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DESCRIPCION

Sistema y procedimiento para un calorimetro mejorado para determinar propiedades termodindmicas de reacciones
quimicas y biolégicas.

[0001] Esta invencion se ha hecho con el apoyo del gobierno con la subvencion de la NSF n° BIR 9513629
concedida por la National Science Foundation. El gobierno tiene ciertos derechos en esta invencion.

Antecedentes de lainvencion
Campo de lainvencidon

[0002] La presente invencidon se refiere en general a un sistema y procedimiento para un calorimetro
mejorado, y mas especificamente, a un sistema y procedimiento para un calorimetro mejorado para determinar
propiedades termodinamicas de reacciones quimicas y bioldgicas.

Técnicarelacionada

[0003] La absorcion de calor y/o liberacién de calor es ubicua en las reacciones quimicas y biolégicas. La
informacion termodindmica que caracteriza estas reacciones se mide directamente mediante calorimetria. La
informacién termodindmica proporciona conocimiento de las fuerzas moleculares que dirigen estas reacciones.

[0004] Los calorimetros convencionales usados para medir reacciones quimicas y biologicas, en general
comprenden una celda de fluido y una jeringa de inyeccion. La celda de fluido se carga con una muestra de receptor
liquida. Un ejemplo de una muestra de receptor es una disolucion de proteina. La celda de fluido después se pone
entonces en una camara cilindrica llena de liquido, en la que posteriormente se hacen las mediciones de
temperatura.

[0005] La jeringa de inyeccién se carga con un ligando, tal como un farmaco que se une a la muestra de
receptor cuando se inyecta en la celda de fluido. Después se inyecta un volumen conocido de la disolucién de
ligando en la celda de fluido que contiene la disolucién de muestra de receptor. Cuando esto ocurre, las disoluciones
de muestra de ligando y receptor se unen, lo cual produce calor que se va a liberar. Mediante las realizaciones de
esta invencidn, los calorimetros usados para estudiar las muestras en estado sélido de pelicula fina como describen,
por ejemplo, Denlinger, y col.,, "Thin film microcalorimeter for heat capacity measurements from 1.5 to 800K,"
American Institute of Physics, Rev. Sci. Instrum. 65 (4):946-959, (April 1994), asi como las narices electrénicas como
en Koll, A. y col., Micromachined CMOS Calorimetric Chemical Sensor with On-chip Low Noise Amplifier", IEEE
International MicroElectromechanical Systems Conference, New York, NY; IEEE, 1999 pag. 547-551), se usan de
una forma que hacen obsoletos los calorimetros convencionales descritos antes.

Cuando esto ocurre, las disoluciones de muestra de ligando y receptor se unen, lo cual produce calor que se va a
liberar.

[0006] Los termémetros, dentro de la camara cilindrica llena de liquido, miden con precision la cantidad de
calor liberado durante este procedimiento. Esta informacion se registra, y se repiten las etapas de inyeccion y
medicion. Este procedimiento continda hasta que ya no se libera més calor. Esto indica que se han llenado todos los
sitios de unién. Una vez completado el procedimiento entero, los cientificos pueden determinar las propiedades
termodinamicas asociadas con las dos moléculas que interaccionan.

[0007] Es decir, debido a que se conocen los volimenes exactos de las muestras, asi como la cantidad
precisa de calor liberado, los cientificos pueden determinar propiedades tales como la constante de equilibrio de
unién, la relacion de moléculas que participan en la reaccién (estequiometria), y el calor de unién. Tipicamente,
estas propiedades se determinan construyendo una curva de unién que comprende multiples puntos de datos que
se obtienen de cada una de las reacciones como se ha descrito antes.

[0008] El problema con los calorimetros quimicos/bioldgicos convencionales es que el procedimiento anterior
es muy meticuloso y requiere mucho tiempo. Ademas, la sensibilidad de los sistemas actuales es bastante limitada.
Por ejemplo, tipicamente los sistemas actuales no pueden medir constantes de unién-disociacion inferiores a 10°® (o
constantes de unién-afinidad superiores a 108). Hay que indicar que la expresion “constante de union” en lo sucesivo
se define como la constante de disociacién. Seria conveniente aumentar la sensibilidad de los calorimetros
guimicos/biolégicos de modo que se puedan detectar y medir las constantes de unién menores.

[0009] Ademads, el estado actual de la técnica de los calorimetros requiere volimenes de muestra
relativamente grandes, del orden de un mililitro. El uso de estos volumenes de muestra grandes puede ser muy caro,
en especial para operaciones a gran escala, tal como el cribado farmacéutico de farmacos de alta capacidad.
Ademas también, los sistemas actuales requieren que las disoluciones sean mas diluidas a medida que aumentan
las constantes de unién de los sistemas
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[0010] Ademas, los volimenes grandes de muestra requeridos por los calorimetros actuales impide el estudio de
determinados fenémenos. Por ejemplo, muchas proteinas, tales como factores de transcripcion, existen en
cantidades relativamente pequefias en la célula. Ademas, la amplificacién no es posible hasta que un gen es
clonado y se ha desarrollado un sistema de expresion. Por consiguiente, los cientificos no pueden estudiar las
propiedades termodinamicas de dichas proteinas usados los sistemas actuales.

[0011] Por consiguiente, lo que se necesita es un sistema y procedimiento para determinar las propiedades
termodinamicas de reacciones biolégicas y quimicas, que se pueda llevar a cabo usando volimenes inferiores,
pueda detectar constantes de unién inferiores, y se pueda llevar a cabo de forma mas eficaz y econémica que los
sistemas de calorimetros quimicos/bioldgicos convencionales.

Resumen de la invencion

[0012] De acuerdo con un primer aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento para determinar las
propiedades termodinamicas de una muestra quimica/biolégica usando un sistema que comprende una camara
ambiental y un calorimetro microelectronico que tiene un soporte de muestra acoplado a un termometro,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de: introducir la muestra en una camara ambiental dispensando la
muestra sobre el soporte de muestra; estimular la primera muestra; y determinar una o mas propiedades
termodinamicas de la muestra usando el termometro para medir la temperatura que resulta de dicha etapa de
estimulacion;

caracterizado porque

la camara ambiental se equilibra de forma que la presidn de vapor dentro de la camara esta dentro de un umbral
predeterminado en relacion con la presiéon de vapor de la muestra.

[0013] De acuerdo con un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un sistema para determinar las
propiedades termodindmicas de un primer conjunto de muestras que comprende: una camara ambiental; una
primera matriz que comprende una pastilla que comprende una pluralidad de calorimetros para soportar el primer
conjunto de muestras, en el que cada calorimetro comprende: una estructura térmicamente aislada dentro de un
marco; un termémetro montado en dicha estructura; y una superficie de muestra para recibir dichas muestras;
caracterizado porque, la camara ambiental esta dispuesta para mantener una presion de vapor similar a la presion
de vapor del primer conjunto de muestras.

[0014] La presente invencidon posibilita un sistema y procedimiento para determinar las propiedades
termodinamicas de reacciones bioldgicas y quimicas que se van a producir, en el que las reacciones se pueden
llevar a cabo usando volumenes mucho menores, y pueden detectar constantes de unidn inferiores que los sistemas
actuales. Ademas, el sistema y procedimiento de la presente invencién se pueden llevar a cabo de forma mas eficaz
y econémica que los sistemas de calorimetros quimicos/biolégicos convencionales. Por ejemplo, la determinacion de
la constante de equilibrio de unién usando técnicas de valoraciébn convencionales que implican mdltiples
inyecciones, puede tardar en completarse del orden de 1 hora. Usando la técnica del perfil termodinamico como se
describe a continuacion, las constantes de equilibrio de unién se calculan en segundos o minutos.

[0015] En el funcionamiento, la presente invencidon aumenta espectacularmente la sensibilidad de los calorimetros
usados para estudiar los sistemas quimicos y biologicos. Esto incluye el estudio termodinamico de las interacciones
proteina-proteina y proteina-ADN, la termodinamica y cinética de la unién de farmacos tanto para las proteinas como
el ADN, los estudios de ocupacion de farmacos y los estudios de plegado de proteinas.

[0016] Una ventaja de la presente invencién es que puede medir muestras que son al menos 1000 veces mas
pequefias que los sistemas convencionales. Ademas, una ventaja de la presente invencion es que puede determinar
propiedades termodindmicas de muestras con una precision relativa y absoluta muy alta a partir de mediciones
resueltas en el tiempo.

[0017] Otra caracteristica es que muchos calorimetros se pueden hacer de forma barata debido a la naturaleza
intrinsecamente paralela de las técnicas de fabricacion de semiconductores. Muchas aplicaciones nuevas se basan
en la capacidad de hacer un gran niumero de dispositivos coincidentes en una sola pastilla con interconexiones
construidas en la misma. Por ejemplo, en una realizaciéon encajan 24 dispositivos en una pastilla de 10,16 cm. En
otra realizacion, se reduce 10 veces la escala de los dispositivos de forma que 2400 dispositivos individuales
encajan en una sola pastilla. La miniaturizacion de los dispositivos a tamafios incluso menores es facil y depende
solo de las técnicas de fabricacién usadas para implementar la presente invencion.

[0018] Una ventaja de la presente invencion es que puede medir tanto la capacidad calorifica como la entalpia de
los sistemas quimicos y bioldgicos en un solo experimento usando un solo dispositivo. De esta forma, se pueden
obtener constantes de unién mucho mas rapido que en los sistemas convencionales que requieren mdltiple
experimentacion, tales como las técnicas de valoracién convencionales usando el andlisis de curvas de union.

[0019] Como se ha expuesto, la presente invencion requiere volumenes de muestra mucho menores para
determinar las propiedades termodinamicas de sistemas quimicos y bioldgicos. Especificamente, los volimenes de
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muestra estan en el intervalo de nanolitros e inferiores, mas que de mililitros como se encuentra en los sistemas
convencionales. Por lo tanto, una ventaja de la presente invencion es que puede aceptar volimenes de muestra tres
ordenes de magnitud inferiores de lo que es posible usando los sistemas convencionales.

[0020] Los volumenes de muestra mas pequefios y en consecuencia el equilibrio térmico mas rapido permiten el
examen en dominios de tiempo mas cortos de lo que actualmente es posible. A diferencia de los calorimetros
guimicos/biologicos actuales, una ventaja de usar la presente invencion es que proporciona la capacidad de
examinar el dominio de tiempo de la liberacion de calor. Esta ventaja posibilita las caracterizaciones termodinamicas
resueltas en el tiempo directas. Por lo tanto, por ejemplo, la presente invencién se puede usar para determinar las
propiedades termodinamicas asociadas con el plegado de proteinas, liberacion de calor de una sola célula, las
propiedades termodindmicas de motores moleculares, la dindmica molecular de organizacion de polimeros y la
recuperacion enzimatica de sustrato.

[0021] La presente invencion mejora aplicaciones tradicionales tales como la calorimetria diferencial de barrido y la
calorimetria de flujo detenido. Ademas, la presente invencién se puede implementar usando matrices calorimétricas
para facilitar y hacer posible operaciones a gran escala, tales como el cribado farmacéutico de farmacos de alta
capacidad, y similares.

[0022] El microcalorimetro de la presente invencion se basa en microcalorimetros existentes usados en la industria
electronica para medir muestras de pelicula fina de materiales magnéticos y superconductores. La presente
invencién proporciona mejoras y modificaciones importantes a dichos microcalorimetros convencionales, de modo
gue dichos sistemas se pueden usar eficazmente con sistemas quimicos y biolégicos.

[0023] Dichas mejoras incluyen un estilo de termémetro mejorado para aumentar la sensibilidad frente a los
intervalos de temperatura mucho mas estrechos necesarios para los sistemas bioldgicos. Por ejemplo, los estudios
realizados en sistemas biol6gicos se llevan a cabo predominantemente a temperatura ambiente, mientras que los
estudios que usan peliculas finas estan en el intervalo de aproximadamente 4 K a cientos de grados Celsius.

[0024] La presente invencién proporciona una cdmara ambiental que es vaciada y humidificada para controlar la
evaporacion y el calor de vaporizacion asociado. Ademas, la presente invencién proporciona una plataforma de
muestra mejorada de modo que los microcalorimetros se pueden apilar (es decir, “intercalar” entre si) para crear un
entorno semiadiabéatico que es necesario para el trabajo en vapor de agua saturado (a diferencia del sistema
convencional que opera a vacio). Otras mejoras del sistema incluyen crear matrices de dispositivos en una sola
pastilla de silicio para operaciones a gran escala eficaces.

[0025] El microcalorimetro de la presente invencion se fabrica preferiblemente en una instalacion de fabricacion de
microelectronica. Especificamente, el dispositivo microcalorimetro de la presente invencién comprende una
membrana fina de nitruro de silicio amorfo (SisN4) anclada a un marco de silicio. Se deposita una capa de
conduccién térmica en la parte central de la membrana. Los termémetros y calentadores estan en un lado de la capa
de conduccién térmica y las muestras se ponen en el otro. Se usan técnicas de fabricacién de microelectrénica
estandar para construir el dispositivo calorimetro microelectrénico.

[0026] Una camara ambiental se configura preferiblemente para minimizar la conduccién térmica desde el o los
calorimetros a la misma. Esto se lleva a cabo eliminando el aire de la cAmara y después humidificando la camara a
una presion de vapor adecuada, de modo que la union térmica es solo a través del vapor de agua.

[0027] La presion de vapor de agua se controla. Un procedimiento para controlar la presion de vapor de agua es
montar un manémetro de capacitancia en la cAmara. Preferiblemente, la dispensacion de la muestra se lleva a cabo
usando robética. Se pone una primera muestra sobre la membrana de un primer calorimetro. Se pone una segunda
muestra sobre la membrana de un segundo calorimetro. Las muestras se combinan invirtiendo un calorimetro y
poniéndolo en la parte superior del segundo calorimetro. La tensiéon superficial es suficiente para hacer que las
muestras de volumen ultrabajo no caigan de las superficies de los calorimetros.

[0028] En una realizacion, se usa una concha de almeja para combinar la primera y la segunda muestra. Se une
un primer calorimetro (o un conjunto de calorimetros) a una superficie interior de la concha de almeja. Se une un
segundo calorimetro (o un conjunto de calorimetros) a la otra superficie interior. La concha de almeja se configura de
modo que los dos conjuntos de calorimetros estan alineados de forma precisa para mezclar las muestras entre si
cuando se cierra la concha de almeja.

[0029] Las constantes de union para las dos moléculas que interaccionan se determinan calentando primero y
determinando las capacidades calorificas individuales de las muestras antes de mezclar. Después las muestras se
mezclan intercalando los dos dispositivos entre si para hacer que se produzca una reaccion de unidn. La entalpia de
la unién se determina midiendo la cantidad de calor liberado o absorbido debido a la reaccion de union. Después la
mezcla se calienta y se determina la capacidad calorifica de la mezcla. A partir de estos datos, se calcula la
constante de union.
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[0030] En una realizacion, se construye una pluralidad de dispositivos calorimetros en dos pastillas de silicio. Las
muestras se ponen en cada dispositivo y se mezclan entre si poniendo la primera pastilla en contacto con la
segunda pastilla. Los dispositivos en la primera capa se alinean de forma precisa con los dispositivos en la segunda
capa, de modo que cuando las pastillas se combinan los dispositivos individuales estan alineados.

Breve descripcion de las figuras
[0031] La presente invencion se describe con referencia a los dibujos que acompafian, en los que:

La Fig. 1 es un diagrama esquemético que representa los componentes de un microcalorimetro de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La Fig. 2 representa un entorno de ejemplo de acuerdo con el sistema y el procedimiento de la presente invencion.

La Fig. 3 es un diagrama esquematico que representa un medio preferido para mezclar muestras entre si en una
realizacién preferida de la presente invencion.

La Fig. 4 es un diagrama esquematico Util para describir un procedimiento preferido para determinar la constante de
unién y otras propiedades termodindmicas usando la técnica del perfil termodinamico de acuerdo con una
realizacién de la presente invencion.

La Fig. 5 es un diagrama de flujo que representa un procedimiento que se puede usar para determinar la constante
de equilibrio de unién de dos moléculas que interaccionan usando la técnica del perfil termodinamico de acuerdo con
una realizacion preferida de la presente invencion.

La Fig. 6 representa un ejemplo de una matriz de microcalorimetros de acuerdo con una realizacion de la presente
invencion.

[0032] En las figuras, los numeros de referencia iguales en general indican elementos idénticos, funcionalmente
similares y/o estructuralmente similares.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

[0033] EIl sistema y el procedimiento de la presente invencién usan una versién modificada de un tipo de
microcalorimetro usado en la industria de la electrénica para medir peliculas finas. Un ejemplo de dicho dispositivo
se describe en el articulo titulado "Thin film microcalorimeter for heat capacity measurements from 1.5 to 800K" de
Denlinger, y col., publicado por el American Institute of Physics en abril de 1994.

[0034] Estos dispositivos se han usado, por ejemplo, para analizar material de pelicula fina de grabado, tal como
oxido de magnesio y similares. También se han usado dispositivos similares en otras aplicaciones, tales como gafas
de visidon nocturna de infrarrojos y para medir la radiacion de fondo en el espacio. Sin embargo, segun el
conocimiento de los autores de la invencion, estos dispositivos no se han usado nunca para determinar las
propiedades termodinamicas de reacciones quimicas y bioldgicas, antes de la presente invencion.

[0035] Antes de la presente invencion, dichos microcalorimetros necesitaban usar vacio para reducir la
conductancia térmica entre la zona de la muestra y el entorno que la rodea. Los sistemas biolégicos se basan
tipicamente en disoluciones acuosas y se evaporarian en el vacio. Por lo tanto, estos microcalorimetros son
incompatibles con los sistemas quimicos y bioldgicos.

[0036] Sin embargo, la presente invencidon proporciona amplias modificaciones y mejoras frente a los sistemas
anteriores. Por ejemplo, la presente invencion proporciona una camara ambiental que comprende un entorno
saturado que hace que se pueda usar con sistemas quimicos o bioldgicos. Esta mejora y otras modificaciones y
mejoras se describen a continuacion en detalle.

[0037] La figura 1 es un diagrama esquematico que representa los componentes de un microcalorimetro de
acuerdo con una realizacion de la presente invencion. Este dispositivo también se denomina en el presente
documento “calorimetro microelectronico”. En la parte superior de la figura 1 se muestra una vista superior del
microcalorimetro 20. En la parte inferior de la figura 1, se muestra una vista lateral del microcalorimetro 20.

[0038] El microcalorimetro 20 comprende una membrana fina, de nitruro de silicio (SizsN4) amorfo 32 anclada a un
marco de silicio 38. En esta realizacion de ejemglo, las dimensiones del marco de silicio son 1 x 1 cm® y las
dimensiones de la membrana 32 son 0,5 x 0,5 cm®. La membrana 32 en este ejemplo es de 1800 A de grosor. En
otra realizacién, se fabrica una pluralidad de calorimetros 20 en una sola pastilla de silicio, en la que cada
calorimetro 20 es del mismo tamafio 0 menor que las dimensiones descritas en el ejemplo anterior. Esto se
denomina una matriz de calorimetros y se describe a continuacién con referencia a la figura 6.
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[0039] Se deposita una capa fina de conduccion térmica 30 sobre la parte central de la membrana 32 usando
técnicas estandar de fabricacion de microelectrénica. La superficie superior de la capa de conduccién es donde se
ponen las muestras. En este ejemplo, la capa de conduccién térmica 30 es de 0,25 x 0,25 cm?. En esta realizacion
de ejemplo, la capa de conduccién 30 esta hecha de oro. En otras realizaciones, se pueden usar diferentes metales,
pero idealmente, se prefieren materiales con difusidon térmica menor. Ademas, se prefiere el oro debido a sus
propiedades de compatibilidad biologica.

[0040] Hay que indicar que estos materiales usados para describir una realizacion preferida de la presente
invencion se usan solo con propésitos de ilustrar. En otras realizaciones se usan diferentes materiales. Por ejemplo,
se puede usar carburo de silicio para implementar la membrana fina 32. Se puede usar vidrio o cuarzo para
implementar el marco 38. En otra realizacion, se puede usar Mylar y metal para implementar la membrana 32 y el
marco 38, respectivamente. Por lo tanto, el uso de los materiales usados para describir la realizacién de ejemplo
presentada en el presente documento no debe considerarse que limita el alcance y la amplitud de la presente
invencion.

[0041] Hay que indicar que en la realizacion de ejemplo se usa una membrana 32 para aislar térmicamente la capa
de conduccion 30 (es decir, soporte de muestra). Sin embargo, se puede usar cualquier medio para aislar
térmicamente el soporte de muestra en realizaciones alternativas de la presente invencion. Por consiguiente, el uso
de la membrana 32 en las realizaciones preferidas descritas en el presente documento no debe considerarse que
limita el alcance y la amplitud de la presente invencion.

[0042] Hay que indicar que en la realizacién de ejemplo se usa un calentador 34 como un dispositivo de entrada
de energia para estimular la o las muestras. En otras realizaciones se pueden usar otros tipos de dispositivos de
entrada de energia. Por ejemplo, se puede usar cualquier tipo de radiacion electromagnética para estimular la o las
muestras. Por consiguiente, el uso del calentador 34 como dispositivo de entrada de energia en los ejemplos del
presente documento, no debe considerarse que limita el alcance y la amplitud de la presente invencion.

[0043] Se ponen un calentador 34 y un termometro 36 en la parte inferior de la capa de conduccién 30, usando
técnicas estandar de fabricacion de microelectrénica. Por ejemplo, en una realizacién, se une un termémetro de
cuarzo a la parte inferior de la capa de conduccién 30 usando técnicas estandar de fabricacion de microelectronica.
Igualmente, se configura un calentador metalico, tal como un calentador 34 de tipo resistencia de niquel cercano al
termometro 36. Como se describe a continuacion, el calentador 34 se usa para calentar las muestras, y el
termometro 36 se usa para medir con precision la diferencia de calor (es decir, la liberacion o absorcion de calor) de
la muestra. Se une un par de conductores 40 y 41 al termémetro 36 y al calentador 34, respectivamente.

[0044] Para detectar y medir con precision los cambios de temperatura en muestras de volumen pequefio, se
prefiere usar masas térmicas pequefias para implementar el soporte de muestra 30, el termémetro 34 y el calentador
36. Esto se lleva a cabo usando micromecanizado de silicio para hacer una membrana 32 de pelicula
extremadamente fina que pueda soportar el termémetro en una cara 26 y la muestra en la otra 30.

[0045] La alta relacién de dimensiones de la membrana 32 proporciona un rapido equilibrio térmico con el
termometro 34 y un lento equilibrio térmico con el marco de silicio 38 que lo rodea. Esto aisla térmicamente la
muestra. Sin embargo, el aislamiento térmico solo no es suficiente para hacer un dispositivo calorimetro de
precision. Es igualmente importante la termometria usada que determina cémo de sensible es el calorimetro frente a
los efectos de calor. Para satisfacer tanto la alta sensibilidad como los requisitos de resolucion de tiempo, una
realizacién preferida de la presente invencion usa un oscilador-termémetro mas que dispositivos de termémetro
estandar.

[0046] Los termometros estandar se basan en la medicién de un cambio de voltaje debido a alguna propiedad del
material en el termémetro, tal como un cambio de resistencia o similar. Sin embargo, esta técnica no es el
procedimiento preferido de acuerdo con la presente invencién. Un oscilador que se basa en la medicion de la
frecuencia de resonancia de una onda acustica generada en el termémetro 36 del calorimetro 20, es la base para la
técnica usada en una realizacién preferida de la presente invencion. Usando esta técnica, la frecuencia de la onda
acustica depende de la velocidad de la onda acustica, que depende de la temperatura.

[0047] Una realizacion de la presente invencion usa preferiblemente un analizador de dominio de la modulacion
para el recuento de frecuencia. Un analizador de dominio de la modulacion es una clase de instrumento que cuenta
frecuencias, por ejemplo, de hasta 12 digitos por segundo. Esto proporciona tanto sensibilidad como resolucién en el
tiempo mucho mas alla de las capacidades de los termémetros resistivos convencionales.

[0048] Laidea detras del esquema de medicion es maximizar la sensibilidad usando analizadores de dominio de la
modulacion, como se ha expuesto antes. Estos instrumentos se pueden pensar como osciloscopios de frecuencia
que miden la frecuencia frente al tiempo. Los analizadores de dominio de la modulacién usan uno de los dos
procedimientos para el recuento de frecuencia sin tiempo muerto entre mediciones.
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[0049] EI procedimiento de interpolacion lineal usa la carga de condensadores para hacer el seguimiento del
tiempo acumulado entre las sefiales de inicio y de parada. El procedimiento de interpolacion de Vernier es un
procedimiento digital que usa varios relojes, una pareja de los cuales se ajusta en frecuencia en 1+1/n respecto a un
reloj de referencia.

[0050] EI procedimiento de interpolacién de Vernier se esta convirtiendo en el procedimiento dominante usado en
los analizadores de dominio de la modulacion comerciales actualmente disponibles. Algunos tienen una resolucion
de disparo unico de 12 digitos/s (es decir, 1:10" en 1 s sin determinacion de promedio). Para aprovechar mas esta
técnica, la sensibilidad se puede mejorar reduciendo la frecuencia de los osciladores para asi reducir el nimero de
digitos del recuento, y por lo tanto mantener una alta sensibilidad incluso en ventanas de tiempo cortas
(biol6gicamente importantes).

[0051] La técnica anterior se denomina heterodinaje. Implica mezclar el oscilador con otro oscilador y filtrar los
componentes de alta frecuencia. Esto da como resultado una frecuencia de salida definida por la diferencia entre la
frecuencia de los dos osciladores. De esta forma, cuando ambos osciladores estan en contacto con la misma
muestra, esta técnica tiene el efecto de duplicar la resolucion de temperatura. El siguiente ejemplo ilustra esta
técnica.

[0052] Supédngase que un oscilador con una frecuencia de resonancia (f) de 10 MHz, tienen una sensibilidad de
temperatura de 100 ppm/K. Por lo tanto, un AT de 1 K = Af de 1000 Hz. Supdngase ademas que un dispositivo
puede leer 10 digitos/s (disparo Unico). Esto corresponde a una resolucion de frecuencia de 1 mhz/s = 1 pK/s.

[0053] Usando la técnica descrita antes, los osciladores se reducen de 10 Mhz a 100 kHz. En este ejemplo, para
lograr la misma resolucion de 1 mhz tdbmense ahora solo 10 ms. Por lo tanto, ir a mayores frecuencias aumenta la
sensibilidad de la temperatura. En una realizacion preferida de la presente invencion, se usan dos o mas osciladores
gue estan en contacto con la misma disolucion para producir un aumento de la sensibilidad.

[0054] La figura 2 representa un ejemplo de entorno de acuerdo con el sistema y el procedimiento de la presente
invencion. Como se muestra en esta realizacion de ejemplo, se unen dos microcalorimetros 20 a un dispositivo de
concha de almeja 52. Se pone una muestra 54 en cada uno de los microcalorimetros 20. En general, esto se logra
por medios robdticos usando cualquier tipo de dispositivo de dispensacion de volumen ultrabajo de control remoto.
El proposito del dispositivo de concha de almeja 52 es mezclar las muestras 43 cuando se cierra la concha de
almeja 52 en la direccidn de la flecha mostrada en la figura 2.

[0055] El dispositivo de concha de almeja 52 en este ejemplo se pone en una plataforma 55. Se une un dispositivo
de calentamiento a la plataforma 55 para controlar la temperatura del entorno del experimento. Tipicamente, se usan
dispositivos controlados electronicamente (no se muestra) para controlar el cierre de la concha de almeja 52 para
mezclar las muestras 54 de los dos calorimetros 20.

[0056] La plataforma 55 se pone en una camara ambiental 50. La cdmara 50 se configura para minimizar la
conduccién térmica de los calorimetros 20. Esto se logra en esta realizacion de ejemplo, usando un humidificador 58
y una bomba de vacio 60 unida a la camara 50. La bomba 60 se usa para extraer aire de la camara. El humidificador
58 se usa para humidificar el ambiente dentro de la cAmara 50.

[0057] Por consiguiente, la reduccion de la conduccién térmica de los calorimetros 20 se logra eliminando aire de
la camara usando la bomba de vacio 60 y después humidificando la camara usando el humidificador 58. La camara
se humidifica hasta una presiéon de vapor adecuada de modo que la conexion térmica desde el calorimetro 20 es
solo por el vapor de agua. Alternativamente, la operacién se puede producir en aire 0 gas con la presion de vapor de
agua adecuada. Usando este procedimiento alternativo, la conexién térmica se determina experimentalmente de
modo que puede ser compensada cuando se determinan las propiedades termodinamicas de la o las muestras.

[0058] En una realizacion preferida, la misma disolucién acuosa usada para contener las muestras 54 se usa como
el agente de humidificacién en el humidificador 56. De esta forma, las presiones de vapor de la camara 50 se
acercan mucho a la presion de vapor de la muestra 54, para evitar la evaporacién. En general, la presiéon de vapor
de las muestras debe estar dentro de un umbral predeterminado de la presion de vapor de la cAmara para evitar la
evaporacion.

[0059] En una realizacion preferida de la presente invencion, se monta un mandmetro de capacitancia (no se
muestra) en la cdmara 50 y se usa para controlar la presion de vapor de agua en la misma. Como se ha expuesto, la
dispensacion de muestra se hace mediante robética usando etapas de vacio compatibles (no se muestra). En una
realizacion, el dispositivo de concha de almeja se cierra manualmente usando una varilla oscilante o similar. En otra
realizacién, se usan dispositivos robéticos para cerrar el dispositivo de concha de almeja 52. Se usa un accionador
piezoeléctrico o similar (no se muestra) para cerrar el hueco entre el conjunto superior e inferior de calorimetros 20
cuando la concha de almeja 53 esta en la posicion cerrada.
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[0060] La velocidad de accionamiento del accionador piezoeléctrico puede variar. En un ejemplo, la velocidad de
accionamiento es de=100 pus - 800 ps. En otra realizacion, el hueco se puede cerrar mas despacio o mas rapido.
Por ejemplo, en una realizacioén, el hueco se cierra mas despacio mediante el ajuste de una velocidad de rampa de
la fuente de tensioén, que preferiblemente es controlada por ordenador.

[0061] EI desplazamiento del accionamiento se puede controlar, por ejemplo, usando un transformador diferencial
variable lineal con una resolucion de aproximadamente 250 A montado en el extremo del accionador piezoeléctrico.
En una realizacion preferida, se monta un diodo de silicio (no se muestra) en la plataforma de muestra 55 para
controlar la temperatura. El controlador de temperatura puede usar la entrada de este termometro para controlar la
energia a un calentador 56 montado también en la plataforma 55.

[0062] La figura 3 es un diagrama esquematico que representa un medio preferido para mezclar muestras en una
realizacion preferida de la presente invencién. Como se muestra en el bloque 64, las muestras 54a y 54b se ponen
cada una en un dispositivo microcalorimetro 20. Como se muestra, uno de los microcalorimetros 20 esta puesto de
modo que los dos microcalorimetros 20 estan enfrentados entre si. Debido a los volimenes ultrapequefios usados,
la tension superficial entre la muestra 54 y la capa de conduccién 30 es suficiente para mantener las muestras en
cualquier posicién invertida. La orientacion de la pareja de microcalorimetros 20 es irrelevante. Los ejemplos
descritos en el presente documento que representan una orientacion horizontal para una realizacion preferida de la
presente invencion tienen solo el proposito de ilustrar. En otras realizaciones, los microcalorimetros 20 estan
orientados en una configuracion vertical. En otras realizaciones mas, los microcalorimetros 20 estan orientados en
configuraciones entre las configuraciones vertical y horizontal descritas antes. El punto importante es que los
microcalorimetros 20 estan colocados de modo que estan enfrentados entre si, como se muestra en la figura 3.

[0063] El blogue 65 representa un procedimiento preferido para mezclar las muestras 54a y 54b entre si. Con el fin
de mezclar las muestras 54a y 54b, los microcalorimetros 20 se mueven cerca uno a otro, de modo que las muestras
se combinan como se muestra en 54a+54b. Este procedimiento de mezcla como se muestra en la figura 3, tiene
varias ventajas frente a un procedimiento en el que la segunda muestra se inyecta o se afiade gota a gota en la
parte superior de la primera muestra. Sin embargo, la seleccion de qué procedimiento de mezcla usar, depende del
experimento que se lleve a cabo. Por ejemplo, cuando se lleva a cabo el perfil termodindmico, como se describe a
continuacion, el procedimiento de mezcla mostrado en la figura 3 es preferido con el fin de evitar los célculos
erréneos.

[0064] Por ejemplo, mediante la adicion gota a gota de una segunda muestra en la parte superior de una primera
muestra, los errores en el volumen de dispensacion introduciran resultados erréneos cuando se lleve a cabo una
segunda medicion de capacidad calorifica (en la mezcla). En su lugar, usando el procedimiento de mezcla
representado en la figura 3, no se introducen errores porque la capacidad calorifica se determina antes y después de
la mezcla de muestras y la capacidad calorifica depende de la masa. Por consiguiente, usando el procedimiento de
mezcla preferido mostrado en la figura 3, no hay cambio de volumen antes y después del procedimiento de mezcla.
Por lo tanto, no hay errores en la capacidad calorifica asociados con la incertidumbre en el volumen de la disolucién
afadido.

[0065] Sin embargo, para algunas aplicaciones, se puede usar la primera técnica de mezcla de disoluciones
mediante la adicion gota a gota de una segunda disoluciéon en la parte superior de una primera disolucion. Por
ejemplo, cuando se determina la inhibicion de enzima/sustrato, se puede usar la técnica de mezclado mas sencilla
para evitar un experimento innecesariamente complicado.

[0066] Como se describe a continuacion, una ventaja de usar microcalorimetros 20 separados para cada una de
las muestras 54a y 54b, y el uso de la técnica de mezclado mostrada en la figura 3, es que proporciona la capacidad
de determinar la constante de unién en un solo experimento, como se describe a continuacion. Esta técnica se
denomina en el presente documento la técnica, método o procedimiento del “perfil termodindmico”, de acuerdo con
una realizacion preferida de la presente invencion.

[0067] Un procedimiento para determinar la constante de unién y otras propiedades termodindmicas usando la
técnica del perfil termodinamico de acuerdo con la presente invencion preferida, se describira ahora con referencia a
la figura 4.

[0068] Habitualmente, la calorimetria de valoracion es el procedimiento usado para determinar la constante de
equilibrio de union (Kq) de las 2 moléculas que interaccionan. El procedimiento determina la constante de equilibrio
de union mediante la relacion:

Kg = [L][PJ[LP] Ecuacioén (1)
en la que:
Kg = constante de equilibrio de unién - disociacion
L = concentracion de la primera muestra (es decir, farmaco o proteina o ADN, etc.)
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P = concentracién de la segunda muestra (receptor) (es decir, proteina, ADN, etc.)
LP = concentracion del complejo unido

[0069] Este procedimiento tiene el problema de que el intervalo de valores de Kq que se pueden determinar con
precision esta limitado por la necesidad de tener disoluciones cada vez mas diluidas de las muestras a medida que
la Kq se hace menor. Esto establece el limite inferior de la Kq4 al que los calorimetros de valoracién pueden acceder.
Ademas, otra limitacion de usar este procedimiento es que requiere que se lleven a cabo mudltiples inyecciones a
tiempo con el fin de construir la curva de unién para determinar la constante de equilibrio de unién.

[0070] A diferencia de los sistemas y procedimientos convencionales, la presente invencidon usa una relacion
diferente para determinar la constante de equilibrio de unién. En concreto, la relacion:
Ka=e**"T  Ecuacion (2)

[0071] La ecuacion (2) se puede volver a escribir en la forma:
In[K4] = -AH/RT + AS/R Ecuacion (2a)

en la que:

Kg = constante de equilibrio de union
AH = entalpia de union

AS = entropia de union

T = temperatura

R = constante de los gases

[0072] La ecuacién (2) no se ha usado de forma convencional para determinar constantes de equilibrio de union
porque la determinacion de los parametros en la AH y AS previamente no era posible usando un solo experimento.
Sin embargo, como apreciaran los expertos en la materia pertinente, la presente invencion proporciona la capacidad
para determinarla entalpia de unién (AH) y la entropia de unién (AS), y por lo tanto la Kq , usando un solo dispositivo
en un solo experimento.

[0073] Debe indicarse que los procedimientos tradicionales que usan técnicas de calorimetria de valoracion,
determinan primero Kq y AH. A partir de esta informacién, después se calcula la AS. Usando estos procedimientos
convencionales para determinar la capacidad calorifica (ACp) mediante la calorimetria de valoracion, es necesario
llevar a cabo los experimentos a varias temperaturas. Sin embargo, como se describe a continuacion, el
procedimiento y el sistema de la presente invencién proporcionan la capacidad de determinar la capacidad calorifica
usando una sola temperatura, y por lo tanto un solo experimento. Este procedimiento, denominado la técnica del
perfil termodinamico, se describe a continuacion con detalle.

[0074] Hay que indicar que no hay dependencias de concentraciones en la ecuacién (2). Por lo tanto, una ventaja
de usar esta ecuacion es que las concentraciones se pueden aumentar de forma Optima para aumentar la relacion
de sefial a ruido. Esto permite usar termometros mas baratos y menos complejos con una realizacién de la presente
invencion.

[0075] Hay que indicar que las capacidades -calorificas, entropias y entalpias son funciones de estado
termodinamicas y son aditivas. Por consiguiente, las entalpias, entropias y capacidades calorificas de la reaccién de
unién son igual a la diferencia entre los estados iniciales y los estados finales de las respectivas funciones para una
sustancia particular. Presentado de forma matemética:

ACyp = Cpfinal) - Cp(inicia) Ecuacion (3)
AS = Sfinal) - S(nicial) Ecuacion (4)
AH = Hfinal) - Hnicial) Ecuacion (5)

[0076] Por consiguiente, para determinar la constante de equilibrio de unién usando el procedimiento del perfil
termodinamico, se usa la siguiente relacion:

S =Cp (In T2/T) Ecuacion (6)

[0077] Por consiguiente, la ecuacion (6) se usa para determinar AS para la reaccion en la que la C, se determina
directamente calentando las muestras (como se describe a continuacion). Ademas, en una realizacion preferida, el
experimento se controla de modo que las temperaturas T, son iguales entre si y todas las T; son iguales entre si.
Ademas, en una realizacion preferida, es conveniente ajustar la T; tan proxima a T, como sea posible. En general,
T1 es controlada por el calentador de la plataforma 55 y T, es controlada por el calentador 36 en el calorimetro 20.
Por lo tanto, AH se determina directamente a partir del calor liberado o absorbido del mezclamiento de los
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reaccionantes. Este procedimiento se describe a continuacion con referencia a las figuras 4 y 5.

[0078] La figura 4 representa un ejemplo que muestra las diferentes etapas de un experimento de ejemplo usando
dos pares de microcalorimetros. El par de microcalorimetros de la derecha (67 y 69) se usa para soportar las
muestras de referencia 74 y 76. El par de microcalorimetros de la izquierda (66 y 68) se usa para soportar las
muestras de interés 70y 72.

[0079] Los pares de microcalorimetros se muestran en dos puntos de tiempo. Especificamente, el bloque 66
representa un punto en el tiempo antes de que se mezclen las muestras 70, 72, y el bloque 68 representa un punto
en el tiempo después de que se mezclen las muestras para producir la mezcla 78. Igualmente, el bloque 67
representa un punto en el tiempo antes de que se mezclen las muestras de referencia 74 y 76, y el bloque 69
representa un punto en el tiempo después de que se mezclen las muestras para producir la mezcla 79.

[0080] EI primer conjunto de microcalorimetros 66 se carga con dos muestras de interés 70 y 72, tal como un
ligando y una disolucién de proteina. El segundo conjunto de microcalorimetros 67 se carga con un par de muestras
de referencia 74 y 76.

[0081] Por consiguiente, la mitad superior de la figura 4 (66 y 67) representa los pares de muestras antes de que
los microcalorimetros se pongan juntos con el propésito de la mezcla, y la mitad inferior (68 y 69) representa los
pares de muestras después de la mezcla. En las siguientes ecuaciones, los subindices indican la muestra asociada
0 mezcla. Por ejemplo S7o se refiere a la entropia asociada con la muestra 70. Igualmente, S7s se refiere a la
entropia asociada con la mezcla 78. Este ejemplo se usa para describir el procedimiento del perfil termodinamico de
acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion.

[0082] Primero, hay que indicar que la entropia de cada muestra antes de ser mezcladas se expresa como:

T; T; T,
SH—CJUL"’J. 5-n=lf ﬂ.l[.ﬂ__. 5._—':'_-‘._1[.1’1

¥
Ty’ - Ty Ty Y 576 = C"J]Lﬂ_

Ty

donde T; y T2 son las temperaturas de las muestras asociadas cuando se mide el calor especifico. Por ejemplo,
usando el procedimiento de relajacién, se calienta una muestra a T, y se deja enfriar a T1. Hay que indicar que en
este ejemplo, el procedimiento de relajacion para determinar el calor especifico se usa para simplificar la descripcion
del presente documento. Sin embargo, en una realizacion preferida de la presente invencion, el procedimiento A/C
bien conocido, es el procedimiento preferido para determinar el o los calores especificos de la 0 las muestras.

[0083] Por lo tanto, puesto que los calores especificos son aditivos:

(51 ;70,74 = Cp70 LnT,2/T,1 — C,p74 Ln T,2/T 1

K¢S 72,76 = Cp72 Ln T, 2JT\1 — Cyp76 Ln T 2/T |1
[0084] Puesto que se sabe que la muestra de referencia no tiene reaccién de unién, la ecuacion se convierte en:

T T T, T

(<, aI.,n -C ;oLn ) (CPanT -CpuLnT +Cp?2LnT -Csln— T, )=

ASreacci()n

[0085] Debido a que todas las T son iguales y todas las T, son iguales, esto se simplifica para convertirse en:
Ln Ty2/T,1 (Cp78 — Cp79 — Cyp70 + C p74 — C p72 + Cp76) = (Syreaccidon  gcuacion @)

[0086] La figura 5 es un diagrama de flujo que representa un procedimiento que se puede usar para determinar la
constante de equilibrio de union de dos moléculas que interaccionan, usando la técnica del perfil termodinamico de
acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion.

[0087] EI procedimiento empieza con la etapa 80, en la que las muestras se depositan en cada uno de los
dispositivos microcalorimetros 20. Después, en la etapa 84, se afiade calor a cada dispositivo en un procedimiento
para medir la capacidad calorifica de cada muestra antes de mezclarlas. Por ejemplo, usando el experimento de
ejemplo anterior, se determina la capacidad calorifica de las muestras 70, 72, 74 y 76. En una realizacion preferida,
las temperaturas se seleccionan de modo que todas las T son iguales y todas las T, son iguales.

[0088] Después, en la etapa 86, las muestras se mezclan entre si. Otra vez, usando el experimento de ejemplo
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anterior, esto forma las mezclas 78 y 79. Debe indicarse que el uso de un par de muestras de interés y un par de
muestras de referencia se usa solo con el propésito de ilustrar, para destacar en particular las caracteristicas y
funcionalidad de la presente invencién. En otras realizaciones, se pueden usar diferentes configuraciones. Por
ejemplo, en una realizacion se usa mas de un par de muestras de referencia para obtener resultados més precisos.
En cualquier caso, el uso de las muestras de referencia en experimentos para determinar las propiedades
termodinamicas es hien conocido, y dicho uso sera evidente para el experto en la materia pertinente. Como tal, el
uso de un par de muestras y un par de referencia en los ejemplos del presente documento, no debe considerarse
gue limite el alcance y amplitud de la presente invencion.

[0089] Después, como se indica en la etapa 88, se determina la entalpia de unién (AH) para las mezclas 78 y 79.
Esto se lleva a cabo midiendo el calor real absorbido o liberado como consecuencia de la reaccién de union.

[0090] Después, como se indica en la etapa 92, se determinan las capacidades calorificas tanto de la mezcla 78
como de la 79 usando las mismas temperaturas que en la etapa 84. Finalmente, como se indica en la etapa 94, se
usa la ecuacion Kq = e*RT para calcular la constante de equilibrio de unién. El procedimiento termina como se
indica en la etapa 95.

[0091] Como se ha expuesto antes, se pueden llevar a cabo muchas aplicaciones nuevas, distintas de las
descritas antes, usando la presente invencion. Por ejemplo, se puede configurar un namero grande de dispositivos
emparejados en una sola pastilla de silicio con las interconexiones construidas. Usando la presente invencion se
puede realizar un verdadero “laboratorio en un chip”.

[0092] Se representa un ejemplo de una matriz de microcalorimetros en la figura 6. La parte superior de la figura 6
representa el lado operativo de una sola pastilla 120. La pastilla 120 comprende una pluralidad de dispositivos
microcalorimetros 20. La parte inferior de la figura 6 representa una vista lateral que muestra dos pastillas 120 y 121.
Como se muestra, las dos pastillas estan orientadas de modo que el lado operativo de una pastilla 120 esta
enfrentado con el lado operativo de la otra pastilla 121. Cada pastilla 120 y 121 se acopla a un brazo robético 122
gue funciona para acoplar las dos pastillas juntas.

[0093] Por consiguiente, durante la operacion, cada pastilla 120 y 121 esta orientada de modo que los lados
operativos de las pastillas 120 y 121 estan enfrentados entre si. Los brazos roboéticos 122 se usan para acoplar las
pastillas entre si para la mezcla. Tipicamente, los brazos roboticos se usan para alinear las pastillas 120 y 121
también con otros dispositivos, tal como un dispositivo para dispensar las disoluciones (no se muestra) y similares.
Las pastillas 120 y 121 estan alineadas de modo que cada dispositivo microcalorimetro 20 en la pastilla superior 120
est4 alineada exactamente con un dispositivo microcalorimetro 20 asociado en la pastilla inferior 121.

[0094] Por lo tanto, en este ejemplo, la configuracién y disposiciéon de los microcalorimetros 20 es exactamente la
misma en las pastillas superior e inferior 120 y 121. Hay que indicar que en otras realizaciones, este no es
necesariamente el caso. Sin embargo, cuando se desea mezclar las muestras de la forma descrita en el presente
documento, es esencial que se alineen con precisién un par de microcalorimetros 20 emparejados tanto en la
pastilla superior como en la inferior 120 y 121.

[0095] De esta forma, las operaciones a gran escala, tales como el cribado farmacéutico de farmacos de alta
capacidad se puede llevar a cabo de forma mas eficaz. Como se ha expuesto, se puede configurar cualquier nimero
de microcalorimetros 20 en cada dispositivo y solo esta limitado por la tecnologia de fabricacion y el tamafio de las
pasillas usadas para implementar una realizacién de la presente invencion.

[0096] Como se ha expuesto, se pueden llevar a cabo muchas aplicaciones nuevas usando la presente invencion.
A continuacion se listan varios ejemplos de dichas nuevas aplicaciones. No se pretende que esta lista sea
exhaustiva o limitante de ninguna forma, sino que se presenta para sefialar algunas ventajas particulares de la
presente invencion.

Ejemplo 1: cribado calorimétrico:

[0097] La presente invencidn es adecuada para este trabajo debido a la capacidad de realizar muchas reacciones
simultdneamente, y porque se pueden fabricar facilmente una cantidad de dispositivos. Un ejemplo de su uso es
descubrir que rutas de sefializacién afectan a un elemento transcripcional putativo. Por ejemplo, los cientificos
pueden ensayar que rutas estan implicadas usando las matrices 120 de microcalorimetros de tipo flujo detenido.

[0098] Esto se puede llevar a cabo como sigue. Primero, se pone una gota de extracto de proteina nuclear que
contiene factores constitutivamente activados que corresponden a las diferentes rutas en un lado de un sandwich de
diferentes calorimetros 20 en una matriz 120. El ADN de interés se pone en el otro lado de la matriz en sandwich
120. Se pone ADN de control de longitud similar, que se sabe que no esta implicado en la ruta que se esta
ensayando, en las celdas 20 en la matriz 120, alineado con el extracto en la otra mitad del sdndwich 121.
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[0099] Se llevan a cabo reacciones por duplicado tanto en los controles como en las muestras, para mejorar la
relacion sefial a ruido. Puesto que el Unico desencadenante es la adicion del ADN de interés, la suma de las curvas
de las reacciones por duplicado mostrara una sefial por encima del ruido correspondiente al cambio de entalpia de la
union. De esta forma, no solo se encuentra la ruta que afecta a la muestra de ADN, sino que también se aprende
informacién termodinamica. El cribado de farmacos automatico es otro ejemplo del uso de las matrices de
calorimetros, en el que la informacion de la unién adquirida durante el procedimiento de cribado puede ayudar en la
seleccion de los farmacos candidatos.

Ejemplo de calorimetria de valoracién:

[0100] Se puede llevar a cabo la calorimetria de valoracion usando las matrices 120 del dispositivo de
microcalorimetros 20 de acuerdo con una realizacién de la presente invencion. Se pone una muestra en cada uno de
los calorimetros de la matriz 120. En la otra mitad 121 del sandwich, se ponen gotas de diferentes concentraciones
conocidas. Cuando el sandwich de 120 y 121 se cierra, se comparan las curvas de entalpia correspondientes a las
diferentes concentraciones. La concentracion de la gota en la que ya no hay mas evolucién de calor es analoga al
punto en el que no se libera calor adicional con mas valoracién. Esto se puede ajustar, puesto que se conocen las
masas tanto del tamafio de la gota como de la muestra. Otra vez, esto se equilibra frente a las entalpias de mezcla
de disolvente-muestra y se resta de la entalpia de mezcla de muestra;-muestra,.

Ejemplo de calorimetria de multicomponentes

[0101] La presente invencién también se puede usar para el control de la entalpia de las interacciones proteina-
proteina/proteina-ADN usando procedimientos calorimétricos tanto de flujo detenido como de valoracién. Una
propiedad de la presente invencion es que la constante de tiempo interna (tin) €s rapida con respecto a los
calorimetros de flujo detenido y de valoracion convencionales, como se ha descrito antes. Una aplicacion interesante
de la presente invencion es la capacidad para examinar el dominio de tiempo de interacciones de union
macromoleculares de multicomponentes con mas detalle de lo que es posible usando dispositivos convencionales.
La capacidad para discernir las interacciones de multicomponentes por estos procedimientos se aprecia mejor
mediante un ejemplo.

[0102] Supénganse que se purifican 5 proteinas por HPLC, y se propone que forman un complejo de transcripcion
en un segmento de ADN que se ha aislado. La presente invencion se puede usar para determinar el orden en el que
se unen.

[0103] Con el proposito de ilustrar se puede examinar un escenario sencillo. Por ejemplo, supdngase que estas
proteinas se unen en orden, es decir, la proteina 1 se une al primer ADN, la proteina 2 se une al siguiente, etc.,
hasta que se forma el complejo D12345. Cada uno de estos sucesos de unién se produce con algin cambio de
entalpia.

[0104] El orden de la unién se puede determinar combinando las proteinas y el ADN en grupos de 3 de diferentes
formas. Dados estos parametros que tienen 6 componentes, cada sandwich con 3, hay entonces 10 formas de
combinar los componentes suponiendo que las mitades de los sdndwiches son equivalentes. Cuando se combinan,
habra un termograma que tenga el menor numero de curvas de union correspondiente a la agrupacion D12345. Para
determinar cual de estas se une primero, se usan las agrupaciones D1-2, D2-1, la primera dara una curva y la otra
dara dos como sigue:

Mitad inferior Mitad superior Curvas de unién
D12 345 3
D13 245 4
D14 235 4
D15 234 4
D23 145 5
D24 135 5
D25 134 5
D34 125 5
D35 124 5
D45 123 5

[0105] Para limitar:
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Mitad inferior Mitad superior Curvas de unién
D1 1
D2
D12
D12
D12
D123
D123

G| |W|IFL|N
O |O|O|Fk (N

[0106] Todas estas reacciones estan equilibradas frente a controles y deben realizarse reacciones repetidas,

sumar las curvas y mejorar la relacién sefial:ruido (como VE donde R = nimero de experimentos repetidos). Esta
capacidad se debe a las constantes de tiempo cortas de estos dispositivos. Ademas, al hacerse mas rapidos, es
posible una mejor resolucion en el tiempo, permitiendo usar los dispositivos para investigar sucesos mas rapidos.
Ademas, estos procedimientos se pueden hacer automaticos mediante estaciones de pipetas con una pequefia
cantidad de muestra en cada una, y programando una etapa XYZ de modo que las gotas designadas se pongan en
los dispositivos adecuados.

Ejemplo de sensor portatil:

[0107] EIl tamafio del microcalorimetro 20 lo hace adecuado para usar como un sensor portatil, que se podria usar
para el cribado de enfermedades, farmacos, compuestos quimicos o cualquier otra muestra en la que existan
agentes de unién y un cambio de calor asociado con la unién. La detecciéon de una muestra se lleva a cabo por
agentes de union conocidos que estan conjugados con la capa de conduccién o estan libres en disolucién antes de
aplicar la muestra.

[0108] Aunque se han descrito antes varias realizaciones de la presente invencion, debe entenderse que se han
presentado solo a modo de ejemplo y no de limitacion. Por lo tanto, la amplitud y el alcance de la presente invencion
no deben estar limitados por ninguna de las realizaciones de ejemplo descritas antes, sino que se definen solo de
acuerdo con las siguientes reivindicaciones.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 385868 T3

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar las propiedades termodinamicas de una muestra quimica/biolégica
usando un sistema que comprende una camara ambiental y un calorimetro microelectrénico que tiene un soporte de
muestra acoplado a un termémetro, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

introducir la muestra en una cdmara ambiental dispensando la muestra sobre el soporte de muestra;

estimular la primera muestra; y

determinar una o mas propiedades termodinamicas de la muestra usando el termoémetro para medir la
temperatura que resulta de dicha etapa de estimulacion;

caracterizado porque

la cAmara ambiental se equilibra de modo que la presion de vapor dentro de la caAmara esta dentro de
un umbral predeterminado respecto a la presion de vapor de la muestra.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha etapa de estimulacion se lleva a cabo
afadiendo una segunda muestra a la muestra quimica/bioldgica.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho calorimetro microelectrénico comprende
ademas un dispositivo de entrada de energia y dicha etapa de estimulacion se lleva a cabo introduciendo energia en
la muestra usando el dispositivo de entrada de energia.

4, El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho sistema comprende ademéas un segundo
calorimetro microelectrénico que tiene un segundo soporte de muestra, comprendiendo dicho procedimiento ademas
las etapas de:

introducir una segunda muestra en la cdmara, dispensando la segunda muestra sobre un soporte de
segunda muestra;

mezclar las muestras entre si; y

usar el termémetro para determinar una o0 més propiedades termodinamicas adicionales relacionadas
con la mezcla.

5. El procedimiento de la reivindicacion 4, en el que dicha etapa de mezcla se realiza intercalando el
primer y el segundo microcalorimetros entre si.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicho calorimetro microelectronico comprende:

una membrana fina amorfa anclada en un marco que la rodea; y

dicho soporte de muestra comprende una capa fina de conduccién térmica, térmicamente aislada,
depositada sobre una parte central de la membrana para soportar las muestras en un lado y acoplada al termémetro
en el otro lado.

7. Un sistema para determinar propiedades termodindmicas de un primer conjunto de muestras que
comprende:

una cdmara ambiental;
una primera matriz que comprende una pastilla que comprende una pluralidad de calorimetros para
soportar el primer conjunto de muestras;

en el que cada calorimetro comprende:

una estructura térmicamente aislada dentro de un marco;

un termémetro montado en dicha estructura; y

una superficie de muestra para recibir dichas muestras;

caracterizado porque

la cdmara ambiental esta dispuesta para mantener una presion de vapor similar a la presién de vapor
del primer conjunto de muestras.

8. El sistema de la reivindicacion 7, que ademas comprende:

una segunda matriz que comprende una pastilla que comprende una pluralidad de calorimetros para
soportar un segundo conjunto de muestras; y

medios para mezclar el primer y el segundo conjunto de muestras intercalando entre si dichas primera
y segunda matrices.

9. El sistema de la reivindicacion 8, en el que cada uno de dichos calorimetros comprende ademas: un

14
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dispositivo de entrada de energia acoplado a dicha estructura térmicamente aislada.
10. El sistema de la reivindicacion 9, en el que dicho dispositivo de entrada de energia es un calentador.

5 11. El sistema de la reivindicacion 9, en el que dicho dispositivo de entrada de energia y dicho termémetro
estan acoplados en un lado de dicha estructura térmicamente aislada y dichas muestras se ponen en el otro lado.
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J‘BO

Depositar muestra en cada dispositivo

L
Afadir calor y determinar la capacidad J_ 84
calorifica de todas las muestras
(es decir, Cp,,, Cp,,, Cp,, ¥ Cp,,)

—j_ 88
Mezclar las muestras intercalandolas entre si

l

Determinar la entalpia (AH78 y AH79) _f— 88
para las mezclas

A

Medir la capacidad calorifica de las mezclas J— 82
usando las mismas temperaturas

que en la etapa 84

A

Determinar la constante de union usando la ecuacion _f_ 24
In [Kd] = -AH/RT + AS/R

95
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