién inclinada en un intervalo de 0° a 3° con respecto al plano vertical.

En la presente invencion, el chip de andlisis se puede hacer girar a una velocidad de rotaciéon constante o a
velocidades de rotacion variables. Alternativamente, el chip de andlisis se puede hacer girar intermitentemente, por
ejemplo, deteniendo la rotacién durante un cierto periodo de tiempo. Ademas, el sentido de la rotacién no esta
limitado particularmente y puede ser horario o antihorario, 0 una combinacién de ambos.

El tiempo de rotacién del chip de andlisis para llevar a cabo la reaccién no esta limitado particularmente, y se puede
determinar apropiadamente dentro de un intervalo tal que sea suficiente para permitir que la sustancia de unién
selectiva y la sustancia a ensayar reaccionen entre si. Por ejemplo, en los casos en que la sustancia a ensayar es
un acido nucleico, el tiempo de rotacién se puede ajustar de acuerdo con el tiempo necesario para que tenga lugar la
reaccion de hibridacion entre el acido nucleico y un acido nucleico de sonda que es la sustancia de union selectiva.
El procedimiento para remover una solucién segun la presente invencién se caracteriza porque, aplicando una
aceleracion centrifuga no menor de 1xg en el tiempo de rotacién del chip de andlisis, la reaccién selectiva entre la
sustancia a ensayar y la sustancia de union selectiva se puede acelerar de manera efectiva y por lo tanto la
sustancia a ensayar puede ser detectada o cuantificada en poco tiempo. Aprovechando esta caracteristica distintiva,
particularmente en los casos en que se solicita una deteccién o cuantificacién rapida, tal como cuando se utiliza el
chip de andlisis en una aplicacién de examen/diagnéstico, es preferente que el chip de analisis se haga girar durante
un tiempo corto. Por ejemplo, en el caso de hibridacién de &cidos nucleicos, el tiempo de reaccién es
preferentemente de 3 a 4 horas, mas preferentemente de 2 horas o menos, ain méas preferentemente de 1 hora o
menos, particularmente preferente de 0,5 horas o menos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2623 098 T3

Por lo general, la aceleracion centrifuga representa, en un sistema de movimiento rotacional, la magnitud de la
fuerza centrifuga aplicada a un objeto en forma de aceleracion, y la aceleracién centrifuga es proporcional al valor
absoluto de la distancia desde el centro de rotacién y al cuadrado de la velocidad angular del movimiento de
rotacion. En la presente invencién, la aceleracién centrifuga significa una fuerza centrifuga, es decir, una fuerza
centrifuga relativa (RCF, relative centrifugal force), y se calcula mediante la siguiente ecuacién 1.

RCF =1,118 x RxN*x 10® (Ecuacion 1)
RCF: fuerza centrifuga relativa (xg)

R: radio de rotacién (cm)

N: velocidad de rotacion (rpm)

En el procedimiento para remover una solucidn segun la presente invencion, cuando se hace girar el chip de analisis
se aplica una aceleracion centrifuga no menor de 1xg. El limite inferior de la aceleracion centrifuga es
preferentemente no menor de 5xg, mas preferentemente no menor de 10xg. El limite superior de la aceleracién
centrifuga no esta limitado particularmente; sin embargo, preferentemente es de 50xg o menor, mas
preferentemente de 40xg o menor, ain mas preferentemente de 30xg o menor. La aceleracion centrifuga esta
comprendida preferentemente en el intervalo de 1xg a 50xg, mas preferentemente de 5xg a 40xg, aun mas
preferentemente de 10xg a 30xg.

En el procedimiento para remover una solucién segun la presente invencion, la aceleracion centrifuga deseada
puede ser aplicada ajustando adecuadamente la velocidad de rotacion y el radio de rotacion cuando se hace girar el
chip de analisis. Por lo tanto, la velocidad de rotacion y el radio de rotacién se pueden seleccionar de acuerdo con
las especificaciones del aparato de remocion utilizado para remover el chip de andlisis. Por ejemplo, cuando el radio
de rotacién es pequefo, se puede impartir una aceleracion centrifuga grande para aumentar la velocidad de
rotacién.

El valor del radio de rotacién se puede seleccionar adecuadamente en combinacion con la velocidad de rotacién, de
tal modo que se obtenga la aceleracién centrifuga deseada. El limite inferior del radio de rotacion preferentemente
no es menor de 0,1 mm, mas preferentemente no es menor de 0,2 mm, ain mas preferentemente no es menor de
0,3 mm. Ademas, el limite superior del radio de rotacion es preferentemente de 20 mm o menor, mas
preferentemente de 10 mm o menor, aun mas preferentemente de 5 mm o menor. Por lo tanto, el radio de rotacién
esta comprendido en el intervalo de preferentemente 0,1 a 20 mm, mas preferentemente de 0,2 a 10 mm, adn mas
preferentemente de 0,3 a 5 mm. Cuando el radio de rotacion es mayor de 20 mm, dado que la fuerza centrifuga es
predominante, el espacio sin llenar con la solucion de sustancia a ensayar tiende a ser empujado contra la periferia
del hueco, de tal modo que se puede reducir la eficiencia de la remocion y se pueden producir variaciones en la
remocion dentro de un hueco. Al mismo tiempo, cuando el radio de rotacién es menor de 0,1 mm, dado que la fuerza
que actua en la direcciéon de la rotacion es predominante, el espacio sin llenar con la solucidon de la sustancia a
ensayar tiende a permanecer en la parte central del hueco, de tal modo que se puede reducir la eficiencia de la
remocion y se pueden producir variaciones en la remocion.

Ademas, el valor de la velocidad de rotacion se puede asimismo seleccionar adecuadamente en combinacién con el
radio de rotacion, de tal modo que se consiga la aceleracion centrifuga deseada, y es preferentemente de 500 rpm a
10.000 rpm, mas preferentemente de 750 rpm a 8.000 rpm. Cuanto menor sea el radio de rotacion es mas
preferente, y esto se debe a que el aparato de reaccién y el aparato de remocion se pueden reducir de tamafo y por
lo tanto el aparato para realizar el procedimiento para remover una soluciéon segun la presente invencion puede
hacerse compacto.

En los casos en que el chip de andlisis se hace girar sin montar una tapa sobre el mismo, con el fin de impedir el
vertido de la solucién de sustancia a ensayar inyectada se utiliza preferentemente un aparato de remocién que tenga
un radio de rotacién pequefo. Por ejemplo, el radio de rotacion es preferentemente de 0,1 mm a 5 mm, mas
preferentemente de 0,2 mm a 4 mm, ain mas preferentemente de 0,3 mm a 3 mm.

El aparato de remocion utilizado en la presente invencién para remover el chip de analisis no esta limitado
particularmente siempre que pueda proporcionar una aceleracién centrifuga no menor de 1xg mediante una
combinacion de la velocidad de rotacion y el radio de rotacién. Como producto disponible comercialmente, se puede
utilizar preferentemente un agitador de placas, y ejemplos del mismo incluyen: "BioShake 5000 elm", "BioShake
3000-T elm" y "BioShake 3000 elm" (la totalidad de los cuales son fabricados por la firma Q. Instruments GmbH);
"Monoshake", "Teleshake" y "Teleshake 1536" (la totalidad de los cuales son fabricados por la firma Thermo Fisher
Scientific Inc.); "MS3 basic", "MS3 digital", "VXR basic Vibrax" (marca comercial registrada) y "VORTEX 3" (la
totalidad de los cuales son fabricados por la firma IKA); "Micro Plate Shaker N-704" (fabricado por la firma Nissinrika
Co., Ltd.); "Plate Shaker KM-MO01" (fabricado por la firma Kajixx Corporation); y "Plate Mixer P-10" (fabricado por la
firma Juji Field Inc.). En los casos en que el aparato de remocion esta integrado en un sistema automatizado, el
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aparato es preferentemente uno cuya velocidad de rotacién, tiempo de funcionamiento y similares puedan ser
controlados desde el exterior.

En la presente invencién, se puede afnadir asimismo un elemento de remocién al espacio del interior del hueco o
huecos. Los ejemplos del elemento de remocion incluyen particulas (bolitas) y microvarillas, y son particularmente
preferentes las particulas. La forma de las particulas y de las microvarillas no esta particularmente limitada siempre
que permita que las particulas y las microvarillas se desplacen en el interior del hueco o huecos del chip de andlisis
y remuevan de ese modo la soluciéon que contiene la sustancia a ensayar. En el caso de particulas, éstas pueden
tener forma esférica y forma poligonal y, en el caso de microvarillas, éstas pueden tener una forma arbitraria, tal
como una forma cilindrica o una forma prismatica; sin embargo, el elemento de remocion tiene preferentemente
forma esférica. Ademas, el tamafno de las particulas tampoco esta particularmente limitado; sin embargo, por
ejemplo, en el caso de particulas esféricas, su diametro se puede fijar en el intervalo de 0,1 um a 1,000 um y, en
vista de la eficiencia de la remocion, el diametro esta mas preferentemente en el intervalo de 50 um a 500 um. En el
caso de microvarillas, su longitud y su diametro de la superficie inferior se pueden ajustar preferentemente en los
intervalos de 50 um a 5.000 um y de 10 um a 300 um, respectivamente. Desde el punto de vista de la eficiencia de
la remocién y similar, se puede seleccionar para su utilizacién Unico tipo de particulas o de microvarillas, o se
pueden usar en combinacion dos o mas tipos de particulas o microvarillas.

El material de las particulas y de las microvarillas descritas anteriormente tampoco esta limitado particularmente vy,
por ejemplo, se puede utilizar vidrio, ceramica (por ejemplo circonio parcialmente estabilizado con itrio), metales (por
ejemplo oro, platino y acero inoxidable) y plasticos (por ejemplo, nailones y poliestirenos).

El chip de andlisis utilizado en la presente invencion puede comprender asimismo uno o varios salientes para
inmovilizar la sustancia de unién selectiva sobre la superficie superior del mismo. Utilizando en el andlisis de la
sustancia a ensayar un chip de andlisis que tenga dicha estructura, cuando se detecta una sefal, el escaner se
puede enfocar a la superficie superior del saliente o salientes en los que estd inmovilizada la sustancia de unién
selectiva, de tal modo que se puede reducir sensiblemente el ruido de deteccion y se puede mejorar la relacion S/R.
Ademas, el chip de analisis utilizado en la presente invencion se fabrica preferentemente de un material que pueda
reducir la autofluorescencia y, por ejemplo, por lo menos una parte del saliente o salientes en los que se tiene que
inmovilizar la sustancia de unién selectiva son preferentemente de color negro.

En la presente invencion, se puede utilizar un indice para indicar la sensibilidad de deteccién de la sefal, la relacion
S/R (relacion sefal/ruido). En este caso, es preferente que la sensibilidad se estime tomando S/R = 2 como limite de
deteccion. En general, se adopta la concentracion o cantidad de sustancia a ensayar en la que la relacion S/R pasa
de 2 a 3 como el limite de deteccién y, cuando la relacion S/R es de 2 0 mayor, se puede considerar que se ha
obtenido una deteccion fiable al nivel del limite de detecciéon o mayor (por ejemplo, Makoto Niwa, "Korenara Wakaru
Kagakuno Tameno Toukei Shuhou-Tadashii Data no Atsukaikata-", 2008, editado por Kagaku-Dojin Publishing
Company, Inc., pagina 101).

En el procedimiento para remover una solucion segun la presente invencién, dado que el progreso de la reaccion
selectiva entre una sustancia de union selectiva inmovilizada en el chip de andlisis y la sustancia a ensayar se puede
acelerar en comparacion con los procedimientos convencionales, la sustancia a ensayar se puede detectar o
cuantificar en poco tiempo. Por ejemplo, en la hibridacién de acidos nucleicos, el tiempo de reaccion, que
convencionalmente requeria de 6 a 20 horas, puede ser reducido en gran medida. Por lo tanto, por ejemplo, cuando
se lleva a cabo un andlisis utilizando un chip de analisis en el area de examen y diagnédstico en el que se requiere
analizar rapidamente un gran nimero de muestras, es preferible utilizar el procedimiento para remover una solucién
segun la presente invencion. El procedimiento para remover una soluciéon segun la presente invencién se puede
utilizar preferentemente en el examen y diagndstico de enfermedades infecciosas, tales como gripe, septicemia y
similares. Ademas, también cuando se procesa una enorme cantidad de muestras en un centro examinador, desde
el punto de vista de la reduccion de costes, se aplicard preferentemente la presente invencién dado que permite
llevar a cabo rapidamente el andlisis.

EJEMPLOS

La presente invenciéon se describirda en mayor detalle a continuaciéon por medio de ejemplos de la misma. Sin
embargo, la presente invencién no se limita a los ejemplos siguientes.

Ejemplo de referencia 1

(1) Preparacion de un sustrato de chip de analisis

Utilizando un proceso LIGA (Lithographie Galvanoformung Abformung) conocido, se preparé un molde para moldeo
por inyeccién, y se obtuvo mediante moldeo por inyeccion un sustrato fabricado de polimetilmetacrilato (PMMA), que
tenia la forma descrita a continuacion. El peso molecular medio del PMMA utilizado fue de 50.000 y se incorpor6 al

PMMA negro de carbdn (#3050B, fabricado por Mitsubishi Chemical Corporation) en una cantidad del 1 % en peso
para hacer el sustrato resultante de color negro. Cuando se midi6 la reflectancia espectral y la transmision espectral
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del sustrato negro obtenido de este modo, se encontr6 que la reflectancia espectral fue del 5 % o menor a cualquier
longitud de onda dentro del rango de la luz visible (longitud de onda de 400 nm a 800 nm), y se encontr6 que la
transmisién fue del 0,5 % o menor en el mismo rango de longitudes de onda. Ni la reflectancia espectral ni la
transmisién espectral tuvieron un patrén espectral particular (tal como un pico) en el rango de la luz visible y el
espectro fue plano uniformemente. En este caso, se midié la reflectancia espectral para la luz reflejada regularmente
desde el sustrato utilizando un aparato (CM-2002, fabricado por la firma Minolta Camera Co., Ltd.) equipado con un
sistema Optico de recepcién de luz de iluminacion, de acuerdo con la condicion C de JIS Z8722.

El sustrato utilizado en este caso tenia unas dimensiones externas de 76 mm de longitud, 26 mm de anchuray 1 mm
de grosor, y un hueco de 6,48 mm de longitud, 6,90 mm de anchura y 0,12 mm de profundidad, hueco en el que se
formaron 576 salientes de 0,1 mm de diametro y 0,12 mm de altura (en adelante, este sustrato se denomina
"sustrato A"). En este sustrato A, la diferencia de altura entre las superficies superiores de los salientes y la
superficie superior de la parte plana fue de 3 um o menor. Ademas, la variacién en la altura de las superficies
superiores de los salientes fue de 3 um o menor, y los salientes se formaron a una separacion de 0,18 mm.

El sustrato A descrito anteriormente se sumergié en 10 N de solucién acuosa de hidroxido sédico durante 12 horas a
70 °C. El sustrato A resultante se lavo secuencialmente con agua pura, 0,1 N de soluciéon acuosa de HCI y agua
pura, generando de ese modo grupos carboxilo en la superficie del sustrato.

(2) Inmovilizacién de la sustancia de union selectiva

En el sustrato A se inmovilizaron oligonucleétidos como las respectivas sustancias de unién selectiva (ADN de
sonda) en las condiciones siguientes. Como oligonucleétidos correspondientes a cuatro genes de a a d, se utilizaron
los oligonucleétidos con las secuencias de bases mostradas en SEQ ID NOs: 1 a 4 (fabricados por Operon
Biotechnologies Inc.; conjunto de oligonucle6tidos para micromatriz de ADN, "Homo sapience (human) AROS V4.0
(60 bases cada uno)"). Cada uno de estos oligonucle6tidos se disolvid en agua pura a una concentracion de 0,3
nmol/ul para preparar soluciones madre. Cuando se distribuyeron en puntos las soluciones madre en el sustrato,
cada una de ellas se habia diluido 10 veces con PBS (preparado disolviendo 8 g de NaCl, 2,9 g de NagHPQO4+12H,0,
0,2 g de KCl y 0,2 g de KH2PO, totalmente en agua pura, ajustando el volumen a 1 | y ajustando a continuacion el
pH de la solucién resultante a 5,5 con la adicién de acido clorhidrico) hasta una concentracién final del ADN de
sonda de 0,03 nmol/ul. Ademas, para llevar a cabo una condensacién entre los grupos carboxilo generados en la
superficie del sustrato fabricado de PMMA y el grupo amino terminal del ADN de sonda, se afiadio 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) hasta una concentracion final de 50 mg/ml. A continuacién, utilizando un
preparador de matrices (generador de puntos) ("Gene Stamp-Il, fabricado por Nippon Laser & Electronics Lab), las
soluciones resultantes fueron distribuidas en puntos en las superficies superiores de los salientes del sustrato A para
preparar un sustrato en el que la sonda correspondiente al gen a y que tiene la secuencia de base mostrada en SEQ
ID NO: 1 fue punteada a N = 4 (en adelante, denominado "chip de andlisis 1") y un sustrato en el que las sondas
correspondientes a los genes b a d y con las secuencias de base mostradas en SEQ ID NOs: 2 a 4 fueron
punteadas cada una a N = 2 (en adelante, denominado "chip de analisis 2"). A continuacién, cada uno de los
sustratos punteados fue colocado en un recipiente de plastico cerrado de manera estanca y se incubd en
condiciones de 37 °C y humedad del 100 % durante aproximadamente 20 horas. Finalmente, los sustratos
resultantes se lavaron con agua pura y se secaron por centrifugado utilizando una centrifugadora.

(3) Fijacion del elemento de tapa al sustrato de chip de analisis.

A cada uno de los chips de andlisis descritos anteriormente 1 y 2 inmovilizados con la sustancia o sustancias de
unién selectiva, se fijo6 un elemento de tapa como sigue. El elemento de tapa se prepard cortando una placa de
PMMA. En el elemento de tapa obtenido de este modo se formaron orificios pasantes y camaras de retencion del
nivel de liquido. Como elemento adhesivo, se pegé una cinta adhesiva de doble cara sobre el elemento de tapa, de
tal modo que la cinta fue laminada a lo largo del margen del elemento de tapa con un grosor de 50 um, y el elemento
de tapa se fijé a continuacién a los chips de andlisis 1y 2.

(4) Preparacion de la sustancia a ensayar

La sustancia a ensayar se preparé utilizando un ARNa (ARN antisentido) utilizado normalmente como sustancia a
ensayar de micromatriz. A partir de 5 pg de ARN total disponible comercialmente obtenido a partir de células
humanas cultivadas ("Human Reference RNA", fabricado por la firma Clontech Laboratories, Inc.), se prepar6é un
ARNa utilizando un equipo de preparacion de ARNa fabricado por Ambion, "MessageAmp Il aRNA Amplification Kit",
y este ARNa se marcé con fluorescencia con Cy5 (fabricado por la firma GE Healthcare) para obtener un ARNa
marcado con Cy5.

(5) Solucion de reaccion para hibridacién entre la sustancia de unién selectiva y la sustancia a ensayar

En los siguientes ejemplos y en los ejemplos comparativos, salvo que se especifique lo contrario, se utilizd una
solucion obtenida diluyendo el ARNa marcado, preparado anteriormente con una solucién de hibridacion que
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contiene un 1 % en peso de BSA, 5 x SSC, 0,01 % en peso de ADN de esperma de salmén y un 0,1 % en peso de
SDS (todas las concentraciones son concentraciones finales).

Ejemplo 1

En una solucion que contenia 100 ng del ARNa marcado con Cy5 descrito en el ejemplo de referencia 1, se mezclé
la solucién de hibridacion en un volumen de 25 pl para preparar una solucién de sustancia a ensayar. A
continuacion, 10 pl de la solucidn de sustancia a ensayar obtenida de este modo se inyectaron en el chip de analisis
1. El espacio del hueco que no se llené con la solucion de sustancia a ensayar tenia un volumen de
aproximadamente 3 pl y la proporcién del espacio sin llenar con la soluciéon de la sustancia a ensayar en el hueco
fue de aproximadamente el 23 %. Se prepararon un total de 6 conjuntos del chip de andlisis 1 descrito
anteriormente. Estando sellados los orificios de inyeccion y estando de este modo cerrado herméticamente el hueco,
los chips de analisis se colocaron en un aparato de remocion "BioShake 5000" (fabricado por la firma Q. Instruments
GmbH; velocidad de rotacién maxima: 5.000 rpm, radio de rotacion: 0,6 mm), que se colocd en un horno a una
temperatura controlada de 37 °C. A continuacién, cada uno de los chips de andlisis se removi6 a 5.000 rpm durante
0,5h,1h,2h,4h,8h o616 h para llevar a cabo la reaccién. En este proceso, se aplicé una aceleracion centrifuga
de aproximadamente 17,7xg a cada chip de andlisis. En cada uno de los chips de andlisis resultantes, se midié la
intensidad de la sefnal (intensidad de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de
fluorescencia de alta resolucion ("3D-Gene (marca comercial registrada) Scanner", fabricado por la firma Toray
Industries, Inc.). Los resultados se muestran en las figuras 9 y 10 y en la tabla 1. Se detectdé una sefial con una
intensidad del valor umbral (promedio de puntos en blanco + 2SD) o mayor, 0,5 h después del inicio de la reaccién;
por lo tanto, se mostré que la reaccion tuvo lugar rapidamente.

Ejemplo 2

La solucién de la sustancia a ensayar se inyect6 en los chips de analisis 1 (6 conjuntos) del mismo modo que en el
ejemplo 1. Los chips de analisis resultantes se colocaron en un aparato de remocién "BioShake 5000", que se coloco
en un horno a una temperatura controlada de 37 °C, y a continuacion se removié cada uno a 3.000 rpm durante 0,5
h,1h,2h,4h,8hé 16 h para llevar a cabo la reaccién. En este proceso, se aplico una aceleracién centrifuga de
aproximadamente 6,04xg a cada chip de analisis. En cada uno de los chips de andlisis, se midi6 la intensidad de la
sefal (intensidad de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en las figuras 9y 10 y en la tabla 1. Se detect6 una sefial con una intensidad
de un valor umbral o superior, 0,5 h después del inicio de la reaccidn; por lo tanto, se mostré que la reaccion tuvo
lugar rapidamente.

Ejemplo 3

La solucién de la sustancia a ensayar se inyectd en los chips de analisis 1 (6 conjuntos) del mismo modo que en el
ejemplo 1. Los chips de analisis resultantes se colocaron en un aparato de remocion "MS3 digital" (fabricado por la
firma IKA; velocidad de rotacién maxima: 3.000 rpm; radio de rotacién: 2,25 mm), que se colocé en un horno a una
temperatura controlada de 37 °C, y a continuacion se removié cada uno a 3.000 rpm durante 0,5 h, 1 h,2h,4 h,8h
6 16 h para llevar a cabo la reaccion. En este proceso, se aplicé una aceleracion centrifuga de aproximadamente
22,6xg a cada chip de andlisis. En cada uno de los chips de andlisis, se midi6 la intensidad de la sefal (intensidad
de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de fluorescencia de alta resolucion. Los
resultados se muestran en las figuras 9 y 10 y en la tabla 1. Se detecté una sefal con una intensidad de un valor
umbral o superior 0,5 h después del inicio de la reaccién; por lo tanto, se mostré6 que la reaccién tuvo lugar
rapidamente.

Ejemplo 4

La solucién de la sustancia a ensayar se inyect6 en los chips de analisis 1 (6 conjuntos) del mismo modo que en el
ejemplo 1. Los chips de analisis resultantes se colocaron en un aparato de remocién "MS3 digital", que se colocé en
un horno a una temperatura controlada de 37 °C, y a continuacién se removi6é cada uno a 1.000 rpm durante 0,5 h, 1
h,2 h,4 h, 8 hé 16 h para llevar a cabo la reaccién. En este proceso, se aplicé una aceleracién centrifuga de
aproximadamente 2,52xg a cada chip de analisis. En cada uno de los chips de andlisis, se midié la intensidad de la
sefal (intensidad de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en las figuras 9y 10 y en la tabla 1. Se detect6 una sefial con una intensidad
de un valor umbral o superior 0,5 h después del inicio de la reaccién; por lo tanto, se mostré que la reaccion tuvo
lugar rapidamente.

Ejemplo comparativo 1
La solucién de la sustancia a ensayar se inyecté en los chips de analisis 1 (6 conjuntos) del mismo modo que en el
ejemplo 1. Los chips de analisis resultantes se colocaron en un aparato de remocién "BioShake 5000", que se coloco

en un horno a una temperatura controlada de 37 °C, y a continuacion se removié cada uno a 1,000 rpm durante 0,5
h,1h,2h,4h,8hé 16 h para llevar a cabo la reaccidén. En este proceso, se aplico una aceleracién centrifuga de
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aproximadamente 0,671xg a cada chip de analisis. En cada uno de los chips de analisis, se midi6 la intensidad de la
sefal (intensidad de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en las figuras 9 y 10 y en la tabla 1. A las 0,5 h después del inicio de la
reaccion, no se detect6é ninguna sefial con una intensidad de un valor umbral o superior. Se detecté una sefal con
una intensidad del valor umbral o superior, transcurrida 1 h después del inicio de la reaccion.

Ejemplo comparativo 2

La solucién de la sustancia a ensayar se inyect6 en los chips de analisis 1 (6 conjuntos) del mismo modo que en el
ejemplo 1. Los chips de analisis resultantes se colocaron en un aparato de remocién "BioShake 5000", que se coloco
en un horno a una temperatura controlada de 37 °C, y a continuacién se removié cada uno a 250 rpm durante 0,5 h,
1h,2h,4h,8h o6 16 h para llevar a cabo la reaccion. En este proceso, se aplicd una aceleracion centrifuga de
aproximadamente 0,042xg a cada chip de analisis. En cada uno de los chips de analisis, se midié la intensidad de la
sefal (intensidad de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en las figuras 9 y 10 y en la tabla 1. A las 0,5 h después del inicio de la
reaccion, no se detect6 ninguna sefial con una intensidad de un valor umbral o superior. Se detecté una senal con
una intensidad del valor umbral o superior, transcurrida 1 h después del inicio de la reaccion.

Ejemplo comparativo 3

La solucién de la sustancia a ensayar se inyecté en los chips de analisis 1 (6 conjuntos) del mismo modo que en el
ejemplo 1. Los chips de analisis resultantes se colocaron en un aparato de remocién "MS3 digital", que se colocé en
un horno a una temperatura controlada de 37 °C, y a continuacién se removi6é cada uno a 250 rpm durante 0,5 h, 1
h,2 h,4 h, 8 hé 16 h para llevar a cabo la reaccién. En este proceso, se aplicé una aceleracién centrifuga de
aproximadamente 0,157xg a cada chip de analisis. En cada uno de los chips de analisis, se midi6 la intensidad de la
sefal (intensidad de fluorescencia) del ARNa marcado hibridado, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en las figuras 9 y 10 y en la tabla 1. A las 0,5 h después del inicio de la
reaccion, no se detect6é ninguna sefial con una intensidad de un valor umbral o superior. Se detecté una sefal con
una intensidad del valor umbral o superior, transcurrida 1 h después del inicio de la reaccion.

[Tabla 1]
Tiempo de reaccion e intensidad de la sefial
Tiempo de reaccion (h) | 0,5 1 2 4 8 16
Ejemplo 1 52,5 | 97,8 | 182,56 | 232,3 | 285,5 | 309,0
Ejemplo 2 413 | 855 | 171,3 | 218,3 | 279,2 | 3054
Ejemplo 3 61,7 | 101,9 | 1921 | 2479 | 296,4 | 312,3
Ejemplo 4 35,3 | 67,5 | 150,9 | 193,5 | 265,4 | 2964
Ejemplo comparativo 1 | 22,8 35,3 71,2 136,7 | 207,2 | 286,4
Ejemplo comparativo2 | 17,8 31,2 62,9 108,3 | 176,1 | 279,0
Ejemplo comparativo 3 | 20,5 | 33,9 76,8 1454 | 218,9 | 2729

Ejemplo 5

En una solucion que contenia 60 ng de ARNa marcado con Cy5 descrita en el ejemplo de referencia 1 se mezclé la
solucion de hibridacion a un volumen de 10 pl, y se inyectaron 6,7 pl de la solucién resultante en los chips de analisis
2 (2 conjuntos). La cantidad de ARNa inyectado marcado con Cy5 fue de 40 ng, que es la misma que en los
ejemplos 1 a 4. El espacio del hueco que no se llené con la solucion de la sustancia a ensayar tenia un volumen de
aproximadamente 6,3 pl y la proporcién del espacio sin llenar con la solucion de la sustancia a ensayar con respecto
a todo el hueco fue de aproximadamente el 48 %. Del mismo modo que en el ejemplo 1, los chips de analisis se
colocaron en un aparato de remocion "BioShake 5000" y se removieron a 5.000 rpm durante 1 hora para llevar a
cabo la reaccion. En cada uno de los chips de andlisis, se midieron las intensidades de sefial (intensidades de
fluorescencia) del ARNa marcado que hibridé los tres genes de b a d, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en la tabla 2. Después de 1 hora de tiempo de reaccion, las sefiales de todos
los genes tuvieron una intensidad del valor umbral o superior y por lo tanto fueron efectivas.

Ejemplo 6

En una solucion que contenia 60 ng de ARNa marcado con Cy5 descrita en el ejemplo de referencia 1 se mezclé la
solucién de hibridaciéon a un volumen de 15 pl, y se inyectaron 10 pl de la solucion resultante en los chips de analisis
2 (2 conjuntos). La cantidad de ARNa inyectado marcado con Cy5 fue de 40 ng, que es la misma que en los
ejemplos 1 a 4. El espacio del hueco que no se llen6 con la solucién de la sustancia a ensayar tuvo un volumen de
aproximadamente 6,3 pl y la proporcién del espacio sin llenar con la solucién de la sustancia a ensayar con respecto
a todo el hueco fue de aproximadamente el 23 %. Del mismo modo que en el ejemplo 1, los chips de analisis se
colocaron en un aparato de remocion "BioShake 5000" y se removieron a 5.000 rpm durante 1 hora para llevar a
cabo la reaccion. En cada uno de los chips de andlisis, se midieron las intensidades de sefal (intensidades de
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fluorescencia) del ARNa marcado que hibridé los tres genes de b a d, utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion. Los resultados se muestran en la tabla 2. Después de 1 hora de tiempo de reaccion, las sefiales de todos
los genes tuvieron una intensidad del valor umbral o superior y por lo tanto fueron efectivas.

Ejemplo comparativo 4

En una solucién que contenia 60 ng del ARNa marcado con Cy5 descrita en el ejemplo de referencia 1, se mezclé la
solucién de hibridaciéon a un volumen de 20 pl, y se inyectaron 13 pl de la solucion resultante en los chips de analisis
2 (2 conjuntos) para llenar el hueco de cada chip de andlisis (la proporcién del espacio sin llenar con la solucion de
la sustancia a ensayar con respecto a todo el hueco fue del 0 %). Del mismo modo que en el ejemplo 1, los chips de
andlisis se colocaron en un aparato de remocion "BioShake 5000" y se removieron a 5.000 rpm durante 1 hora para
llevar a cabo la reacciéon. En cada uno de los chips de analisis, se midieron las intensidades de sefal del ARNa
marcado que hibridé los tres genes de b a d, utilizando un detector de fluorescencia de alta resolucion. Los
resultados se muestran en la tabla 2. Después de 1 hora de tiempo de reaccién, la sefial del gen b tuvo una
intensidad del valor umbral o superior y por lo tanto fue efectiva; sin embargo, la intensidad de la sefial fue mas débil
que las medidas en los ejemplos 5 y 6. Ademas, las intensidades de sefal de los genes ¢ y d fueron menores que el
valor umbral y por lo tanto no validas.

[Tabla 2]
Proporcion del espacio sin llenar con la solucion de la sustancia a ensayar en los huecos e
intensidad de la sefal de cada gen
. . Ejemplo
Ejemplo 5 Ejemplo 6 comparativo 4
Proporcion del espacio sin llenar con la
. . 48 23 0
solucién de la sustancia a ensayar en el hueco
430,3 361,0 151,6
Gen b 432,2 343,9 1554
139,3 129,2 107,6
Genc 147,3 132,5 107,6
Gen d 148,7 126,3 99,9
150,6 136,5 101,7
Valor umbral (promedio + 2SD) 111,0 107,7 108,8

Ejemplo de referencia 2
(1) Preparacion del sustrato del chip de analisis

Utilizando el mismo material que el utilizado en el ejemplo de referencia 1, se prepar6 mediante moldeo por
inyeccion un sustrato con dimensiones externas de 76 mm de longitud, 26 mm de anchura y 2,5 mm de grosor. En
este sustrato, se formaron cuatro huecos elipticos con un lado largo de 4,8 mm, un lado corto de 2,40 mm y una
profundidad de 1,5 mm y, en cada uno de los huecos, se formaron 98 salientes de 0,1 mm de didmetro y 0,12 mm
de altura (en adelante, este sustrato se denomina "sustrato B"). En este sustrato B, el volumen de los huecos fue de
aproximadamente 13,5 pl. La diferencia en altura entre las superficies superiores de los salientes y la superficie
superior de la parte plana, y la variacion en altura de las superficies superiores de los salientes fueron ambas de 3
pm o menores. Ademas, los salientes se formaron a una separacién de 0,18 mm.

(2) Inmovilizacion de la sustancia de unién selectiva (sonda de captura).

Mediante el mismo procedimiento de preparacion que en el ejemplo de referencia 1, como sustancia de union
selectiva (sonda de captura), se sintetiz6 un oligonucleé6tido modificado con un grupo amino en el extremo 5', que se
describié en un articulo que presentaba la investigacién en la diferenciacion de los tipos de virus de papiloma
humano (J. Clin. Microbiol., 1995, paginas 901 a 905) y tenia la secuencia de base mostrada en SEQ ID NO: 5 (una
secuencia complementaria a una parte de la secuencia de la regién del gen L1 del virus de papiloma humano de tipo
16, que se utiliz6 como sustancia a ensayar). El oligonucleé6tido obtenido de este modo fue distribuido en puntos e
inmovilizado en 22 de los 98 salientes del sustrato B para obtener un chip de analisis (en adelante, denominado
"chip de analisis 3").

(3) Preparacion de la sustancia a ensayar

Como sustancia a ensayar, se someti6 a fragmentacion ultrasénica un plasmido recombinante adquirido en el banco
de recursos de investigacion de ciencias de la salud (Health Science Research Resources Bank) (pHPV16 (longitud
total: 16.600 pares de bases), en el que se cloné ADN genémico del virus de papiloma humano. El resultado se
diluyé con 1 x solucién de hibridacion (1 % en peso de albimina de suero bovino (BSA, bovine serum albumin), 5 x
SSC, 1 % en peso de dodecilsulfato sédico (SDS, sodium dodecyl sulfate), 50 ng/ml de solucion de ADN de esperma
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de salmoén, 5 % en peso de dextrano sulfato de sodio y 30 % de formamida) a una concentracion de acido nucleico
de 0,1 amol/pl, preparando de ese modo una solucion de ADN de muestra.

(4) Preparacioén de soluciones de sonda de deteccion

Como sonda de deteccion para utilizar en hibridaciéon en sandwich, se sintetiz6 MY11 (SEQ ID NO: 6; basada en la
posicion base del extremo 5' cuando la sustancia a ensayar se uni6 con la sonda de captura, una secuencia
complementaria a las bases 50-ésima a 69-ésima en el lado del extremo 5'), GP5 (SEQ ID NO: 7; de manera similar
a MY11, una secuencia complementaria a las bases 10-ésima a 34-ésima en el lado del extremo 5'), GP6 (SEQ ID
NO: 8; basada en la posicion base del extremo 3' cuando la sustancia a ensayar se uni6 con la sonda de captura,
una secuencia complementaria a las bases 60-ésima a 82-ésima en el lado del extremo 3') y MY09 (SEQ ID NO: 9;
de manera similar a GP6, una secuencia complementaria a las bases 340-ésima a 359-ésima en el lado del extremo
3'), la totalidad de las cuales se marcaron con biotina en el extremo 3' y el extremo 5'. Cada una de estas sondas de
deteccion se diluy6é con agua esterilizada a una concentracién de 100 fmol para preparar soluciones de sonda de
deteccion.

Ejemplo 7

A 1 pl de la solucién de ADN de muestra descrita en el ejemplo de referencia 2, se afiadié y se mezcl6é 1 pl de cada
una de las soluciones de sonda de deteccion descritas en el ejemplo de referencia 2, y la mezcla resultante se
calenté en un termociclador a 95 °C durante 5 minutos. Después de dejar reposar la mezcla hasta que se enfri6 a
temperatura ambiente, se afadieron a la misma 8 pl de 1 x solucion de hibridacién descrita en el ejemplo de
referencia 2 y se mezclaron, preparando de ese modo cada solucion de hibridacion que contenia la sustancia a
ensayar. La cantidad integra de las respectivas soluciones de hibridacién que contenian la sustancia a ensayar se
inyectd en uno de los huecos del chip de analisis 3 y la abertura se selldé con una pelicula de PET recubierta con un
adhesivo acrilico. En este caso, el espacio del hueco que no se llené con la solucién tenia un volumen de
aproximadamente 3,5 pl, y la proporcion del espacio sin llenar con la solucion en el hueco fue de aproximadamente
el 26 %. Se llevd a cabo la deteccion de la sustancia a ensayar mediante un procedimiento de hibridacion en
sandwich. Los chips de analisis se colocaron en un aparato de remocion "BioShake 5000" (fabricado por la firma Q.
Instruments GmbH), que se coloc6 en un horno a una temperatura controlada de 32 °C, y se removieron a 3.000 rpm
durante 2 horas para permitir que la sonda de captura y la sustancia a ensayar experimentaran una reaccion de
hibridacion. En este proceso, se aplicd una aceleracion centrifuga de aproximadamente 6,04xg a cada chip de
andlisis. Después de la reaccion, el cierre estanco que cubria la abertura se retird y los chips de analisis se lavaron
durante 5 minutos con una solucién de lavado A calentada a 30 °C (0,5 x SSC y 1 % en peso de SDS). Después de
secar los chips de analisis, se afadieron gota a gota al hueco 10 ul de una solucion de estreptavidina ficoeritrina de
50 ng/ul, que se preparé mezclando un reactivo de tefiido (estreptavidina ficoeritrina) y un diluyente (100 mM de
MES, 1M de NaCl, 0,05 % en peso de Tween 20 y 2 mg/ml BSA), y los chips de andlisis se incubaron en la
oscuridad a 35 °C durante 5 minutos. A continuacion, los chips de analisis se lavaron durante 5 minutos con una
solucion de lavado B calentada a 30 °C (6 x SSPE y 0,01 % en peso de Tween 20) y a continuacién se secaron. La
intensidad de la sefal (intensidad de fluorescencia) se midi6é utilizando un detector de fluorescencia de alta
resolucion ("3D-Gene (marca comercial registrada) Scanner”, fabricado por la firma Toray Industries, Inc.). Se
leyeron los valores de los salientes en los que la sustancia de unién selectiva estaba inmovilizada (sefal) y de los
salientes en los que la sustancia de unién selectiva no estaba inmovilizada (ruido) con el fin de calcular la relacion
sefal/ruido (relacion S/R). Los resultados se muestran en la tabla 3. La relacion S/R fue de 2,80, que fue mayor que
el limite de deteccion de S/R = 2.

Ejemplo 8

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que la velocidad de rotacion del aparato de
remocion en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se modificoé a 5.000 rpm. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 16,77xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacién
S/R fue de 2,53, que fue mayor que el limite de deteccion de S/R = 2.

Ejemplo comparativo 5

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que la velocidad de rotacion del aparato de
remocion en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se modificoé a 1,000 rpm. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 0,67xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacién
S/R fue de 1,56, que fue menor que el limite de deteccién de S/R = 2.

Ejemplo 9

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que se utilizé un "Mix-EVR" (fabricado por

la firma Taitec Corporation; maxima velocidad de rotacion: 2.500 rpm; radio de rotacién: 1 mm) como aparato de
remocion, y la velocidad de rotacion del mismo en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacién se ajust6 a
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2.000 rpm. En este caso, la aceleracién centrifuga fue de 4,47xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra
en la tabla 3. La relaciéon S/R fue de 2,24, que fue mayor que el limite de deteccion de S/R = 2.

Ejemplo 10

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 9, excepto que la velocidad de rotacion del aparato de
remocion en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se modificé a 2,500 rpm. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 6,99xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacion
S/R fue de 2,76, que fue mayor que el limite de deteccion de S/R = 2.

Ejemplo comparativo 6

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 9, excepto que la velocidad de rotacion del aparato de
remocion en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridaciéon se modificé a 500 rpm. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 0,28xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacién
S/R fue de 1,48, que fue menor que el limite de deteccién de S/R = 2.

Ejemplo 11

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que se utilizé "MS3 digital" (fabricado por la
firma IKA) como aparato de remocién y la velocidad de rotacién del mismo en el momento de llevar a cabo la
reaccion de hibridacion se ajust6 a 2.000 rpm. En este caso, la aceleracién centrifuga fue de 10,06xg. El resultado
de calcular la relacién S/R se muestra en la tabla 3. La relacién S/R fue de 3,25, que fue mayor que el limite de
deteccion de S/R = 2.

Ejemplo 12

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 10, excepto que la velocidad de rotacién del aparato
de remocién en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se modifico a 3,000 rom. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 22,64 xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacién
S/R fue de 2,72, que fue mayor que el limite de deteccion de S/R = 2.

Ejemplo comparativo 7

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 11, excepto que la velocidad de rotacién del aparato
de remocién en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se modificé a 500 rpm. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 0,63xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacion
S/R fue de 1,61, que fue menor que el limite de deteccién de S/R = 2.

Ejemplo 13

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que se utilizé un aparato de remocién
fabricado (maxima velocidad de rotacién: 1.000 rpm; radio de rotacién: 5 mm) y la velocidad de rotacion del mismo
en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se ajusté a 1.000 rpm. En este caso, la aceleracion
centrifuga fue de 5,59xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacion S/R fue de
2,39, que fue mayor que el limite de deteccién de S/R = 2.

Ejemplo comparativo 8

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 13, excepto que la velocidad de rotacién del aparato
de remocion en el momento de llevar a cabo la reaccion de hibridacion se modificé a 250 rpm. En este caso, la
aceleracion centrifuga fue de 0,35xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacion
S/R fue de 1,49, que fue menor que el limite de deteccién de S/R = 2.

Ejemplo comparativo 9

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto en que se utilizé un "Multi Shaker MMS-
210" (fabricado por la firma Tokyo Rikakikai Co., Ltd.; maxima velocidad de rotacién: 250 rpm; radio de rotacion: 12,5
mm) como aparato de remocion, y la velocidad de rotacién del mismo en el momento de llevar a cabo la reaccion de
hibridacion se ajusté a 250 rpm. En este caso, la aceleracion centrifuga fue de 0,87xg. El resultado de calcular la
relacién S/R se muestra en la tabla 3. La relacion S/R fue de 1,56, que fue menor que el limite de deteccion de S/R =
2.
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Ejemplo comparativo 10

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que se utilizé un aparato de remocién
fabricado (maxima velocidad de rotacion: 1.000 rpm; radio de rotacién: 24 mm) y la velocidad de rotacién del mismo
en el momento de llevar a cabo la reaccién de hibridacion se ajusté a 100 rpm. En este caso, la aceleracién
centrifuga fue de 0,27xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacion S/R fue de
1,39, que fue menor que el limite de deteccién de S/R = 2.

Ejemplo comparativo 11

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 7, excepto que se utilizé un aparato de remocién
fabricado (maxima velocidad de rotacion: 1.000 rpm; radio de rotacién: 72 mm) y la velocidad de rotacién del mismo
en el momento de llevar a cabo la reaccién de hibridacion se ajusté a 100 rpm. En este caso, la aceleracién
centrifuga fue de 0,80xg. El resultado de calcular la relacion S/R se muestra en la tabla 3. La relacion S/R fue de
1,57, que fue menor que el limite de deteccién de S/R = 2.

[Tabla 3]
Radio de rotacién, velocidad de rotacion, aceleracién centrifuga e intensidad de la sefal
Radio de Velocidad de Aceleracién Intensidad de IaFf(elna! y
rotacion (mm) rotacion (rpm) | centrifuga (xg) | Sefal | Ruido esa;%lon
Ejemplo
comparativo 5 0,6 1.000 0,67 | 2.841 | 1.821 1,56
Ejemplo 7 0,6 3.000 6,04 | 5110 | 1.825 2,80
Ejemplo 8 0,6 5.000 16,77 | 4625 | 1.828 2,53
Ejemplo 1 500 0,28 | 2700 | 1.824 1,48
comparativo 6
Ejemplo 9 1 2.000 447 | 4.036 | 1.802 2,24
Ejemplo 10 1 2.500 6,99 | 5.029 | 1.822 2,76
Ejemplo 225 500 0,63 | 2.924 | 1.816 1,61
comparativo 7
Ejemplo 11 2,25 2.000 10,06 | 5.879 | 1.809 3,25
Ejemplo 12 2,25 3.000 22,64 | 4.967 | 1.826 2,72
Ejemplo
comparativo 8 5 250 0,35 | 2.713 | 1.821 1,49
Ejemplo 13 5 1.000 559 | 4.338 | 1.815 2,39
Ejemplo 12,5 250 0,87 | 2.838 | 1.819 1,56
comparativo 9
Ejemplo
comparativo 10 24 100 0,27 | 2.538 | 1.826 1,39
Ejemplo 72 100 0,80 | 2.820 | 1.796 1,57
comparativo 11

Ejemplo 14

A 4 pl de la solucién de ADN de muestra descrita en el ejemplo de referencia 2, se afadieron y se mezclaron 4 pl de
cada una de las soluciones de sonda de deteccion descritas en el ejemplo de referencia 2, y la mezcla resultante se
calenté en un termociclador a 95 °C durante 5 minutos. Después de dejar reposar la mezcla hasta que se enfri6 a
temperatura ambiente, se afiadieron a la misma 32 pl de 1 x solucion de hibridaciéon descrita en el ejemplo de
referencia 2 y se mezclaron, preparando de ese modo cada solucion de hibridacion que contenia la sustancia a
ensayar. En cada uno de los cuatro huecos (huecos nimeros 1 a 4) del chip de analisis 3, se inyectaron 10 ul de
cada solucién que contenia la sustancia a ensayar y las aberturas se sellaron con una pelicula de PET recubierta
con un adhesivo acrilico. En este caso, el espacio de cada hueco que no se llen6 con la solucién tenia un volumen
de aproximadamente 3,5 pl, y la proporcién del espacio sin llenar con la solucién en cada hueco fue de
aproximadamente el 26 %. Se llevo a cabo la deteccion de la sustancia a ensayar mediante un procedimiento de
hibridacion en sandwich. El chip de analisis se colocé en un aparato de remocion "MS3 digital" (fabricado por la firma
IKA), que se coloco en un horno a una temperatura controlada de 32 °C, y se removié a 2,000 rpm durante 2 horas
para permitir que la sonda de captura y la sustancia a ensayar experimentaran una reaccion de hibridacién. En este
proceso, se aplico una aceleracién centrifuga de aproximadamente 10,1xg al chip de andlisis. Después de la
reaccion, el cierre estanco que cubria las aberturas se retir6 y los chips de andlisis se lavaron durante 5 minutos con
una solucién de lavado A calentada a 30 °C (0,5 x SSC y 1 % en peso de SDS). Después de secar el chip de
andlisis, se afadieron gota a gota a cada hueco 10 pl de una solucién de estreptavidina ficoeritrina de 50 ng/ul, que
se prepar6 mezclando un reactivo de tefido (estreptavidina ficoeritrina) y un diluyente (100 mM de MES, 1M de
NaCl, 0,05 % en peso de Tween 20 y 2 mg/ml BSA), y el chip de andlisis se incubd en la oscuridad a 35 °C durante
5 minutos. A continuacion, el chip de andlisis se lavé durante 5 minutos con la solucién de lavado B calentada a 30
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°C (6 x SSPE y 0,01 % en peso de Tween 20) y a continuacion se seco6. La intensidad de la sefal (intensidad de
fluorescencia) se midié utilizando un detector de fluorescencia de alta resolucion ("3D-Gene (marca comercial
registrada) Scanner", fabricado por la firma Toray Industries, Inc.). Se leyeron los valores de los salientes en los que
se inmovilizé la sustancia de unidn selectiva (sefial) y de los salientes en los que no se inmovilizé la sustancia de
unién selectiva (ruido) con el fin de calcular la relacion sefal/ruido (relacion S/R) para cada uno de los cuatro huecos
(huecos nimeros 1 a 4). Los resultados se muestran en la tabla 4. Se encontré que la relacién S/R valia 2,9, 2,7, 2,8
y 2,8 para los huecos numeros 1 a 4, respectivamente, valores que fueron todos ellos mayores que el limite de
deteccion de S/R = 2. Ademas, los valores CV de las sefales de los 22 puntos sobresalientes en los huecos
respectivos fueron todos menores del 10 %, y la variaciéon de la sefal dentro de cada hueco fue pequefa. Ademas,
el valor CV de las sefales de la totalidad de los cuatro huecos (88 senales) fue asimismo pequerio, del 7,5 %; por lo
tanto, se mostré que la variacion entre los huecos fue asimismo pequena.

Ejemplo comparativo 12

Se llevaron a cabo las mismas operaciones que en el ejemplo 14, excepto que se utilizé un aparato de remocion de
tipo revolucién rotatoria fabricado (radio de revolucién: 72 mm) y la velocidad de revolucion se ajustd a 350 rpm. En
este caso, la aceleracion centrifuga fue de 9,9xg. Los resultados de calcular la relacion S/R para los cuatro huecos
(huecos numeros 1 a 4) se muestran en la tabla 4. La relacion S/R fue de 1,8, 1,9, 1,7 y 1,5 para los cuatro huecos,
respectivamente, valores que fueron todos ellos menores que el limite de deteccién de S/R = 2. Ademas, los valores
CV de las senales de los 22 puntos sobresalientes en los huecos respectivos fueron variables en torno al 10 %, y el
valor CV de las sefales de la totalidad de los cuatro huecos (88 senales) fue elevado, del 15,3 %; por lo tanto, se
mostr6 que la variacion entre los huecos fue grande.

[Tabla 4]
Modo de rotacién de la remocién, intensidad de la sefal, variacion y relacién S/R
Ejemplo 14 Ejemplo comparativo 12
Modo de rotacién Rotacion Rotacion y revolucion
Radio de rotacion 2,25 mm 72 mm
Velocidad de rotacién 2.000 rpm 350 rpm
Aceleracién centrifuga 10,1xg 9,9xg
Hueco N2, #1 #2 #3 #4 #1 #2 #3 #4
Ser Promedio 5.395 | 5.273 | 5262 | 5.132 | 3.322 | 3.566 | 3.018 | 2.747
efnal de cada —— -
hueco Desviacién estandar 453 339 452 302 299 283 297 476
CV (%) 8,4 6,4 8,6 5,9 9,0 7,9 9,9 10,8
Promedio 5.266 3.112
Senal global Desviacién estandar 396,6 475,6
CV (%) 7,5 15,3
Promedio de ruido de cada hueco 1.874 1.938 1.859 | 1.862 | 1.820 | 1.847 | 1.757 | 1.777
Relacion S/R 29 27 2,8 2,8 1,8 1,9 1,7 1,5

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

El procedimiento para remover una solucion segun la presente invencién puede, comparado con los anteriores,
acortar en gran medida el tiempo necesario para la detecciéon o cuantificacion de una sustancia a ensayar utilizando
un chip de analisis, tal como un chip de ADN. Por lo tanto, la presente invencion es util dado que permite un rapido
diagnéstico, examen y similares de enfermedades en la practica clinica asi como en centros examinadores.

DESCRIPCION DE LOS SiMBOLOS

Sustrato

Material de placa con uno o varios orificios pasantes
Superficie inferior del hueco

Superficie de la pared del hueco

Superficie de la sustancia de unién selectiva inmovilizada
Hueco (o espacio hueco)

Tapa

Orificio de inyeccién

Espacio (o burbuja de aire) no lleno con la solucién

0: Chip de andlisis

SeeNogRheN =
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[LISTA DE SECUENCIAS]
LISTA DE SECUENCIAS
[0108]
<110> Toray Industries, Inc.
<120> Procedimiento para remover una solucién
<130> 13059
<160> 9
<170> PatentIn version 3.5
<210>1
<211> 69
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

tgaagagggg aggggcctag ggagccgcac cttgtcatgt accatcaata aagtaccctg

tgctcaacc

<210> 2

<211> 69
<212>ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

aactagctgc caaacaactt caacccgtgt aattcatgta catttgcaac agccageccg

gtacagcct

<210> 3
<211> 70
<212>ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 3

gctgetttet gaccaaatgt ttttccatcet gtgtacaget ccagetgttt gaagagaggg 60

aacaacacgg 70

<210> 4

<211> 69

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

gaagggctcg catcatccag gaaagaattc agcagaagtt cacttttttt cttattcaaa 60

gagtctgga 69

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Papilomavirus humano tipo 16

<400> 5
atccgtaact acatcttcca catacaccaa 30

<210> 6

<211> 20

<212>ADN

<213> Papilomavirus humano

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (1)
<223> base biotinilada

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223> base biotinilada

<400> 6
gcacagggac ataaaaatgg 20

<210> 7

<211> 25

<212> ADN

<213> Papilomavirus humano

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (1)
<223> base biotinilada

<220>
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<221> misc_feature
<222> (25) .. (25)
<223> base biotinilada

<400> 7
gaaaaataaa ctgtaaatca tattc 25

<210> 8

<211> 23

<212>ADN

<213> Papilomavirus humano

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> base biotinilada

<220>

<221> misc_feature
<222> (23) .. (23)
<223> base biotinilada

<400> 8
tttgttactg tggtagatac tac 23

<210> 9

<211> 20

<212>ADN

<213> Papilomavirus humano

<220>

<221> misc_feature
<222> (1) .. (1)
<223> base biotinilada

<220>

<221> misc_feature
<222> (20)..(20)
<223> base biotinilada

<400> 9
gatcagtatc caatdggacg 20
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para remover una solucidén que contiene una sustancia a ensayar, inyectada en un chip de analisis,
en el que:

dicho chip de analisis comprende un hueco en el que se inyecta dicha solucion que contiene una sustancia a
ensayar; y

una sustancia de unién selectiva, que se une selectivamente a dicha sustancia a ensayar, se inmoviliza en la
totalidad o en una parte de la superficie inferior de dicho hueco, comprendiendo dicho procedimiento:

inyectar dicha solucion que contiene la sustancia a ensayar en el espacio de dicho hueco de dicho chip de analisis,
de tal modo que dicho espacio queda parcialmente sin llenar; y

hacer girar dicho chip de andlisis al que se ha inyectado dicha solucién que contiene la sustancia a ensayar,
aplicando una aceleracion centrifuga no menor de 1xg,

en el que dicho chip de analisis al que se ha inyectado dicha solucion que contiene la sustancia a ensayar se hace
girar con un radio de rotacion de 0,1 mm a 10 mm, y

en el que dicha soluciéon que contiene la sustancia a ensayar es inyectada en dicho hueco, de tal modo que queda
sin llenar del 10 % al 70 % de dicho espacio.

2. Procedimiento para remover una solucion, segun la reivindicacion 1, en el que dicho chip de andlisis comprende
varios huecos en los que se inyecta dicha solucion que contiene la sustancia a ensayar, estando dicha serie de
huecos separados entre si mediante una o varias paredes.

3. Procedimiento para remover una solucion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho chip de
andlisis esta dotado de una tapa que cubre la totalidad de dicho hueco o huecos; y dicha solucién que contiene la
sustancia a ensayar se cierra de manera estanca en dicho hueco o huecos.

4. Procedimiento para remover una solucion, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho chip de
andlisis en el que se inyecta dicha solucién que contiene la sustancia a ensayar esta dispuesto de tal modo que la
superficie o superficies inferiores de dicho hueco o huecos es/son horizontales o sustancialmente horizontales; y se
hace girar dicho chip de andlisis en direccién horizontal o sustancialmente horizontal.

5. Procedimiento para analizar una sustancia a ensayar, comprendiendo dicho procedimiento:

permitir que dicha sustancia a ensayar se una a una sustancia de union selectiva inmovilizada en un chip de andlisis,

en el que dicho chip de analisis comprende un hueco en el que se inyecta dicha soluciéon que contiene la sustancia a
ensayar;y

dicha sustancia de unién selectiva, que se une selectivamente a dicha sustancia a ensayar, es inmovilizada en la
totalidad o en una parte de la superficie inferior de dicho hueco, inyectando dicha soluciéon que contiene la sustancia
a ensayar al espacio en dicho hueco de dicho chip de analisis, de tal modo que dicho espacio queda parcialmente
sin llenar; y

hacer girar dicho chip de andlisis al que se ha inyectado dicha solucién que contiene la sustancia a ensayar,
aplicando una aceleracion centrifuga no menor de 1xg,

en el que dicho chip de analisis al que se ha inyectado dicha solucion que contiene la sustancia a ensayar se hace
girar con un radio de rotacion de 0,1 mm a 10 mm, y

en el que dicha soluciéon que contiene la sustancia a ensayar es inyectada en dicho hueco, de tal modo que queda
sin llenar del 10 % al 70 % de dicho espacio; y

detectar dicha sustancia a ensayar unida a dicha sustancia de union selectiva.
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[Figura 1]
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[Figura 2]
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[Figura 3]
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[Figura 4]
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[Figura 5]
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[Figura 7]

Posicion P3

[Figura 8]
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[Figura 9]
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