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DESCRIPCION
Dispositivo microfluidico funcionalizado para inmunofluorescencia
Campo de la invencion

[0001] La presente invencion se refiere al campo de ensayos analiticos basados en fluorescencia y, en particular, a
un dispositivo que puede usarse en ensayos de FISH. Asi mismo, se abarca un método para realizar de manera
eficiente dicho ensayo mediante el uso del dispositivo de la invencién.

Técnica anterior

[0002] La microfluidica es una ciencia multidisciplinar reciente que trata de volimenes de liquidos muy pequefos,
desde microlitros hasta femtolitros. Su primera aplicacién se referia a cabezales de impresién de chorro, pero ha
demostrado ser adecuada para el desarrollo de tecnologia de “laboratorio en-un-chip”, especialmente en el campo
de la biotecnologia, en la que las muestras se caracterizan por tamafos muy pequefos. La biologia molecular, el
analisis enzimatico, el analisis gendmico, la protedmica, la patologia clinica, el diagnéstico, el analisis ambiental, etc.
son todos ellos campos de posible aprovechamiento de la microfluidica. A tales dimensiones de microescala, los
fluidos pueden mostrar un comportamiento muy diferente, en comparacién con la macroescala, una caracteristica
que debe tenerse en cuenta cuando se disefian dispositivos microfluidicos o experimentos que hacen uso de los
mismos. Por ejemplo, la tension superficial, la disipacion de energia, la difusion y la resistencia fluidica, pueden
influir enormemente en el resultado de los experimentos.

[0003] Por estos motivos, los protocolos ordinarios o habituales de estos ensayos no pueden usarse directamente
en dispositivos microfluidicos, sino que, en cambio, deben disefiarse procedimientos especiales antes de su
implementacion.

[0004] Las ventajas relacionadas con el uso de la microfluidica se originan en el manejo mas sencillo permitido por
tales dispositivos, el mayor control del flujo permitido, el tiempo de analisis reducido, el alto control concedido tanto
sobre la concentracion como sobre las interacciones moleculares, el incomparable ahorro en costes para reactivos y
productos de desecho, haciendo de este modo su uso mas respetuoso con el medioambiente y proporcionando la
capacidad de procesar mas muestras con menos espacio debido a una reducida obstaculizacién de los
instrumentos.

[0005] Las ventajas anteriores permiten que se automaticen experimentos que incluyen el uso de dispositivos
microfluidicos, lo que seria muy interesante desde el punto de vista industrial.

[0006] La biotecnologia de microchip, en particular, se esta beneficiando al maximo de la microfluidica, gracias al
nuevo flujo de trabajo integrado desarrollado.

[0007] Los dispositivos de laboratorio en-un-chip son chips de pocos milimetros cuadrados a pocos centimetros
cuadrados sobre los que se reproducen los bioensayos a una escala mucho menor, en forma de circuitos
microfluidicos.

[0008] Los dispositivos de laboratorio en-un-chip, o circuitos microfluidicos para su uso en dichos dispositivos, se
describen ampliamente en la bibliografia.

[0009] La patente de los Estados unidos con N2 6.613.560 divulga dispositivos miniaturizados para llevar a cabo
procesos quimicos y bioquimicos, en particular un microrreactor para llevar a cabo amplificacion de ADN; este
documento afronta el problema de una adsorcion indeseada de la muestra bajo analisis por las paredes del
microrreactor, y propone el uso de microrreactores hechos (o con superficies cubiertas) con materiales que muestran
una adsorcion reducida de los compuestos presentes en la muestra.

[0010] La solicitud de patente internacional WO 95/22051 divulga un dispositivo de célula de flujo que tiene, en sus
canales, unos reactivos inmovilizados que producen una respuesta eléctrica u 6pticamente detectable frente a un
analito que puede estar contenido en una muestra de ensayo. La solicitud de patente europea EP 1542010 divulga
un dispositivo microfluidico que comprende una zona de reaccion, disefiada para alojar una reaccién entre al menos
una especie presente en la muestra y al menos una sustancia especifica, fijada en la zona, que puede provocar una
interaccion de manera especifica 0 no especifica con una 0 mas sustancias predeterminadas (especies diana). La
fijacion segura de la sustancia especifica a las paredes del circuito microfluidico se obtiene por medio de una
pelicula intermedia, inmovilizada (formada generalmente por un compuesto organico) formada previamente sobre
dichas paredes.

[0011] Los dispositivos de laboratorio en-un-chip se encuentran ya disponibles para su uso en una variedad de
técnicas analiticas, tales como electroforesis, cromatografia, tincién, citometria de fluorescencia, analisis de
proteinas, reaccién en cadena de la polimerasa, analisis de sangre, etc. y, como aplicacién adicional, Hibridacion /n
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Situ con Fluorescencia (Fluorescence In Situ Hybridisation) (FISH). Como referencia general con respecto a FISH,
véase, por ejemplo, “Cytogenetic and FISH techniques in Myeloid Malignancies”, L. J. Campbell, Methods in
Molecular Medicine, 2006, Vol. 125, paginas 13-26.

[0012] Mas en detalle, FISH es una herramienta muy sensible usada en diagnostico para la deteccién de
alteraciones del genoma.

[0013] FISH representa una herramienta de diagndstico muy prometedora para la identificacion transposiciones o
anomalias cromosémicas, que no pueden detectarse con otras técnicas convencionales. Por ejemplo, el analisis de
alteraciones en los cromosomas puede ser predictivo de una enfermedad futura o de una respuesta a terapia.

[0014] Como primera etapa, FISH requiere la inmovilizacién celular sobre un soporte, tal como, por ejemplo, un
portaobjetos de vidrio para microscopio; después de eso, las células experimentan una digestién de proteina con el
fin de eliminar proteinas citoplasmaticas y cromosémicas, permitiendo de ese modo un “acceso” mejorado al ADN
cromosomico, que necesita desnaturalizarse, por ejemplo mediante incubacion con soluciones a base de
formaldehido. Después de la deshidratacion celular con series de soluciones a base de etanol, se afiaden sondas de
ADN. La desnaturalizacion se realiza entonces a aproximadamente 75 °C durante 2-5 min y se permite la
incubacién. Un tratamiento con una soluciéon post-hibridacion adecuada permite evitar uniones perturbadoras no
especificas debidas a hibridacién cruzada. Sitios de anomalia en la secuencia cromosémica se hacen de este modo
evidentes mediante obtencién de imagenes de fluorescencia.

[0015] Antes de FISH, el analisis de ADN hacia uso de métodos escasamente rentables, mientras que, hoy en dia,
FISH permite a los investigadores investigar rapidamente y entender la base de muchas enfermedades y canceres.

[0016] Por ejemplo, FISH encuentra ya aplicacibn en pruebas de médula ésea para detectar tumores
hematoldgicos, tales como leucemia, linfoma y mieloma, en pruebas de tumor sélido, ganglios linfaticos y sangre
periférica, en diagndstico genético preimplantacional, en cribados de anomalias genéticas prenatales y en
postnatales.

[0017] Como ventaja general, FISH puede aplicarse directamente a muestras tumorales, tales como biopsias,
secciones o material incrustado en parafina, proporcionando resolucién hasta el nivel de células individuales,
permitiendo la deteccidon de acontecimientos raros en una muestra celular adecuada. A pesar de las posibles
ventajas ofrecidas por esta técnica, su adopcién practica ha estado obstaculizada hasta el momento por varios
inconvenientes.

[0018] En primer lugar, FISH es extremadamente cara, tanto en lo que se refiere a los costes de reactivos como al
tiempo hombre y tiempo maquina necesarios para realizar el protocolo y el analisis de imagen. Este limite impide
que FISH sea un método de cribado masivo.

[0019] Un enfoque adecuado para superar este limite seria el desarrollo de un protocolo miniaturizado
aprovechando las caracteristicas de los dispositivos microfluidicos.

[0020] Sin embargo, un limite adicional de protocolos y dispositivos de FISH que puede predecirse es la baja
eficiencia de la adhesion celular en dispositivos microfluidicos; esto se debe al hecho de que, debido a las secciones
transversales muy limitadas de los canales microfluidicos, deben aplicarse presiones relativamente altas a las
muestras de liquido, con el fin de hacer que éstas se muevan en el dispositivo, lo que, a su vez, lleva a velocidades
de flujo relativamente altas. Por ejemplo, el articulo “FISH and chips: chromosomal analysis on microfluidic
platforms”, V. J. Sieben y col., IET Nanobiotechnologies, 2007, 1 (3) paginas 27-35, describe un protocolo de
adhesion convencional mediante citocentrifugacion que, sin embargo, sélo obtiene un rendimiento de retencion de
los analitos diana en el canal del dispositivo microfluidico del 20 %. Esta caracteristica podria aumentar la tasa de
“falsos negativos” cuando se buscan alteraciones raras.

[0021] Un dispositivo microfluidico que puede inmovilizar eficazmente células, adecuado para realizar ensayos de
FISH, ayudaria a extender el uso de la técnica.

[0022] Varios documentos de la técnica anterior tienen la tarea de mejorar la retencién de analitos en los canales
de dispositivos microfluidicos.

[0023] EI documento “Enforced Adhesion of Hematopoietic Cells to Culture Dish Induces Endomitosis and
Polyploidy”, X. Huang y col., Cell Cycle, 4(6), paginas 801-805, divulga el uso de sustratos funcionalizados con poli-
D-lisina para potenciar la adhesion celular; sustratos con un recubrimiento de poli-D-lisina, comercialmente
disponibles por ejemplo de BD Biosciences, se consideran en la actualidad el estado de la técnica para la adhesion
celular y se usan cominmente en este campo de investigacion.

[0024] La solicitud de patente internacional WO 2008/031228, en nombre de la Universidad de Alberta, divulga un
protocolo de fijacion que permite investigar un porcentaje de células adheridas hasta el 75 % del total. La
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inmovilizacién de células en los canales microfluidicos se obtiene aumentando la temperatura en el intervalo entre
50 y 95 °C durante un periodo de tiempo, determinado mediante intervencion de un operador humano, suficiente
para permitir la inmovilizacién de una porcion de una poblacién de células de interés. Como consecuencia, a pesar
de la mejora en el porcentaje de células adheridas, el método de este documento experimenta aun los limites de que
la etapa de inmovilizacion debe controlarse por un operador humano, y de que las temperaturas relativamente altas
necesarias en esta etapa podrian dafnar algunas células. Ademas de esto, la solicitud describe dos realizaciones de
dispositivo microfluidico, denominadas “Microchip” y “Circulating Microchip” (microchip de circulacion),
respectivamente. La realizacion denominada “Microchip” se forma por un portaobjetos de vidrio para microscopio de
0,5 mm de grosor que porta los microfluidos y un cubreobjetos de 0,17 mm de espesor, declarado necesario para
crear una distancia de trabajo minima para obtencion de imagenes de alta resoluciéon. Ambos componentes del
dispositivo son extremadamente fragiles y requieren una manipulacién extremadamente cuidadosa durante el
montaje, impidiendo una ampliacion a escala facil del dispositivo en escenarios industriales. La realizacion
denominada “Circulating Microchip” se forma por dos portaobjetos de vidrio para microscopio de 1,1 mm de grosor y
por una capa de PDMS central de 0,254 mm de grosor. Esta realizacién supera los problemas de fragilidad de
“Microchip”, pero su grosor no permite el uso de una lente de 100X para la adquisicién de imagenes, impidiendo de
ese modo obtener imagenes de alta resolucion, tal como se requiere por las normas de FISH actuales.

[0025] La solicitud de patente europea EP 1215186 divulga un soporte que se dice que es util para inmovilizar
oligonucledtidos, que puede usarse en la fabricacion de dispositivos microfluidicos; este soporte tiene la superficie
funcionalizada con un 6xido seleccionado entre HfO2, TiOz, Tax0s, ZrO2 y sus mezclas, tratado después de su
deposicion con el fin de hacer que su superficie sea hidréfila. Sin embargo, este documento no hace mencién a la
inmovilizacion de células.

[0026] La solicitud de patente internacional WO 00/33084 divulga una amplia gama de dispositivos para su uso en
diagnéstico, en los que la superficie activa esta funcionalizada con compuestos organicos, posiblemente dispuestos
sobre un 6xido de “red gelificada”. Este documento no proporciona informacién alguna sobre rendimientos de
retencion actuales de células.

[0027] Por consiguiente, es necesario un dispositivo y método de FISH que supere las desventajas de los métodos
de la técnica anterior, tanto clasico como microfluidico.

[0028] En particular, seria deseable disefiar un dispositivo y un proceso, que fueran econdémicos, faciles de
manejar, aumentar a escala y de realizar, rapidos de llevarse a cabo y, asi mismo, eficientes.

Sumario de la invencion

[0029] La presente invencion se refiere a un dispositivo microfluidico mejorado, que puede usarse de manera
adecuada y ventajosa en técnicas analiticas basadas en fluorescencia. Asi mismo se divulga un protocolo adaptado
para usar dicho dispositivo, que da como resultado unos resultados sorprendentes e inesperados.

[0030] El primer objeto de la invencién es un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 1.

[0031] Un objeto adicional de la invencion es el uso del dispositivo de la invencion para realizar ensayos analiticos
basados en fluorescencia.

[0032] Como un objeto aln adicional, la presente invencion se refiere a un método para realizar ensayos analiticos
basados en fluorescencia usando el dispositivo microfluidico de la invencion.

Breve descripcion de las figuras
[0033]

La figura 1 muestra las vistas en planta y la vista en seccion de una parte microfluidica a modo de ejemplo;
la figura 2 muestra un dispositivo montado de la invencion en diferentes fases de montaje;

la figura 3 muestra esquematicamente los resultados de pruebas de adhesion de células cultivadas (U937)
sobre un portaobjetos funcionalizado de acuerdo con la invencién, y sobre portaobjetos no de la invencion;
la figura 4 muestra esquematicamente los resultados de pruebas de adhesion de células cultivadas (U937)
sobre un portaobjetos funcionalizado de acuerdo con la invencion, y sobre portaobjetos no de la invencién,
después de un pase microfluidico completo (procedimiento de tensién de corte prolongada);

las figuras 5A, 5B y 5C muestran esquematicamente los resultados de pruebas de adhesion de células
hematopoyéticas primarias sobre portaobjetos funcionalizados con diferentes &xidos de metal
nanoestructurados de acuerdo con la invencidn, y sobre portaobjetos y 6xidos de metal no de la invencién;
la figura 6 muestra el resultado de la prueba de adhesién sobre dos dispositivos de la invencion;

las figuras 7 y 8 muestran células cultivadas (U937) después de pruebas de FISH en microcanal usando
dispositivos de la invencién.
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Descripcion detallada de la invencion

[0034] En un primer aspecto de la misma, la invencién se refiere a un dispositivo microfluidico. El dispositivo de la
presente invencion encuentra aplicacion en el campo de ensayos analiticos basados en fluorescencia y, en
particular, puede usarse para realizar ensayos de FISH.

[0035] Con respecto a los dispositivos conocidos, el dispositivo que se divulga en el presente documento tiene
varias ventajas, que se apreciaran por el experto en la técnica.

[0036] El dispositivo microfluidico mejorado de la presente invencion se forma acoplando al menos un portaobjetos
y una parte en la que esta presente una ranura, de modo que la unién de estos (al menos) dos elementos define un
microcanal en el dispositivo. Aunque pueden preverse otras configuraciones, la estructura mas comuin para estos
dispositivos es aquella en la que la ranura no se extiende a lo largo de toda la longitud de la parte en la que esta
presente, y se accede al microcanal desde la superficie superior del dispositivo, a través de orificios de paso
formados en la parte (y en otros elementos posibles que constituyen el dispositivo completo); el resto de la
descripcion se hara con referencia a esta estructura comun.

[0037] Dentro de la presente invencién puede usarse cualquier portaobjetos adecuado, por ejemplo hecho de
materiales transparentes tales como vidrio, cuarzo o algunos plasticos. El vidrio, en particular, es el material
preferido por su comportamiento quimico inerte, su transparencia, su bajo coste, su escasa porosidad, su hidrofilia y
su estabilidad de larga duracion. Por conveniencia, puede hacerse uso de un portaobjetos para microscopio
convencional, que es, preferiblemente en forma de una lamina delgada de vidrio, tal como borosilicato, silice fundida
0 incluso sosa-cal, de un tamario de aproximadamente 25 x 76 x 1 mm.

[0038] El portaobjetos usado dentro de la presente invencion tiene al menos la zona que en el dispositivo completo
forma una pared del microcanal, funcionalizada con un éxido de metal nanoestructurado, con el fin de mejorar la
adhesién celular; en lo sucesivo, los 6xidos de metal nanoestructurados se denominaran ns-MOy, donde M significa
un metal.

[0039] Entre los ns-MOy, los preferidos son éxido de Zn (ns-ZnO), éxido de Zr (ns-ZrOy) y, en particular, 6xido de
Ti (ns-TiOy), en forma de peliculas nanoestructuradas delgadas. Estas peliculas de 6xido estan constituidas por
nanoparticulas con una distribucion de tamafo que cubre el intervalo desde aproximadamente 2 hasta
aproximadamente 50 nm, centrado dentro de 5 y 15 nm, como se observa con Microscopia Electrénica de
Transmision (Transmission Electron Microscopy) (TEM) y Microscopia de Fuerza Atémica (Atomic Force Microscopy)
(AFM).

[0040] Las nanoparticulas se ensamblan al azar para generar una estructura porosa con una densidad de masa de
desde aproximadamente 1/2 hasta aproximadamente 1/10, de la densidad de masa del 6xido a granel
correspondiente, como se mide mediante Microbalanza de Cristal de Cuarzo (Quartz Crystal Microbalance) (QCM) y
AFM; en el caso de ns-TiOy, la densidad de masa habitualmente es aproximadamente 1/7 de la densidad de masa
de TiOz denso.

[0041] Estos materiales estan constituidos por nanoparticulas tanto nanocristalinas como amorfas, como revelan
TEM vy Difracciéon de Rayos (X-Ray Diffraction) (XRD). En el caso de ns-TiOz, se ha observado (espectroscopia
Raman) que coexisten las fases de anatasa y rutilo.

[0042] Las peliculas, cuando se depositan con un grosor de 50 nm, son transparentes para longitudes de onda en
la region visible.

[0043] En el caso particular de ns-TiOz, la absorcion Optica se vuelve apreciable a aproximadamente 320 nm, en la
regién UV (espectroscopia UV-VIS). A partir de caracteristicas limite de absorcién, se evalia la banda prohibida
Optica (modelo de Tauc) entre 3,2 y 3,6 eV. El indice de refraccion de ns-TiO; tiene un valor entre 1,6 y 1,8, muy por
debajo del valor de TiO; a granel (2,5 en anatasa, 2,9 en rutilo), debido a una porosidad a escala nanométrica
(modelo de Lorentz-Lorenz).

[0044] Las peliculas nanoestructuradas de la invencién tienen un grosor comprendido entre 20 nm y 200 nm,
preferiblemente entre 40 nm y 60 nm, con una rugosidad superficial entre 2 nm y 30 nm, preferiblemente entre 5 nm
y 15 nm.

[0045] Peliculas delgadas de estos ns-MOyx pueden depositarse sobre el portaobjetos de soporte mediante varias
técnicas, tales como bombardeo catédico o Deposicion por Laser pulsado (Pulsed Laser Deposition) (PLD); sin
embargo, la técnica preferida es a través del uso de una Fuente de Grupos de Microplasma Pulsado (Pulsed
Microplasma Cluster Source) (PMCS). Esta técnica permite la deposicion de peliculas nanoestructuradas y se basa
en la ablacion de material de un catodo ubicado dentro de una fuente a través de plasma generado por un flujo de
gas inyectado en la camara de fuente interconectada con un sistema de vacio. La diferencia de presion entre la
fuente y la camara de vacio permite la extraccion del material nanoparticulado. Para una referencia general a la



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2446277 T3

técnica de PMCS, véase, por ejemplo, la solicitud de patente europea EP 1031639 o el Journal of Physics D, 32
(1999), L105-109. PMCS es la técnica preferida ya que demostré6 garantizar las caracteristicas de porosidad
deseadas sobre el material depositado.

[0046] Cuando se producen a través de PMCS, las caracteristicas de superficie de las peliculas de ns-MOy son
consistentes con el proceso de crecimiento de agregaciéon balistica, mostrando en particular una rugosidad
superficial que depende del grosor. Para un grosor dentro de 40-60 nm, la rugosidad superficial se encuentra entre 5
nmy 15 nm, y habitualmente entre 8 nmy 12 nm (AFM).

[0047] Las peliculas de ns-MOxy se tratan después de la deposicién con un plasma de oxigeno (tratamiento durante
150 s a 100 W), con el fin de aumentar la humectabilidad y mejorar la capilaridad en el microcanal, favoreciendo de
este modo que liquidos espontaneos fluyan al interior del microcanal.

[0048] EI material preferido para la funcionalizacion del portaobjetos es ns-TiOp, estequiométrico o no,
preferiblemente obtenido por medio de técnica de PMCS. Diéxido de titanio es un material altamente biocompatible y
bio-activo; de hecho, dicho material demostré no interferir con actividades celulares normales, tales como el
crecimiento celular, ni interaccionar con reactivos usados en la preparacion de cultivos celulares. Ademas, el diéxido
de titanio nanoestructurado muestra una sefal de fondo de fluorescencia muy baja (autofluorescencia), que mejora
la relacion senal/ruido en el caso de mediciones basadas en fluorescencia.

[0049] Un recubrimiento de didxido de titanio nanoestructurado se divulga en el documento WO 2007/009994 en
nombre del solicitante. Este documento divulga sustratos para inmovilizar virus o células; este documento, sin
embargo, no hace mencion del uso en el campo de la microfluidica, y no muestra indicios del hecho de que ns-MOy
pueden tener propiedades superiores, en comparacion con otros materiales promotores de la adhesién conocidos,
cuando se usan en este campo especifico.

[0050] La parte en la que estd presente la ranura es una almohadilla realizada usando diferentes materiales
blandos, generalmente polimeros, tales como silicona o neopreno o PDMS (polidimetilsiloxano).

[0051] La ranura tiene habitualmente una longitud del orden de milimetros y una seccion transversal con
dimensiones laterales del orden de decenas o pocos cientos de micrémetros; es decir, los orificios y posibles
cavidades adicionales tienen dimensiones por debajo de un milimetro. Estas caracteristicas se producen
habitualmente mediante grabado, que puede llevarse a cabo con diferentes técnicas conocidas en la técnica, tales
como chorreo de polvo, grabado quimico (por ejemplo ataque con HF), Gravado por lones Reactivos Profundo
(Deep Reactive lon Etching) o grabado por plasma, con el uso o no de méscaras de grabado. En el caso de
almohadillas poliméricas pueden usarse otras técnicas, tales como moldeo o colada, para formar la ranura.

[0052] La ranura puede tener geometrias de diferente seccién transversal, tal como, por ejemplo, cuadrada,
circular, hexagonal, etc. de acuerdo con la necesidad; la seccion transversal mas comun es rectangular. Es decir,
puede componerse también de un nimero variable de microcanales, por ejemplo.

[0053] La parte preferida con ranura de acuerdo con la invencién es una almohadilla polimérica. Un ejemplo de
almohadilla con ranura micrométrica se representa en la figura 1; en particular, en la figura, el dibujo a) muestra la
almohadilla en vista desde arriba, el dibujo b) muestra la misma almohadilla en vista desde abajo, y el dibujo ¢)
muestra una vista lateral de la almohadilla, en una seccién transversal realizada a lo largo de un plano paralelo a 'y
que incluye la ranura.

[0054] Las dimensiones de almohadilla a modo del ejemplo son 75,6 x 25,0 x 1,0 mm y dimensiones de ranura a
modo del ejemplo son 300 um x 50 um x 10 mm; las aberturas de acceso para inyeccién de reactivos, gases y
muestras tienen un didmetro de 0,7 mm.

[0055] El uso de un dispositivo microfluidico en lugar de un portaobjetos plano, como en la mayoria de las técnicas
del estado de la técnica, da como resultado una baja cantidad de reactivos necesarios para realizar el ensayo. En
particular, se requerirda una cantidad mucho menor de caras sondas de FISH, lo que seria también mas seguro para
el medio ambiente.

[0056] Ademas, en un dispositivo microfluidico de acuerdo con la invencion, la superficie admisible para la
adhesion es del mismo tamafo de la superficie inferior del microcanal. Esta superficie es mucho mas pequefa que
la funcionalmente correspondiente en un ensayo de FISH convencional: si el recubrimiento para la adhesion celular
de la invencién se proporciona, una cantidad similar de células se hace disponible para el analisis y esto da como
resultado una cantidad minoritaria de tiempo para adquirir las imagenes resultantes, reduciendo de este modo los
costes debido a la asignacion de tiempo maquina.

[0057] Para la realizacion de FISH miniaturizada, deben usarse secuencialmente reactivos de base acuosa (o
compatibles con agua) con diferente viscosidad y densidad: puesto que la reaccion se produce en un microcanal, la
capilaridad del microcanal es un requisito previo esencial para que los reactivos fluyan y la correcta ejecucion del



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2446277 T3

analisis. Este estado se obtiene funcionalizando el portaobjetos de sustrato con una pelicula de ns-MOx hidréfila.

[0058] En una realizacion preferida de la invencién, se usa una almohadilla hecha de PDMS o silicona, que se
sabe que son hidréfobos, impidiendo el flujo espontaneo de liquidos dentro del microcanal. Por lo tanto, se hace
necesario tratar posteriormente los recubrimientos de ns-MOy, con el fin de convertir en hidréfilos a los mismos y
favorecer de este modo el flujo de reactivos acuosos dentro del microcanal.

[0059] Mediante el tratamiento posterior de ns-MOy, preferiblemente afadiendo carga de superficie (por ejemplo
mediante tratamiento de oxigeno de plasma durante 150 s a 100 W), se obtienen recubrimientos de ns-MO con alta
humectabilidad, tal como se mide mediante andlisis de angulo de contacto (angulos de contacto no superiores a 10°
se han obtenido de manera consistente por los inventores en el caso de recubrimientos tratados por plasma). Los
inventores han observado que un tratamiento de este tipo puede conferir capilaridad en el contexto de microcanales,
y verificado que los liquidos fluyen dentro del microcanal espontaneamente, sin necesidad de aspiracion asistida por
bomba, confirmando la capilaridad del dispositivo.

[0060] La primera realizacion mas sencilla del dispositivo microfluidico de la invencion, comprende un portaobjetos
de vidrio para microscopio funcionalizado que esta acoplado con una almohadilla de PDMS o silicona provista de
una ranura micrométrica. El acoplamiento puede aprovechar al menos parcialmente la adhesiéon espontanea
adhesién entre PDMS o silicona y vidrio. Esta adhesion es sin embargo reversible, permitiendo una facil separacion
de las dos partes en el final del ensayo.

[0061] EI ensamblaje se realizara de manera que el microcanal esté ubicado en correspondencia con la zona
funcionalizada sobre la superficie del portaobjetos. Gracias al acoplamiento reversible entre portaobjetos y
almohadilla, esta ultima puede retirarse al final de la fase de hibridacion de manera que las imagenes de
fluorescencia pueden adquirirse directamente sobre el portaobjetos de vidrio sin que sea necesaria una
manipulacion adicional de la muestra.

[0062] De manera inesperada, se ha observado que dicha primera etapa de acoplamiento y dicha Gltima etapa de
separacion no afectan en medida alguna a la adhesion de las células sobre la capa funcionalizada del portaobjetos
ni antes ni después de realizarse el ensayo de FISH.

[0063] Una vez desacoplado, el portaobjetos puede colocarse por lo tanto directamente “bajo” un microscopio, con
el objetivo del microscopio orientado hacia el lado del portaobjetos sobre el que esta fijada la muestra. Esto permite
establecer correctamente la distancia de trabajo, permitiendo la adquisicién de imagenes con un objetivo de 100X,
llegando de este modo a la resolucion de imagen requerida por las normas de préactica habitual de FISH.

[0064] Al mismo tiempo, la posibilidad de usar, por ejemplo, un portaobjetos de vidrio para microscopio
convencional de 1 mm de grosor permite obtener un dispositivo suficientemente robusto para manejarse facilmente.

[0065] Como se divulga en lo anterior, la figura 2 representa una vista desde arriba de un dispositivo montado de la
invencién en diferentes fases de montaje. En la figura, el dibujo a) representa un soporte; el dibujo b) es el soporte
con el portaobjetos funcionalizado, en el que la zona central representada en una sombra mas oscura es la zona
funcionalizada; el dibujo c) es el soporte con el portaobjetos funcionalizado y la almohadilla microfluidica dispuesta
sobre el Ultimo; el dibujo d) es el dispositivo montado final con cierre provisto de puertos de acceso para los
microfluidos.

[0066] Debido a la adhesidon espontanea entre PDMS o silicona y vidrio, el montaje descrito podria ser innecesario
si se usara una almohadilla microfluidica hecha de uno de estos polimeros. No obstante, es necesario proporcionar
compresidn entre partes si no se usan polimeros de este tipo.

[0067] Todos los portaobjetos usados en las realizaciones anteriores pueden ser cualquier portaobjetos adecuado,
tales como, por ejemplo, portaobjetos de vidrio como portaobjetos de vidrio para microscopio.

[0068] EI dispositivo de la invencién demostr6 inesperadamente solucionar problemas importantes de las
tecnologias que se divulgan en la técnica anterior.

[0069] De hecho, la adhesién de las células al sustrato funcionalizado demostré ser del 90 % o mas de las células
iniciales, lo que es sorprendente con respecto al estado de la técnica. De manera inesperada, estos porcentajes de
adhesion se han obtenido también cuando se trata con células hematopoyéticas, tales como U937, que son células
derivadas de linfoma, comunmente definidas como células no adherentes. Como consecuencia, pueden usarse
incluso muestras con un bajo nimero de células, con una expectacién razonable de reproducibilidad y adquisicion
de informacion suficiente.

[0070] Esto es de gran preocupacion, especialmente cuando no pueden tratarse muestras grandes, tal como, por
ejemplo, con muestras de células tumorales circulantes.
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[0071] De nuevo, la identificacion de alteraciones celulares raras seria igualmente posible debido a la pérdida muy
limitada de células a partir de la muestra durante el procesamiento, reduciendo de este modo el riesgo de falsos
negativos.

[0072] Ademas, puesto que las células adheridas al portaobjetos mantienen su configuracion 3D, en lugar de
extenderse y presionarse sobre el portaobjetos como en las practicas tradicionales, pueden obtenerse imagenes
tridimensionales (3D) recogiendo datos a diferentes distancias desde la muestra. Esta ventaja es también de gran
preocupacién cuando se trata con alteraciones celulares raras o con muestras de bajo nimero de células,
permitiendo discriminar sefiales también en el eje z, permitiendo de este modo no rechazar informacién
posiblemente interesante para problemas geométricos.

[0073] Como segundo objeto de la presente invencion, se proporciona un método para usar el dispositivo de la
invencion en ensayos analiticos basados en fluorescencia y, en particular, para realizar FISH.

[0074] Para los fines de esta invencion puede usarse, en particular, una suspensién celular constituida por células
de muestras bioldgicas, cultivadas in vitro, extraidas de tejidos o de fluidos.

[0075] Se ha implementado un protocolo adaptado, permitiendo obtener efectos inesperados y sorprendentes con
respecto a cualquier otro método y/o materiales usados anteriores.

[0076] De hecho, el método permite analizar incluso muestras de tamafo pequefio y baja densidad, con
concentracién de tan solo alrededor de 10 células/ml.

[0077] Mas en detalle, el ensayo puede realizarse sobre diferentes tipos de células, tal como por ejemplo células
tumorales, células tumorales circulantes, células hematopoyéticas, células epiteliales, amniocitos y en general
cualquier tipo de células de mamifero y no de mamifero primarias o cultivadas, o bien vivas o bien fijadas
previamente con cualquier agente de fijacion celular adecuado, clasificandose comunmente como células
adherentes o células no adherentes como se mencion6 anteriormente. Células adherentes o no adherentes, vivas o
fijadas, pueden inmovilizarse al portaobjetos funcionalizado en muy diferente medida.

[0078] En una realizacion preferida, los ensayos analiticos basados en fluorescencia de la invencién se realizan
sobre células U937 vivas, que se definen comunmente como células no adherentes.

[0079] Permitiendo el uso de una suspensiéon de células vivas, el método de la invencién no requiere ningun
tratamiento previo de las células con agentes de fijacion, ni lisis de la célula, permitiendo de este modo el uso de
células integras. Esto es de preocupacion particular, en cuanto al tiempo, coste y volumen de reactivos toxicos;
ademas, de este modo puede realizarse un andlisis de las condiciones fisiolégicas de las células.

[0080] EI método que se divulga en la presente invencion es particularmente adecuado para realizarse usando el
dispositivo de la invencién.

[0081] Lainvencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
EJEMPLO 1

[0082] Este ejemplo trata de la preparacion y el montaje de dispositivos microfluidicos con un microcanal de
acuerdo con la invencion.

a) Funcionalizacion del portaobjetos de base con un ns-MOy

[0083] Un portaobjetos de vidrio para microscopio limpiado por ultrasonidos (por ejemplo Schott Nexterion D) se
coloca en la camara de deposicion de un sistema de vacio equipado con una PMCS. La exposicion del portaobjetos
al haz agrupado generado por PMCS tiene lugar a través de una mdscara de plantilla adecuada, que esta situada
entre la fuente y el portaobjetos, con el fin de permitir la deposicion del material deseado s6lo sobre zonas limitadas
del portaobjetos. Para obtener un grosor uniforme de la capa depositada, el portaobjetos se explora continuamente
delante del haz agrupado; para monitorizar el grosor de la capa en crecimiento se expone una microbalanza de
cristal de cuarzo (QCM) también al haz agrupado. La deposicién se realiza a temperatura ambiente, a una presion
tipica de 10°® torr, y dura alrededor de 1 min por portaobjetos, dada una distancia de fuente a portaobjetos de
alrededor de 1 m. El material elegido para la funcionalizaciéon del portaobjetos es TiO.. La pelicula de ns-TiO;
resultante tiene un grosor promedio de aproximadamente 50 nm.

[0084] Después de la fase de deposicion, el portaobjetos se expone a un plasma de oxigeno durante 150 s a 100
W.

b) Acoplamiento de la ranura con el portaobjetos
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[0085] Se proporciona una almohadilla de PDMS del tipo mostrado en la figura 1, en la que esta presente una
ranura micrométrica de 1 cm de longitud, 300 um de anchura y 50 um de altura. La almohadilla y el portacbjetos
funcionalizado se acoplan usando un centrador mecanico adecuado, proporcionando la colocacion de la ranura
sobre la zona funcionalizada del portaobjetos, formando de este modo un microcanal de acuerdo con la invencion.

[0086] La adhesién entre las dos partes se obtiene ejerciendo una leve presion.

EJEMPLO 2 (COMPARATIVO)

[0087] Un dispositivo microfluidico se produce uniendo una almohadilla de PDMS igual a la usada en el ejemplo 1
con un portaobjetos de vidrio para microscopio no funcionalizado; en este caso también se obtiene adhesién entre la
almohadilla y el portaobjetos aplicando simplemente una leve presién a las dos partes.

EJEMPLO 3 (COMPARATIVO)

[0088] El procedimiento del ejemplo 2 se repite, usando en este caso un portaobjetos funcionalizado con una capa
de pelicula de TiO, denso, no nanoestructurado, obtenida a través de un método de deposicién de bombardeo
catédico convencional; la pelicula resultante tiene un grosor de aproximadamente 50 nm. En este caso también se
obtiene adhesién entre el portaobjetos y la almohadilla presionando las dos partes.

EJEMPLO 4 (COMPARATIVO)

[0089] EI procedimiento del ejemplo 2 se repite, usando en este caso un portaobjetos funcionalizado con una capa
de poli-D-lisina incubando un portaobjetos de vidrio con una solucién de 15 ug/ml de poli-D-lisina (SIGMA) durante
30 min a temperatura ambiente, entonces lavando en solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco 1x
(DPBS), secando con aire y usando para el experimento; en este caso también se obtiene adhesion entre el
portaobjetos y la almohadilla presionando las dos partes.

EJEMPLO 5

[0090] Este ejemplo ilustra los resultados de una prueba de adhesion celular llevada a cabo en los dispositivos
microfluidicos de los ejemplos 1-4.

[0091] Los dispositivos microfluidicos se incuban previamente a 37 °C sobre una placa calentadora durante un
periodo de 2 min.

[0092] Para la preparacion de las muestras de prueba, se colocan células U937 cultivadas (1 ml de células de
crecimiento exponencial) en un tubo de 1,5 ml y se lavan 3 veces con 1 x DPBS, se cuentan y finalmente se
resuspenden a la concentracion de 10000 células/pul.

[0093] 1,5 pl de suspension celular se cargan en el pocillo de entrada del microcanal de cada dispositivo
microfluidico, mientras se aspira desde el pocillo de salida del microcanal con una bomba de jeringa (KDS120, KD
Scientific) a 1,7 pl/s; las células se dejan entonces adherirse al fondo del microcanal durante pocos minutos e
inmediatamente se fijan afadiendo una solucién de metanol/acido acético, relacién 3:1. Después de la adhesion, se
anade DPBS 1x para lavar el fijador mientras que se aspira con una bomba de vacio; este procedimiento somete las
células a tension de corte limitada. Al final del procedimiento, se retira la almohadilla, se tifien los portaobjetos con
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol, SIGMA), y se montan para el analisis de microscopia. En el analisis, se cuenta el
numero de células fijadas sobre el portaobjetos. Los resultados se notifican en la figura 3: como se observa
claramente a partir de esta figura, en las condiciones de prueba el nimero de células U937 adheridas sobre las
superficies de los portaobjetos de los ejemplos comparativos 2-4 es similar, e igual a aproximadamente 600 células
fijadas, en concreto, aproximadamente el 40 % de las células cargadas; por otro lado, el numero de células
adheridas sobre el portaobjetos funcionalizado de la invencién (ejemplo 1) es aproximadamente 1400, es decir,
aproximadamente un 130 % mayor que en el caso de los portaobjetos comparativos, e igual a aproximadamente el
93 % de las células cargadas.

EJEMPLO 6

[0094] Este ejemplo ilustra los resultados de una segunda prueba de adhesion celular llevada a cabo sobre los
dispositivos microfluidicos de los ejemplos 1-4, en condiciones de tension de corte mas intensas que en el ejemplo
5.

[0095] El procedimiento del ejemplo 5 se repite hasta la etapa de fijacién con la solucion metanol/acido acético 3:1;
las muestras se someten entonces a un procedimiento, denominado en adelante “tension de corte prolongada”, que
comprende poner en contacto las células fijadas sobre portaobjetos con una serie de reactivos usados en ensayos
bioldgicos. En particular, las siguientes soluciones se cargan secuencialmente con una pipeta, se incuban durante el
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tiempo y temperatura indicados y se aspiraron con una bomba de vacio: tampdén de citrato de sodio-solucion salina
2x (SSC) durante 30 min a 37 °C, tampo6n con enzima (pepsina al 0,005 %, HCI 0,01 N, SIGMA) durante 15 min a
37 °C, 1x DPBS durante 5 min a temperatura ambiente (TA), post-fijador (MgCl, 50 mM, SIGMA), formaldehido al
0,95 % (SIGMA) en 1x DPBS durante 5 min a TA, 1x DPBS durante 5 min a TA, tres lavados posteriores con EtOH
al 70 %, 85 % y 100 % (BDH) durante 1 min cada uno a TA, solucién de desnaturalizacién (formamida al 70 %,
SIGMA, en 2x SSC SIGMA) durante 5 min a 75 °C, tres lavados posteriores con EtOH al 70 %, 85 % y 100 %
durante 1 min cada uno a TA.

[0096] Después de la aspiracién completa de EtOH puro, se colocan los portaobjetos a 60 °C durante 2 min para
secar completamente, y entonces se cargan con 0,3 ul de la mezcla de hibridacion (para 15 ml: 7,5 ml de formamida
ultrapura, 6,0 ml de sulfato de dextrano al 25 %, 1,5 ml de 20x SSC). Los pocillos de microcanal se sellan entonces
con una gota de aceite mineral (SIGMA) para impedir la evaporacion, y se incuban durante 10 min a 37 °C. Después
de la incubacion, se retiran las almohadillas y los portaobjetos se sumergen en jarras Coplin que contienen solucién
de lavado A (NP40 al 0,3 %, detergente no ionico, no desnaturalizante octil-fenoxilpolietoxiletanol, en 0,4x SSC
(SIGMA)) durante 2 min a 73 °C, y solucion de lavado B (NP40 al 0,1 % en 2x SSC) durante 1 min a TA, se seca con
aire y se monta con DAPI Il (Abbott Molecular) para andlisis de microscopia. Para el recuento celular, se obtienen
imagenes de cada portaobjetos con filtro de DAPI y se adquiere con Scan”R, una plataforma automatizada basada
en microscopio para la seleccion por obtencién de imagenes (Olympus Europa, Alemania) equipada con una camara
Hamamatsu ORCA-AG, explorando 13 imagenes adyacentes usando un objetivo 10x; entonces se recuentan las
células usando la funcién “analizar particulas” del software Imaged, después, habiendo establecido un umbral
apropiado y excluyendo los objetos fuera del intervalo de 15-75 pixeles cuadrados.

[0097] Los datos se exportan y analizan mediante software de Excel.

[0098] Los resultados se notifican de forma grafica en la figura 4. Como puede verse a partir de la figura, sobre el
portaobjetos de SiO2 el nimero de células disminuy6 drasticamente hasta ~100 células/microcanal, mientras que
permanecié sustancialmente invariable sobre portaobjetos recubiertos de ns-TiO y poli-D-lisina. No obstante, debido
a la diferente eficiencia de inmovilizacién celular inicial (véase el ejemplo 5), al final de la prueba de tensién de corte
prolongada, el niumero de células total era significativamente diferente entre ns-TiO» y poli-D-lisina (1400 células
frente a 600 células) siendo mas de dos veces mayor sobre portaobjetos recubiertos sobre ns-TiOx.

EJEMPLO 7

[0099] Este ejemplo ilustra los resultados de una tercera prueba de adhesién celular llevada a cabo sobre los
dispositivos microfluidicos de los ejemplos 1-4, llevados a cabo en las mismas condiciones del ejemplo 6, en este
caso con muestra que comprende células hematopoyéticas de un donante humano.

[0100] Los dispositivos microfluidicos se condicionan previamente a 37 °C sobre una placa calentadora durante un
periodo de 2 min como en el ejemplo 5.

[0101] Para la preparacion de las muestras de prueba, se trata una alicuota de sangre periférica (PB) (0,5-1 ml) de
donante normal, con tampo6n de lisis de glébulos rojos (Red Blood Lysis) (RBL) (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 9,93 mM,
EDTA 0,13 mM, de SIGMA) hasta un volumen total de 10 ml; la suspensién se mantiene a 4 °C durante 5 min,
entonces se centrifuga a 1500 rpm durante 5 min. Se desecha el sobrenadante y las células hematopoyéticas
aisladas de este modo se resuspenden de nuevo en 10 ml de tampén RBL, entonces se centrifuga a 1800 rpm
durante 5 min. Las células se resuspenden en 1 ml de 1x DPBS y se transfieren en un tubo de 1,5 ml, se lavan dos
veces en 1x DPBS, y finalmente se resuspenden a una concentracién de 15000-25000 células/ul. 1,5 ul de la
suspension obtenida de este modo se cargan en el pocillo de entrada del microcanal de cada dispositivo
microfluidico.

[0102] 20 pl de metanol fijador de Carnoy (SIGMA)/acido acético (Carlo Erba) 3:1 se anaden en el pocillo de
entrada y se dejan difundirse en el interior para fijar las células. Después de 2 min se fijan las células. Los
microcanales se someten entonces al procedimiento de tension de corte prolongada ilustrado en el ejemplo 6. Los
resultados de la prueba se representan en la figura 5: el nUmero de células retenidas sobre el dispositivo de la
invencién oscila entre aproximadamente 1,8 y 2,5 veces el nimero de células retenidas sobre dispositivos de
comparacion.

EJEMPLO 8

[0103] Este ejemplo trata de la comparacién del funcionamiento de dispositivos de la invencion en los que la
pelicula de ns-TiO; se trata posteriormente o no después de la deposicién.

[0104] La cara funcionalizada de un portaobjetos producida como se describe en el punto a) del ejemplo 1 se
somete a un tratamiento por oxigeno de plasma durante 150 segundos a 100 W.

[0105] El portaobjetos tratado posteriormente de este modo, y un portaobjetos no tratado posteriormente, se
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ensamblan con almohadillas de PDMS como en el ejemplo 1, y entonces se someten al procedimiento del ejemplo 6,
usando en este caso células fijadas (U937) como muestra de prueba. Los resultados de la prueba se notifican en la
figura 6, y muestran que ambos dispositivos de la invencion presentan alta retencion de células, pero en el caso de
la pelicula de ns-TiO. tratada posteriormente, éstas estan distribuidas de manera mas uniforme a lo largo de la
superficie correspondiente a la parte inferior del microcanal. Esto favorece la interpretacion de datos.

EJEMPLO 9

[0106] Este ejemplo trata de la realizaciéon de un ensayo completo de protocolo de FISH usando un dispositivo
microfluidico de la invencién.

[0107] Un dispositivo microfluidico preparado de acuerdo con el ejemplo 1 se usa para realizar un ensayo de FISH
de acuerdo con el protocolo de la invencién.

[0108] Una alicuota de células de U937 (Coleccidon Americana de Cultivos Tipo ATCC) se centrifuga a 600 g
durante 5 min y se suspende en 1x DPBS a 37 °C hasta una concentracion celular de 10000 células/pl.

[0109] La suspension celular se pipetea manualmente al dispositivo usando una pipeta de laboratorio convencional
y se deja incubar durante 4 min.

[0110] Se afade un agente de inmovilizacién que comprende un alcohol y un acido carboxilico débil
(metanol/acido acético 3:1) y se permite que se produzca la inmovilizacién durante 2 min; entonces, se realiza la
aspiracion con una bomba de vacio. 30 pl de 2x solucién SSC (preparada a partir de solucién madre concentrada de
20x SSC, NaCl 3,0 M, citrato de sodio 0,3 M) precalentada a 37 °C se pipetea en el microcanal y se deja producirse
la incubacion durante 15 min sobre una placa calentada a 37 °C.

[0111] Después de la incubacion, se pipetea una solucidén que contiene pepsina al 0,005 % y entonces se incuba
en el microcanal durante 15 min sobre una placa calentada.

[0112] La solucién de pepsina se bombea, se pipetea 1x DPBS (solucién salina tamp6n fosfato, Lonza Group), se
deja incubar durante 5 min, entonces se incuba una solucién que contiene formaldehido (para 50 ml de solucién: 1,3
ml de formaldehido al 37 %, 0,23 g de MgCl,, 48,7 ml de PBS) durante 5 min, se lava con 1x DPBS y se deja incubar
durante 5 min. DPBS se bombea fuera del microcanal, que se deja secar.

[0113] Una serie de soluciones al 70 %, 85 % entonces el 100 % de etanol se pipetea secuencialmente y se incuba
cada una durante 1 min.

[0114] Se pipetea una solucién de desnaturalizacién (para 50 ml de solucién: 35 ml de formaldehido al 37 %, 5 ml
de 20x SSC, 10 ml de H20 a pH 7-8) precalentada a 73 °C, permitiendo la incubacién durante 5 min sobre una placa
calentada a 73 °C.

[0115] El dispositivo se retira entonces de la placa y se deja enfriar, después de lo cual se bombea hacia fuera la
solucion de desnaturalizacion y se repite el tratamiento con soluciones de etanol.

[0116] EI dispositivo se coloca sobre una placa calentada a 45 °C y se retira completamente el etanol mediante
bombeo durante aproximadamente 1 min.

[0117] EIl dispositivo se retira de la placa calefactora y se carga una sonda desnaturalizada marcada con Cy3. El
microcanal se sella entonces con una gota de aceite mineral (Sigma) y se permite la incubacion durante la noche
sobre una placa mantenida a 37 °C.

[0118] Después de la incubacion la almohadilla se separa del portaobjetos: el portaobjetos de vidrio se lava
entonces 2 min en una jarra Coplin con una solucién que contiene 0,4x SSC y NP40 al 0,3 %, precalentada a 73 °C;
entonces durante 1 min con una solucién que contiene 2x SSC y NP40 al 0,1 % a TA. Al final el portaobjetos se deja
secar al aire durante 1 min.

[0119] Entonces se aplica un cubreobjetos de vidrio con una solucién que contiene DAPI (4,6-diamidino-2-
fenilindol, SIGMA).

[0120] El portaobjetos estd de este modo listo para usarse para adquirir imagenes con un objetivo 100X de
inmersidn en aceite (véase la figura 7 y la figura 8).

[0121] La figura 7 muestra la deteccion precisa sobre nucleos celulares de cromosoma X mediante sonda
especifica de locus marcada con Cy3 (véanse dos puntos brillantes/nicleo), mediante FISH, confirmando el
funcionamiento eficaz de la prueba, incluso usando sondas de secuencia de baja abundancia para la deteccién
gendmica.
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[0122] La figura 8 muestra la deteccidn precisa sobre nucleos de cromosoma X mediante sonda especifica de
centromero marcada con Cy3 (véanse dos puntos brillantes/nucleo), mediante FISH, confirmando adicionalmente el
funcionamiento éptimo de la prueba.
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REIVINDICACIONES

1. Un dispositivo microfluidico que comprende un portaobjetos y una parte en la que esta presente al menos una
ranura, siendo dicha parte una almohadilla blanda de silicona, neopreno o polidimetilsiloxano (PDMS) y estando
acoplada de manera reversible al portaobjetos, siendo dicho portaobjetos y dicha parte tales que mediante su unién
se forma un microcanal, no extendiéndose dicho microcanal a lo largo de toda la longitud de la parte en la que esta
presente y accediéndose al mismo desde la superficie superior del dispositivo a través de orificios de paso,
caracterizado por que al menos la zona sobre la superficie de dicho portaobjetos orientada hacia dicho microcanal
esta funcionalizada con una pelicula de 6xido de metal nanoestructurado hidréfilo y por que dicho éxido se trata con
plasma para obtener un angulo de contacto no superior a 10°.

2. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho 6xido de metal nanoestructurado
esta constituido por nanoparticulas con una distribucién de tamafio que cubre el intervalo desde aproximadamente 2
hasta aproximadamente 50 nm y centrado dentro de 5y 15 nm.

3. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho 6xido se selecciona entre 6xido de
Ti, 6xido de Zn u éxido de Zr.

4. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha pelicula tiene un grosor
comprendido entre 20 nm y 200 nm.

5. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicha pelicula tiene un grosor
comprendido entre 40 nm y 60 nm y una rugosidad superficial comprendida entre 5y 15 nm.

6. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el 6xido de metal nanoestructurado tiene
una estructura porosa con una densidad de masa de desde aproximadamente 1/2 hasta aproximadamente 1/10, de
la densidad de masa del 6xido a granel correspondiente.

7. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el 6xido es éxido de Ti con una densidad
de masa de aproximadamente 1/7 de la densidad de masa de TiO» denso, banda prohibida 6ptica entre 3,2y 3,6 eV
e indice de refraccién entre 1,6 y 1,8.

8. Un dispositivo microfluidico de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha pelicula se deposita mediante
técnica de PMCS.

9. Uso del dispositivo microfluidico de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en un ensayo analitico
basado en fluorescencia.

10. Uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que dicho ensayo es un ensayo de FISH.

11. Uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho ensayo de FISH se lleva a cabo de acuerdo con un
protocolo que comprende las etapas de:

a) cargar una muestra celular en el microcanal del dispositivo microfluidico de las reivindicaciones 1 a 8;
b) dejar incubar las células;

) fijar las células con una solucién de un alcohol y un acido carboxilico débil;

) lavar con SSC;

) lavar con una solucién de pepsina;

f) fijar posteriormente con una solucion de formaldehido;

) afadir una serie de soluciones de etanol;

h) afadir una solucién de un agente desnaturalizante;

i) repetir la etapa g) una vez;
j)
1)

c
d
e
g

j) afadir la sonda marcada y dejar incubar;

k) eliminar la parte que aloja el microcanal del portaobjetos;
lavar con una solucion que comprende SSC y NP40,

estando la muestra celular en forma de una suspensién celular.

12. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dicha suspension celular es una suspension de células no
adherentes.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que dichas células no adherentes son células vivas.

14. Uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que dichas células son células fijadas.
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