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DESCRIPCION
Dispositivo de deteccidn, y sistema de deteccién y método de deteccion que usan el mismo
Antecedentes de la invencién
Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a un dispositivo de deteccion, a un sistema de deteccién y a un método de
deteccidon para nanorendijas biofuncionalizadas combinadas con microscopia de fluorescencia para estudios de
cinética de deteccidn ultrarrapida de moléculas marcadas pero con una configuracion sencilla/de bajo coste.

Técnica relacionada

La monitorizacion de la cinética de interacciones proteicas ofrece percepciones fundamentales de sus funciones
celulares y es una clave vital en el desarrollo de posibles pruebas de diagnoéstico y tratamiento bioterapéutico. La
resonancia de plasmoén superficial (SPR) y el microequilibrio de cristales de cuarzo (QCM) son una tecnologia
comercializada actualmente convencional usada de manera rutinaria en el campo de las ciencias de la vida y
farmacéutica, que ofrecen una deteccion en tiempo real de interacciones biomoleculares sin el requisito de
marcadores. Sin embargo, estas técnicas requieren una superficie de detector especializado de alto coste y la
integracion de componentes Opticos y mecanicos, lo que a su vez aumenta los costes globales del ensayo y
complica la configuracion instrumental.

Mas especificamente, la resonancia de plasmoén superficial (SPR) requiere una superficie de detector de alto coste y
una configuracion sofisticada. La SPR carece de resolucion espacial y es cara/complicada de implementar, tiene una
baja sensibilidad (~nM), una cantidad mucho mayor (~1000X) de consumo de reactivos (10 pl), una baja capacidad
de multiplexacion, un alto coste del chip de SPR (~300 $/chip). El QCM (microequilibrio de cristales de cuarzo) no
tiene resolucion espacial y tiene baja sensibilidad. Ademas, el QCM no tiene capacidad de multiplexacion y requiere
una mayor cantidad de consumo de reactivos y un alto coste del chip (~100 $/chip).

La TIRFM (microscopia de fluorescencia de reflexion interna total) requiere un aparato complicado, una mayor
cantidad de consumo de reactivos. Los detectores bioelectronicos integrados implican una electrénica o un
procedimiento de fabricacion complicados.

Las plataformas tipicas descritas anteriormente tienen una baja sensibilidad (intervalo de nM) y no son adecuadas
para una pequefia cantidad de consumo de muestra.

El tiempo que se tarda en detectar biomoléculas especificas en una muestra esta limitado principalmente por la
sensibilidad del detector y el tiempo que tardan el nimero mas bajo de moléculas que pueden detectarse en
alcanzar el detector. Aunque ahora esta disponible una amplia gama de dispositivos muy sensibles (detectores
electroquimicos, detectores o6pticos...), cuando se trabaja con areas de deteccién pequefias y muestras de
concentracion baja, el tiempo de difusién es el factor limitante principal para la mayoria de las plataformas de
deteccién microfluidicas. Por tanto, superar la difusion es ahora obligatorio con el fin de lograr una deteccién
ultrarrapida. Las soluciones técnicas usadas en sistemas de analisis micrototales, o microTAS, y las tecnologias de
microoalinamientos consisten en usar flujo de conveccion y alternativo en microcanales o nanocanales, en el
mezclado de la disolucién, y en el aumento local de la concentracion de biomoléculas, por ejemplo, por medio de
dielectroforesis. Aunque el tiempo de deteccion puede reducirse de varias horas a varios minutos usando estos
métodos, la desventaja principal de la mayoria de estos métodos es que su implementacion puede suponer un
desafio con procedimientos de fabricacion altamente complejos.

El documento US 2004/005582 A1 describe métodos y sistemas de microflujo de desorcidon bioespecificos que
emplean elementos unidos previamente inmovilizados de un par de unién que se usan en la deteccion de analitos en
muestras, la identificacion de sitios de unién y el estudio de interacciones bioespecificas y sus inhibidores en células
intactas, membranas celulares, organulos celulares, fragmentos celulares, proteinas y otros biopolimeros. El canal
de reaccion de microflujo esta en conexion de fluido con uno o mas depésitos que tienen cada uno un medio para
transportar fluidos o muestra a un canal de microflujo que tiene un par de unién unido previamente. Las moléculas
marcadas desorbidas bioespecificamente pueden detectarse y cuantificarse de manera continua en linea.

El documento WO 2014/075016 A1 describe un dispositivo microfluidico para determinar si un analito esta presente
en una muestra que se proporciona. El dispositivo microfluidico incluye una trayectoria de flujo alargada que tiene un
medio polimérico, en donde el medio polimérico incluye un primer dominio de detecciéon de analitos que tiene un
primer elemento de captura inmovilizado que se une especificamente a un primer analito y un segundo dominio de
deteccién de analitos que tiene un segundo elemento de captura inmovilizado que se une especificamente a un
segundo analito.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701832713

El documento WO 2012/118433 A1 describe un método de deteccidon de una pluralidad de muestras de fluido para
determinar la presencia de analitos que pueden unirse especificamente a un ligando inmovilizado sobre una
superficie de deteccion de un detector, en el que se producen curvas de respuesta respectivas que representan el
progreso de cada interaccion con el tiempo, comprende someter un conjunto de curvas de respuesta resultantes a
un procedimiento de evaluacién que comprende determinar para cada curva de respuesta una clasificacion de
aglutinante basandose en al menos dos caracteristicas relacionadas con la union de la curva de respuesta,
identificar curvas de respuesta para las que la clasificacion de aglutinante se desvia significativamente de la de las
curvas de respuesta restantes como grupo y clasificar estas curvas de respuesta que se desvian como que
representan analitos de la muestra que son parejas de union para el ligando.

El documento WO 2004/050247 A1 describe una disposicién microfluidica que comprende A) varios dispositivos
microfluidicos y B) un instrumento que comprende un motor giratorio y un elemento rotatorio dispuesto de manera
que el flujo de liquido puede estar impulsado por la fuerza centrifuga en cada uno de los dispositivos haciendo girar
el.

El documento WO 2011/134915 A1 describe un método para detectar y cuantificar un analito en un liquido de interés
usando un sustrato solido cuya superficie incluye al menos una zona activa sobre la que se inmoviliza al menos una
sonda que puede unirse a dicho analito, y una disoluciéon que contiene al menos un reactivo secundario que puede
unirse al analito, incluyendo dicho método una etapa de recirculacion de dicha disolucién para colocar la misma en
contacto con la superficie de nuevo, y en particular con la zona activa al menos una vez mas. La presente invencién
se refiere asimismo a un dispositivo que puede implementarse en el marco de un método de este tipo.

Sumario de la invencion

Para hacer avanzar el estado de la técnica, la presente invencion ha presenciado una notable investigacion y
desarrollo de dispositivos micro y nanofluidicos novedosos, que permiten el andlisis de moléculas individuales, la
clasificacion de células, la separacion de ADN y la deteccion de proteinas multiplexada rapida. La combinacion de
nanofluidica con una tecnologia de biodetector avanzada abre nuevos caminos para diagnosticos clinicos en el
punto de atencion particularmente debido a su capacidad para integrar tales dispositivos en un laboratorio en un chip
ya que las dimensiones se reducen. Los biodetectores basados en nanofluidica reducen predominantemente el
consumo de reactivos bioldgicos costosos con velocidad de analisis potenciada gracias al acortamiento de la
distancia de difusidon entre moléculas de sonda inmovilizadas y analitos que fluyen en canales confinados.

Para lograr lo anterior, la presente invencién da a conocer un dispositivo de deteccion aplicado a una molécula de
analito de una muestra liquida y un flujo de tampdn, que comprende: al menos una primera entrada, al menos una
segunda entrada, un canal de microflujo y al menos un elemento de inmovilizacién. La primera entrada es para
introducir la muestra liquida. La segunda entrada es para introducir el flujo de tampén. El canal de microflujo se
comunica con la primera entrada y la segunda entrada. El elemento de inmovilizaciéon es para inmovilizar una
molécula de deteccidn para la molécula de analito y el flujo de tampén en el canal de microflujo.

En una realizacion de la presente invencion, la molécula de detecciéon puede generar una reacciéon de asociacion
con la molécula de analito de la muestra liquida, y generar una reaccion de disociacion con la molécula de analito y
el flujo de tampdn en sentido inverso.

En una realizacién de la presente invencion, el canal de microflujo tiene una longitud suficiente para que la reaccion
de asociacion de la molécula de deteccién y la molécula de analito pueda observarse.

En una realizacién de la presente invencion, la reaccién de asociacién de la molécula de deteccion y la molécula de
analito presenta fluorescencia.

En una realizacién de la presente invencion, la molécula de deteccion y la molécula de analito de la muestra liquida
generan la reaccion de asociacion tras fluir la muestra liquida al interior del canal de microflujo, luego la molécula de
deteccién y la molécula de analito generan la reaccion de disociacion tras fluir el flujo de tampdn de manera inversa
al interior del canal de microflujo, concretamente, un flujo inverso con respecto a la reaccién de asociacion.

En una realizacion de la presente invencion, el dispositivo comprende ademas un sustrato y una cubierta. El sustrato
tiene una pluralidad de ranuras correspondientes a la primera entrada, la segunda entrada y el canal de microflujo.
La cubierta se orienta hacia las ranuras y se combina con el sustrato, en el que la cubierta y las ranuras forman la
primera entrada, la segunda entrada y el canal de microflujo. El elemento de inmovilizacion se dispone sobre la
ranura correspondiente al canal de microflujo

En una realizacion de la presente invencién, el material del sustrato comprende silicio, diéxido de silicio, vidrio y/o
plasticos, el material de la cubierta comprende polidimetilsiloxano, polidimetilsiloxano duro, polisilsesquioxano (PSQ)

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701832713

y/o plasticos en forma desnuda o recubiertos sobre un portaobjetos de vidrio, y el elemento de inmovilizaciéon se
forma mediante tratamiento de superficie sobre el sustrato con parche de oro, vidrio o plasticos.

En una realizacion de la presente invencion, la muestra liquida fluye a lo largo de un primer sentido que se extiende
desde la primera entrada hasta la segunda entrada, y el intervalo de la longitud del canal de microflujo entre la
primera entrada y la segunda entrada es de entre 100 um ~ 5 cm, el intervalo de la distancia promedio entre el
sustrato y la cubierta es de entre 50 nm ~ 10 um y el intervalo de la longitud del elemento de inmovilizacién en el
primer sentido es de entre 1 um y la longitud de canal de microflujo completo.

En una realizacion de la presente invencion, el dispositivo comprende ademas un recipiente que se comunica con la
segunda entrada para almacenar el flujo de tampon.

En una realizacién de la presente invencion, el canal de microflujo comprende una pluralidad de nanorendijas.

Para lograr lo anterior, la presente invencion da a conocer un sistema de deteccion que comprende un dispositivo,
un generador de flujo, una unidad de control de flujo, una unidad de captura y una unidad de computacion. El
generador de flujo se conecta con la primera entrada y la segunda entrada. La unidad de control de flujo controla el
generador de flujo para generar flujo desde la primera entrada hasta la segunda entrada para impulsar la muestra
liquida o el flujo de tampodn para que fluya al interior del canal de microflujo. La unidad de captura capta al menos
una imagen procedente del canal de microflujo. La unidad de computaciéon genera un resultado de deteccion segun
la imagen.

En una realizacién de la presente invencion, el generador de flujo incluye uno o mas de los siguientes: bomba de
presion o bomba de capilaridad para flujo impulsado por presion, flujo inducido por gradiente térmico o bomba
electrocinética para flujo electroosmatico.

En una realizacion de la presente invencion, la unidad de captura capa imagenes de periodos de tiempo del canal de
microflujo para la reaccién de asociacion y capta un segundo conjunto de imagenes de periodos de tiempo del canal
de microflujo para la reaccion de disociacion, y la unidad de computacion utiliza la cinética de asociacion y cinética
de disociacion para generar el resultado de deteccién segun las primeras imagenes de periodos de tiempo y las
segundas imagenes de periodos de tiempo.

Para lograr lo anterior, la presente invencion da a conocer un método de deteccion que comprende las siguientes
etapas: impulsar la muestra liquida al interior del canal de microflujo desde la primera entrada para asociar la
molécula de analito de la muestra liquida con la molécula de deteccion; impulsar el flujo de tampdn al interior del
canal de microflujo desde la segunda entrada para disociar la molécula de analito de la molécula de deteccion; y
generar un resultado de deteccién como sensograma segun el resultado de asociacion y el resultado de disociacion.

En una realizacién de la presente invencion, la etapa de generacién comprende ademas: obtener una informacion de
cinética de asociacién segun el resultado de asociacién; obtener una informacion de cinética de disociacion segun el
resultado de disociacién; y obtener el resultado de deteccion segun la informacion de cinética de asociacion y la
informacién de cinética de disociacion.

En una realizacion de la presente invencion, la etapa de generacion comprende ademas: analizar una intensidad de
fluorescencia a partir del resultado de asociacion para obtener informacion de cinética de asociacion; analizar otra
intensidad de fluorescencia a partir del resultado de disociacién para obtener una informacién de cinética de
disociacién; obtener el resultado de deteccion segun la informacion de cinética de asociacién y la informacion de
cinética de disociacion.

En una realizaciéon de la presente invencion, el método de deteccion comprende ademés las siguientes etapas:
impulsar una disolucion de regeneracion al interior del canal de microflujo; enjuagar el canal de microflujo con la
disolucion de regeneracion; y retirar la disolucidon de regeneracion del canal de microflujo.

La presente invencion proporciona un dispositivo de deteccion, y un sistema de deteccion y un método de deteccion
que son de manera practica rendijas nanofluidicas biofuncionalizadas aplicadas con técnicas de microscopia de
fluorescencia clasicas, que proporcionan una plataforma de biodeteccion sencilla, de bajo coste pero eficaz para
estudios cinéticos. El dispositivo de deteccion incluye un canal cuya profundidad se reduce hasta el intervalo
submicrométrico, proporcionando por tanto las siguientes ventajas de la presente invencion: (1) la reduccién drastica
de la longitud de difusion permite el funcionamiento en un régimen de reaccion limitada con eficacia de captura de
dianas optimizada. Por tanto, todas las moléculas de analito inyectadas en el dispositivo de deteccion se analizan, y
el estudio de disociacion puede implementarse de manera sencilla tras la finalizacion de la fase de asociacion
reservando el flujo de fluido dentro del canal en lugar de inyectar nuevo tampén en la entrada, lo que da como
resultado un protocolo de funcionamiento simplificado y un tiempo de analisis reducido; (2) una reduccion del
volumen de muestreo permite que el dispositivo examine directamente el elemento de inmovilizacion con
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microscopios de fluorescencia convencionales sin la necesidad de usar configuraciones complicadas y caras, tales
como SPR, TIRFM o QCM; (3) la razén de sefial con respecto a ruido es inversamente proporcional a la altura del
canal: canales submicrométricos ofrecen por tanto una razén de sefial con respecto a ruido de al menos 100 en una
escala grande de constante de disociacion Kp, desde el intervalo pM hasta el intervalo sub-uM, que incluye la
mayoria de las moléculas de interés.

Ademas, el dispositivo de deteccion, el sistema de deteccion y el método de deteccion de la presente invencion
permiten un area de muestreo grande de varios pixeles garantizando errores estadisticos mucho mas reducidos
(precision superior) que plataformas de deteccion no resueltas espacialmente. De manera mas importante, la
microscopia de fluorescencia ofrece un limite de detecciéon por debajo del pM sin efecto de la masa del analito,
permitiendo por tanto el dispositivo de deteccién y el método de deteccion interacciones de muy alta afinidad y
moléculas pequefas.

La presente invencion soluciona los problemas de la técnica anterior proporcionando: (1) un tiempo de ensayo
cinético acortado debido a la operacion de flujo invertido al tiempo que puede lograrse un mayor nivel de sensibilidad
de deteccion con una configuracidon muy sencilla, (2) captura de dianas eficaz para el analisis de muestras
minusculas, y (3) cinética de reaccion/unién resuelta espaciotemporalmente que permite un bajo error estadistico.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se entendera mas completamente a partir de la posterior descripcion detallada y dibujos
adjuntos, que se facilitan a modo de ilustracion solo, y por tanto no son limitativos de la presente invencién y en los
que:

la figura 1A es una representacion esquematica de un dispositivo de nanorendijas biofuncionales usado en
el estudio cinético de proteinas. Se inmovilizan moléculas de sonda de receptor sobre el elemento de
inmovilizacién (superficie de deteccién) ubicado en el fondo del nanocanal. Se introducen moléculas diana
marcadas con fluorescencia desde la entrada por medio de cualquier clase de flujo introducido para
interaccionar con el detector con sonda inmovilizada. La reaccion cinética de union de proteina-ligando se
monitoriza en tiempo real usando microscopia de fluorescencia.

La figura 1B es un sensograma tipico del analisis cinético realizado en el dispositivo nanofluidico de la
figura 1. Durante la fase de asociacion, el analito fluido se une a las moléculas de receptor inmovilizadas
sobre la superficie del detector, dando como resultado un aumento en la intensidad de fluorescencia. Tras
alcanzar el equilibrio, en donde la velocidad de asociacion es igual a la velocidad de disociacion, se
introduce una disolucion tampoén desde un sentido invertido en el canal y se permite que el complejo de
receptor-analito se disocie. En la etapa de regeneracion, se usa una disoluciéon de regeneracién durante un
corto periodo de tiempo para alterar la unidn y regenerar el receptor libre para el siguiente ciclo de
medicion.

La figura 2 es un modelo bidimensional usado en la simulaciéon de elementos finidos de inmunorreaccién
heterogénea en un canal nanofluidico con una longitud de canal (L) de 500 pm y una altura de canal (H) de
450 nm, que contiene un area de deteccion de 50 um de longitud (W) en el fondo del canal. Se introduce el
analito con una concentracién de Co en el canal desde la entrada izquierda con una velocidad de flujo de
fluido (v). Se transportan moléculas de analito a lo largo de la longitud del canal en sentido x mediante el
flujo por conveccion. Se permite que se difundan libremente en todas las direcciones y se capturen por
moléculas de sonda inmovilizadas sobre la zona de reaccion con una densidad de sonda en superficie (bm).
Se definen las cinéticas de interacciones bioespecificas por sus velocidades de asociacion (ka) y
velocidades de disociacion (kg).

La figura 3 son diagramas que ilustran un procedimiento de encapsulacion de nanorendijas biofuncionales y
conexiones fluidicas. La disolucién de analito se introduce desde una entrada mientras que la otra entrada
se usa para la inyeccidén de tampodn, permitiendo el estudio de las fases de asociacion y disociaciéon de
inmunoreacciones en un unico experimento por medio de la manera de flujo de tampdn invertido.

La figura 4 muestra ilustraciones esquematicas (no a escala) de dos arquitecturas de funcionalizaciéon de
superficies en detectores de oro usados para estudio cinético de proteinas en nanorendijas. (a) El modelo |
muestra la interaccion estreptavidina-biotina sobre superficie modificada con tiol biotinilado al 1%; (b) el
modelo Il muestra la interaccion IgG de ratdén anti-conejo/IgG anti-ratén por medio de la unién biotina-
estreptavidina sobre superficie modificada con tiol biotinilado al 10%. El compuesto de tiol terminado en
hidroxilo actia como espaciador para reducir la adsorcion no especifica de proteinas sobre superficies de
oro. También se muestra la fotografia del dispositivo de nanorendijas fabricado.

La figura 5A muestra respuestas de detector en tiempo real de la interaccion estreptavidina-biotina medida

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701832713

en nanorendijas biofuncionales. La curva cinética obtenida a partir de cada concentracion se atribuye a la
medicidn de un dispositivo nanofluidico diferente (las barras de error: errores estandar). Se normalizaron las
respuestas del detector a la intensidad de fluorescencia relativa y se ajustaron con el modelo de
computacion basandose en el método de elementos finitos y modelo bien mezclado suponiendo una
interaccion 1:1 de Langmuir sencilla. Las lineas negras (-) y (----) representan las curvas predichas a partir
del mejor ajuste de la simulacién de elementos finitos y modelo bien mezclado, respectivamente. Debido a
un tiempo de respuesta largo, también se representa graficamente una curva de union de la concentracion
mas baja de estreptavidina (10 nM) por separado en la figura del recuadro.

La figura 5B es un grafico de las constantes de velocidad aparente (Ksp) determinadas a partir del ajuste de
minimos cuadrados no lineal en funC|on de la concentracién de estreptavidina. El grafico muestra
tendencias lineales con un valor de R? de 0,9903.

La figura 6A son instantaneas de imagenes de fluorescencia tomadas durante los procesos de asociaciéon y
disociacion tras la inyeccion de IgG de ratdén anti-conejo con Alexa Fluor-647 (3 nM) en nanorendija
modificada con anticuerpo anti-ratén. La fase de disociacion se logra simplemente invirtiendo del flujo de
liquido dentro del nanocanal tras el final de la fase de asociacion.

La figura 6B muestra respuestas del detector en tiempo real de la interaccion IgG de raton/IgG anti-raton
medida en nanorendija biofuncional a diversas concentraciones de analito que oscilan entre 0,46 nM y
15 nM (las barras de error: errores estandar). Se normalizaron los datos a la intensidad de fluorescencia
relativa y se ajustaron con tres modelos diferentes: (1) simulaciéon de elementos finitos, (2) modelo bien
mezclado y (3) ajuste global-local mediante el paquete de software BlAevaluation, suponiendo una
interaccion 1:1 de Langmuir sencilla. Las lineas negras (-), () y (- ) representan las curvas predichas a
partir del mejor ajuste de simulacion de elementos finitos, modelo bien mezclado y ajuste global-local,
respectivamente. También se muestran graficos de tiempo frente a residual para todas las concentraciones.

La figura 6C muestra un grafico de constantes de velocidad aparente (Kap) en funcion de la concentracién
de 1gG de ratén, que muestra tendencias lineales con un valor de R? de 0,9959.

La figura 6D muestra sensogramas de la cinética de union de 1gG de raton/IgG anti-raton obtenidos a partir
de la medicién de SPR analoga. Se ajustaron las curvas cinéticas usando un modelo de analisis global 1:1
a partir del paquete de software BIAevaIuatlon (linea negra). Se encuentra que las velocidades de
asociacion y disociacion son de 7,3x10° M s™ con SE de 3,0x10° y 1,9x10* s con SE de 8,0x310°,
respectivamente.

La figura 7 muestra los cambios de intensidad de fluorescencia con el tiempo tras la introduccion de
diferentes concentraciones de diana de IgG de ratdn anti-conejo con Alexa Fluor-647 (mlgG-AF 647) que
oscilan entre 0 pM (tampén libre de analito) y 100 pM en nanorendija inmovilizada con IgG anti-ratéon (las
barras de error: errores estandar).

La figura 8 es un diagrama esquematico de la fabricacion de nanorendijas biofuncionales y el procedimiento
de encapsulacion del chip.

La figura 9 es una presentacion esquematica del ensamblaje del chip basandose en flujo impulsado por
presion. El chip fluidico se coloca boca abajo en un soporte de junta realizado de aluminio, en el que se
ubica una pieza de teflén que consiste en cuatro depdsitos sobre la parte superior del chip fluidico, y se usa
una entrada de presion realizada de teflon para sellar todo el sistema y conectarlo a un controlador de
presion con la ayuda de una junta térica y tornillos de teflén en cada superficie de contacto para evitar
fugas.

La figura 10 muestra la extraccién de constantes cinéticas para la interaccion estreptavidina-biotina. Los
datos experimentales de diversas concentraciones de estreptavidina (10, 30, 50 y 100 nM) (x) se
representan graficamente con las curvas simuladas (-) obtenidas a partir del modelo de computacién de
elementos finitos a constantes de velocidad de asociacién y disociacion diferentes. La densidad de sonda
en superficie y la velocidad de flujo se mantienen iguales en todos los casos. Las constantes de velocidad
extraidas se determinaron a partir del mejor ajuste de las curvas de union predichas a los datos
experimentales por medio del coeficiente de determinacion.

La figura 11 muestra la repetibilidad del biodetector de nanorendija para multiples detecciones de IgG de
ratén anti-conejo con Alexa Fluor-647 5 nM (mIgG-AF 647). Los graficos representan la intensidad de
fluorescencia normalizada en funcién del tiempo para tres experimentos repetidos durante ensayos
cinéticos en el mismo dispositivo (las barras de error: errores estandar). Se obtuvieron los datos a partir de
la misma area (10x10 pixeles) sobre la superficie del detector de oro. Se regenerd el detector con la
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disolucidon de regeneracion (glicina-HCI 10 mM pH 2,0) y se enjuagdé concienzudamente con disolucién
tampon antes de realizar el siguiente ciclo de medicion. Se calculd que la desviacion estandar relativa era
del 2,28%.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion resultara evidente a partir de la siguiente descripcion detallada, que se realiza con referencia
a los dibujos adjuntos, en los que las mismas referencias se refieren a los mismos elementos.

La presente invencion proporciona una plataforma de inmunobiodetector basada en nanofluidica rapida y rentable
para la medicién cinética en tiempo real de la unién proteina-proteina, que no es para limitar el sentido. Con la
combinacién de un sistema de deteccion de fluorescencia de sobremesa convencional y un flujo de tampén
invertido, puede accederse a las cinéticas tanto de asociacién como de disociaciéon en un Unico experimento sin
etapa de carga de tampodn de enjuague, que es generalmente poco practica para inmunoensayos basados en
microfluidica tipicos.

En la presente divulgacion, se desarrolla un modelo basado en el método de elementos finitos para cuantificar
constantes cinéticas de dos pares de unién proteina-ligando representativos: estreptavidina-biotina e IgG de
raton/lgG anti-raton. La buena concordancia de las constantes de velocidad extraidas entre los dispositivos de la
presente divulgacién y la bibliografia frente a la medicion de SPR indica que este enfoque podria aplicarse
facilmente para el estudio de las interacciones proteicas con sensibilidad por debajo de 1 pM.

La presente invencion tiene las ventajas de capacidad de multiplexacion, volumen muy pequefio de reactivo
necesario y ausencia de lavado requerido. Ademas, la sensibilidad de deteccion pude ser de tan solo ~1 pM con un
tiempo de analisis rapido (en 30 min), ventajoso en comparacién con el método de ELISA convencional y la
tecnologia actual a continuacion. Ademas, la presente invencion logra un consumo de volumen de muestra bajo de
10,5 nl, lo que se traduce en un limite de deteccidon en moles de al menos 10 zeptomoles y alta eficacia de captura
(sin pérdida de moléculas diana).

La presente invencion ofrece técnicas esenciales para el desarrollo de herramientas de diagnéstico mejoradas y
nuevos tratamientos de terapia contra enfermedades. A lo largo de las ultimas décadas, los biodetectores basados
en afinidad, que se aprovechan de la interaccion entre un analito diana libre y un receptor inmovilizado sobre una
superficie solida, han sido una solucion clave en la caracterizacion de interacciones bioespecificas. Este método
revela la informacién de afinidad y cinética de diversos acontecimientos de unién, particularmente de proteina-
ligando y acidos nucleicos.

Haciendo referencia a la figura 1A, en esta realizacion, la presente invencion proporciona un dispositivo 1 de
deteccién aplicado para detectar una muestra liquida que incluye una pluralidad de molécula de analitos,
especialmente biomoléculas (por ejemplo proteina, ADN...etc.). El dispositivo 1 de deteccidén incluye un sustrato 11
que incluye al menos un elemento 12 de inmovilizacion (area de deteccién). Una pluralidad de moléculas 13 de
deteccién se inmovilizan sobre el elemento 12 de inmovilizacién.

En términos especificos, el material del sustrato 11 incluye silicio, didéxido de silicio, vidrio y/o plasticos, y el elemento
12 de inmovilizacién se forma realizando un tratamiento de superficie con oro, tratamiento de superficie con vidrio o
tratamiento de superficie con plastico sobre parte del sustrato 11, que no es para limitar el sentido de la presente
invencién. La cantidad del elemento 12 de inmovilizaciéon se decide basandose en el requisito de experimento
practico. Por lo demas, las moléculas 13 de deteccion se eligen basandose en la especie de la molécula diana de los
analitos.

El sustrato 11 tiene una pluralidad de ranuras (figura no mostrada) que son sustancialmente micro o
nanoestructuras. El dispositivo 1 de deteccion también incluye una cubierta 14 que se orienta hacia las ranuras y se
combina con el sustrato. La cubierta 14 y las ranuras sobre el sustrato 11 forman al menos una primera entrada 15,
al menos una segunda entrada 16 y un canal de microflujo C. El elemento 12 de inmovilizacion se dispone sobre la
ranura correspondiente al canal de microflujo C. La cantidad de la primera entrada 15, la segunda entrada 16 y el
elemento 12 de inmovilizacion no son para limitar el conjunto de la presente invencion. En esta realizacién, la
cubierta 14 y las ranuras sobre el sustrato 11 forman una primera entrada 15, una segunda entrada 16 y un
elemento 12 de inmovilizacion.

En referencia a la figura 1A, el flujo de muestra liquida se introduce desde la primera entrada 15, lo que se realiza de
manera practica mediante un generador de flujo (no mostrado en la figura), para asociar la molécula de analito de la
muestra liquida con la molécula de deteccidon. La muestra liquida fluye a lo largo de un primer sentido D1 que se
extiende desde la primera entrada 15 hasta la segunda entrada 16. Se introduce un flujo de tampdén desde la
segunda entrada 16, lo que también se realiza mediante el generador de flujo mencionado anteriormente. El flujo de
tampodn fluye en un segundo sentido D2 que se extiende desde la segunda entrada 16 hasta el primer sentido 15, es
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decir, la muestra liquida y el flujo de tampdn fluyen juntos en sentidos completamente opuestos uno con respecto a
otro. Por tanto, el flujo de tampdn es un flujo invertido en contraposicion al flujo de muestra liquida.

En uso practico, el generador de flujo mencionado anteriormente incluye pero no se limita a una bomba de presién o
bomba de capilaridad para flujo impulsado por presion, flujo inducido por gradiente térmico o bomba electrocinética
para flujo electroosmético.

Haciendo referencia a la figura 1A, el intervalo de la longitud del canal de microflujo C entre la primera entrada 15 y
la segunda entrada 16 es de entre 100 um ~ 5 cm. En esta realizacién, la longitud del canal de microflujo C entre la
primera entrada 15 y la segunda entrada 16 es de 500 um. El intervalo de la distancia promedio entre el sustrato 11
y la cubierta 14 es de entre 50 nm ~ 10 um. En esta realizacion, la distancia promedio entre el sustrato 11 y la
cubierta 14 es de 450 nm.

Ademas, el intervalo de la longitud del elemento 12 de inmovilizacién en el primer sentido D1 es de entre 1 um y la
totalidad de la longitud del canal de microflujo C. En esta realizacion, la longitud del elemento 12 de inmovilizacion
en el primer sentido D1 es de 50 um.

La presente invencion proporciona ademas un sistema de deteccidon y un método de deteccion aplicados con el
dispositivo 1 de deteccion mencionado anteriormente. El sistema de deteccion incluye un dispositivo 1 de deteccién
mencionado anteriormente, un generador de flujo que se conecta con la primera entrada 15 y la segunda entrada 16,
una unidad de control de flujo que controla el generador de flujo para presionar la primera entrada 15 o la segunda
entrada 16 para impulsar la muestra liquida o el flujo de tampdén para que fluya al interior del canal de microflujo C,
una unidad de captura que capta al menos una imagen del canal de microflujo C y una unidad de computaciéon que
genera un resultado de deteccion segun la imagen. Las técnicas y los detalles de implementacion del sistema de
deteccion se han dado a conocer mediante la descripcion mencionada anteriormente y se hace referencia a los
mismos mediante el ejemplo experimental mencionado mas adelante, por tanto, en este caso, los detalles no se
repiten.

El método de deteccidn incluye las siguientes etapas: impulsar la muestra liquida al interior del canal de microflujo
desde la primera entrada para asociar la molécula de analito de la muestra liquida con la molécula de deteccion;
impulsar el flujo de tampon al interior del canal de microflujo desde la segunda entrada para disociar la molécula de
analito de la molécula de deteccién; y generar un resultado de deteccidon segun el resultado de asociacion y el
resultado de disociacion. Las técnicas y los detalles de implementacion del método de deteccion se han dado a
conocer mediante la descripcién mencionada anteriormente y se hace referencia a los mismos mediante el ejemplo
experimental mencionado mas adelante, por tanto, en este caso, los detalles no se repiten.

Haciendo referencia a la figura 1B, los dispositivos de la presente divulgacién pueden generar un sensograma
cinético completo que incluye las fases tanto de asociacién como de disociacion en un Unico experimento con una
unica inyeccion por medio de un flujo de tampdn invertido. Ademas, se desarroll6 un modelo basado en el método
de elementos finitos usando el software COMSOL multiphysics para predecir las respuestas de unién de la
inmunorreaccion dentro de las nanorendijas. Finalmente, se determinaron las constantes de velocidad de
asociacion/disociacion de interacciones proteina-ligando y se validaron los valores extraidos con los de la
bibliografia y mediciones de SPR anélogas.

Lo que viene a continuacion y las figuras adjuntas toman varios experimentos como ejemplos para describir los
detalles principales del método para detectar moléculas de analitos diana segun las realizaciones de la presente
invencion.

Experimentos

Materiales y reactivos

Se adquirié tri(etilenglicol)undecanotiol biotinilado (BAT) (HS-(CH)n-OEG-biotina) de Nanoscience Instruments
(EE.UU.). Se adquirié 11-mercapto-1-undecanol (MUD) (HS-(CH2)11-OH), albumina sérica bovina (BSA) de Sigma-
Aldrich (Francia). Se adquiri6 Tween-20 de ACROS Organics (Francia). Se adquirieron IgG anti-raton biotinilada e
IgG de ratén anti-conejo monoclonal conjugada con Alexa Fluor 647 de Jackson ImmuoResearch (RU). Se
adquirieron estreptavidina conjugada con Alexa Fluor 488 y anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con Alexa
Fluor 660 de Invitrogen, Inc. Se diluyeron todas las proteinas en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (PBS
10 mM, NaCl 0,138 M, KCI 0,0027 M, pH 7,4) adquirida de Sigma-Aldrich (Francia). Se adquirieron cinco
composiciones de productos para la preparacion de PDMS duro, copolimero de vinilo-PDMS, resina de silice Q
modificada con vinilo, platino-diviniltetrametildisiloxano, prepolimero de hidrosilano 'y  2,4,6,8-
tetrametiltetravinilciclotetrasiloxano de abcr GmbH & Co. Kg (Alemania) y Sigma-Aldrich (Francia). Todos los demas
productos quimicos eran de calidad analitica y se usaron sin purificacion adicional. Se realizaron las mediciones de
SPR en un aparato BIACORE 3000 (Biacore AB, Uppsala, Suecia) y el kit de Au-SIA se adquirié de Biacore AB. Se
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uso el limpiador de plasma Pico de Diener electronic GmbH + Co. Kg (Alemania) para la activacion de la superficie.

Disefio y fabricacién del chip nanofluidico

Haciendo referencia a la figura 8, se muestra un diagrama esquematico de la fabricacién de nanorendijas
biofuncionales y el proceso de encapsulacién del chip. Se disefi6 el chip nanofluidico en un editor de disefio grafico
CleWin4 (Wieweb software, Paises Bajos) y se imprimié sobre una mascara de cromo. El dispositivo consiste en
nanocanales paralelos, de 50 um de anchura y 450 nm de profundidad conectados por dos microcanales, de 400 um
de anchura y 5 um de profundidad. Se fabricé el chip sobre una oblea de silicio de tipo P de 100 mm con
fotolitografia convencional. Se uso la fotolitografia para definir la anchura y la longitud de nano y microcanales.

En primer lugar, se recubrié por centrifugacion un fotoprotector de ECI positivo de 2,6 um de grosor sobre una oblea
de silicio pretratada con hexametildisilazano (HMDS), se expuso a UV y se reveld, seguido por ataque con iones
reactivos (RIE) para lograr nanocanales de 450 nm de profundidad. Se realizaron los procesos similares alineando
un patron fotoprotector de microcanales sobre la oblea atacada, creando estructuras de nanorendijas y microcanales
en la misma oblea. Entonces se oxid6 térmicamente la oblea creando una capa de 6xido delgada de 200 nm para
facilitar el llenado con liquido y la unién del chip. Para inmovilizar selectivamente receptores de proteina en el fondo
de los nanocanales, se evaporé una pelicula de Cr/Au de 5/100 nm sobre la oblea de silicio atacada limpia y se
retir6. Finalmente, se taladraron los orificios de entrada/salida desde el lado posterior de la oblea mediante una
magquina de chorro de arena y se corto la oblea en los chips de silicio individuales.

Protocolo de inmovilizacion de la presuperficie y ensamblaje del chip

El protocolo de inmovilizacion de la presuperficie usado en este estudio se basa en monocapa autoensamblada
(SAM) de tioles mezclados sobre la superficie de oro. Este método ofrece una estabilidad a largo plazo,
reproducibilidad y buena orientacion de la proteina inmovilizada asi como una densidad de sonda en la superficie
deseada ajustando la razén de mezcla en las disoluciones de carga. La formacién de una monocapa bien
organizada requiere un periodo de incubacion largo (~12-48 horas). Como resultado, se eligié el protocolo de
inmovilizacién descubierto para introducir un grupo funcional biotina sobre los parches de oro estampados antes de
la encapsulacion del chip. Resumidamente, se incubaron los chips limpiados pirafia durante la noche con una
mezcla de 0,1:9,9 en moles (el 1% de BAT para modelo de union de estreptavidina-biotina) o de 1:9 en moles (el
10% de BAT para el modelo de unién de IgG de raton/IgG anti-ratén) de tiol terminado en biotina y 11-mercapto-1-
undecanol con una concentracion total de 0,5 mM en etanol absoluto, sellado bajo nitrégeno. Entonces se retiraron
los sustratos, se lavaron concienzudamente en etanol, seguido por agua desionizada para eliminar compuestos de
tiol en exceso y se secaron con nitrégeno.

Para la encapsulacion del chip, se recubri6 por centrifugacion una capa delgada de PDMS duro a 3000 rpm durante
30 s sobre vidrio de cubierta limpiado pirafia seguido por 1 hora de curado a 75°C. El vidrio de cubierta recubierto
con PDMS duro (h-PDMS) se activd mediante exposicion a oxigeno plasmatico (120 s, 35 W, 0,5 mbar de O) y
luego se colocd inmediatamente sobre una nanorendija modificada con biotina para lograr una unién covalente por
medio de union de siloxano. Entonces se coci6 el chip a 75°C durante 5 min y se cargaron 10 pl de disolucion de
tampon de bloqueo (BSA al 1% en tampodn IX PBS + Tween-20 al 0,02%) en el chip fluidico mediante fuerzas
capilares y se incubaron durante 3 horas para impedir la union inespecifica de proteinas sobre zonas de diéxido de
silicio y h-PDMS.

Haciendo referencia a la figura 9, se muestra una presentacion esquematica del conjunto del chip basado en flujo
impulsado por presién. El chip fluidico se coloca boca abajo en un soporte de junta realizado de aluminio. Se ubica
una pieza de teflén que consiste en cuatro depdsitos sobre la parte superior del chip fluidico. Se usa una entrada de
presion realizada de teflon para sellar todo el sistema y conectarlo a un controlador de presion con la ayuda de una
junta térica y tornillos de teflon en cada superficie de contacto para evitar fugas.

Finalmente, se monto el chip sobre el soporte fluidico y se conectaron los depdsitos con un sistema de controlador
de presion (MFCS-8C Fluigent, Francia) para inducir el flujo de liquido. Se disefi¢ un soporte rigido y compacto para
ensamblar el chip proporcionando la unién a los componentes fluidicos externos.

Adquisicién de datos de fluorescencia y analisis

Se obtuvieron imagenes de la cinética de union de proteinas dentro de las nanorendijas usando un microscopio
invertido (Olympus IX 70) con un instrumento iXonEM+885 EMCCD (1004x1002 pixeles activos, tamafio de pixel de
8x8 umz) de ANDOR equipado con una fuente de luz blanca (Lumencore SOLA light engine®, EE.UU.). Se
adquirieron imagenes de fluorescencia con un objetivo LCPlanF1 20x/0,40 Ph1 (Olympus Optical, Japén) y
conjuntos de filtros apropiados (U-MWIB3 de Olympus y U-M41008 de Chroma). Se empled un tiempo de exposicion
de 1 s, usando un obturador externo (Lambda SC, Shutter Instrument) disparado por la camara, para evitar el
fotoblanqueo y se llevaron a cabo todas las mediciones a temperatura ambiente.
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El dispositivo fabricado tiene varios nanocanales idénticos en paralelo. Por tanto, sélo un nanocanal se considera
como un inmunoensayo representativo de este sistema. La figura 2 muestra un esquema de la inmunorreaccion
heterogénea en un canal nanofluidico. En este trabajo, las dimensiones del nanocanal son de 450 nm de
profundidad (H) y 500 um de longitud (L). Se ubica un parche de detector de 50 um de longitud que inmoviliza
ligandos de captura en el centro del fondo del nanocanal. La entrada y salida se definen como la abertura del
nanocanal al comienzo y al final de la geometria, excluyéndose el transporte de masa en el microcanal puesto que
no hay ningun efecto sobre el perfil de velocidad de flujo dentro del nanocanal. Las moléculas de analito se
introducen desde la entrada izquierda hasta la salida derecha con una velocidad de flujo (v). Se permite que se
difundan con un coeficiente de difusion (D) y se capturen por el detector con sonda inmovilizada con constantes de
velocidad de asociacion/disociacion (ka, kq). Para los intervalos de parametros de simulacién, se usaron una
concentracién de analito a granel (Co) de 0,46-100 nM y una velocidad de flujo (v) de 155-200 um/s determinada
mediante analisis de perlas y calculo tedrico. Se obtuvo la densidad de sonda en la superficie eficaz (bm) a partir de
mediciones de SPR analogas en un intervalo de 1x10 a 4x10® mol/m? Los coeficientes de difusion (D) fueron de
7,4x10™" m¥s para la molécula de estreptavidina (53 kDa) y 1x10™"" m%s para IgG de ratén (150 kDa). Los intervalos
de constante de velocidad de asociacién ks y constante de velocidad de disociacion kq para las interacciones de
unién de estreptavidina-biotina fueron de 1,5x105 a 'I,4x106 M's™ y de 'I,0x10'7 a 8,8x10"6 3'1, respectivamente. Los
intervalos de ks y kq para las interacciones de unién de IgG de ratén/IgG anti-raton fueron de 6,0x10° a 9,0x10° M's™
y de 5,0x10* a 7,0x10* s, respectivamente. Estos intervalos de parametros cinéticos se obtuvieron a partir de
valores de la bibliografia.

Fabricacién del dispositivo y manipulacién fluidica

Los dispositivos consisten en canales microfluidicos unidos por nanocanales idénticos paralelos fabricados en oblea
de silicio usando métodos sencillos y directos que incluyen fotolitografia convencional y ataque con iones reactivos.
Una capa de 6xido delgada formada sobre el sustrato de silicio promueve una facil encapsulacion del chip y llenado
con disolucion acuosa. Comparable a una medicion de SPR, se eligié una superficie de oro para la inmovilizacion de
la sonda de biorreceptor que es selectiva para moléculas de analitos diana. Se usa comunmente elastomero de
PDMS para fabricar dispositivos microfluidicos debido a sus propiedades deseables. Sin embargo, el PDMS es poco
practico para la fabricacion de dispositivo nanofluidicos con alta razén de aspecto. Un PDMS duro, debido a una
propiedad y funcionalidad similares a PDMS pero un polimero mas reticulado o mas duro, es un material alternativo
que ofrece un médulo de Young 4,5 veces mayor que el de un PDMS convencional. Debido a su dureza, la
deformacién inducida por presién en h-PDMS puede reducirse drasticamente, conduciendo a una encapsulacion de
chip fluidico satisfactoria particularmente en dispositivos a nanoescala. Como resultado, se empled un vidrio de
cubierta recubierto con h-PDMS en lugar de un PDMS regular para evitar el colapso de los canales tras el sellado
del dispositivo en este estudio.

Se utilizé la presion positiva generada por un sistema Fluigent a lo largo de todos los experimentos para introducir
las muestras liquidas o biolégicas en nanorendijas. Se eligid6 un método de flujo impulsado por presion puesto que
puede lograrse un control del flujo preciso y una manipulacion de fluidos facil que son indispensables para un
inmunoensayo. Ademas, es sencillo de implementar y es insensible a contaminantes de superficie, fuerza i6nica y
pH en comparacion con flujo electrocinético. Basicamente, el chip nanofluidico se compone de dos microcanales
usados para introducir liquido y conectarse al aparato de fluido externo (tubos y generador de presioén) al tiempo que
se usan nanocanales rectos paralelos para realizar la cinética de unién de la interaccion proteica. Hay dos entradas
y dos salidas situadas al final de los microcanales.

Haciendo referencia a la figura 3, en experimentos cinéticos, la primera entrada se usé para introducir la muestra
liquida (disolucion de analito diana) y la disolucién tampdn se inyectd desde la segunda entrada. Basandose en esta
configuracion, la presién puede aplicarse sobre ambas entradas o bien por separado o bien simultaneamente. Como
resultado, puede lograrse un sensograma cinético completo (curvas de asociacién y disociacién) usando una
manera de flujo invertido con el fin de cambiar de disolucion de analito a disolucién tampén sin eliminar la
configuracion fluidica, lo que es comunmente poco practico en el caso de una configuracion microfluidica clasica.

Modelo I: modelo de unién de estreptavidina-biotina

Se investigaron la biofuncionalidad y compatibilidad de la modificacién de superficie descubierta en combinacién con
la técnica de unién asimétrica usando reaccién de estreptavidina-biotina basandose en flujo impulsado por presion
dentro del dispositivo nanofluidico. Para estudiar esta interaccidon biomolecular especifica, se suministré6 una
disolucién 100 nM de estreptavidina conjugada con Alexa Fluor 488 (ST-AF 488) a un canal modificado con tiol
biotinilado al 10% cargado con un tampdn de bloqueo (BSA al 1% en tampon PBS 10 mM + Tween-20 al 0,02%, pH
4) a una velocidad de flujo constante de 155 um/s durante 15 min. Tras enjuagar con tampén (tampén PBS 10 mM +
Tween-20 al 0,05%, pH 7,4) para eliminar las moléculas de estreptavidina en exceso del canal y cualquier adsorcién
no especifica sobre la superficie, se registraron imagenes de fluorescencia. Se observé un aumento significativo en
la intensidad de fluorescencia sobre los parches de detector que contenian moléculas de biotina preinmovilizadas,
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mientras que el area adyacente sobre la pared del canal permanece con intensidades de fluorescencia relativamente
bajas. También se realizdé un experimento de control (sin biotina) sobre superficies de detector modificadas con tiol
terminado en hidroxilo (un espaciador). No se observd adsorcion fisica inespecifica significativa tras la etapa de
lavado (datos no mostrados). Esto indica el reconocimiento especifico entre biotina preinmovilizada y moléculas
diana de estreptavidina que fluyen. Estos resultados confirman que las moléculas de sonda premodificadas
mantenian su biorreactividad hacia una diana especifica tras el procedimiento de encapsulacién del chip,
proporcionando una capacidad de deteccién con una alta razén de sefial con respecto a ruido y adsorcion
inespecifica disminuida.

La interaccién entre moléculas de biotina y moléculas de estreptavidina marcadas fluorescentemente que fluyen se
estudié en el nanocanal modificado con tiol biotinilado. En la figura 4A se muestra la construccion de inmovilizacién
de superficie sobre areas de deteccion. Puesto que la interaccién estreptavidina-biotina presenta de manera natural
una afinidad extremadamente alta (K = 10> M), se eligié un contenido en biotina del 1% (en moles) para modificar
la superficie de oro con el fin de minimizar el problema de la limitacién del transporte de analito y el impedimento
estérico particularmente a una alta densidad de sonda en superficie y para evitar el uso de una alta velocidad de
flujo de inyeccion lo que a su vez potencia el consumo de reactivos. La evaluacion de dos nimeros adimensionales
clave, los numeros de Peclet y Damkohler, desempefia un papel crucial en un disefio de biodetector de alto
rendimiento. Es esencial garantizar que la informacién cinética obtenida a partir de la inmunorreaccion es una
representacion verdadera de los acontecimientos de unién dentro del dispositivo nanofluidico puesto que las
constantes de unién pueden verse influidas directamente por transferencia de masa del analito diana. El niumero de
Peclet (Pe) de las condiciones experimentales con respecto a la velocidad de flujo y altura de canal de reaccion
aplicadas se calculé como préximo a la unidad (P = UnH/D, donde D es el coeficiente de difusion de biomoléculas),
lo que significa que el tiempo para que el analito se difunda por toda la altura del canal seré igual al tiempo para que
el analito se transporte sobre el detector por medio de conveccion. Tedricamente, todas las moléculas de analito en
el canal deben tener la posibilidad de interaccionar con la sonda sobre la superficie del detector, y el sistema se
aproximara al limite de la recogida completa donde Pe < 0,5. Esto dilucida un alto rendimiento de deteccién con
eficacia de unién al analito potenciada y un corto tiempo de respuesta del sistema de nanorendijas. Segun el nimero
de Damkohler calculado usando una densidad de sonda eficaz obtenida a partir de una medicion de SPR anéloga
(bm = 4x10® mol/m? ), las reacciones cinéticas se encuentran en un régimen de reaccién limitada y de difusion
limitada.

Se realizaron las mediciones cinéticas tras la modificacion con biotina sobre superficies de detector. Se introdujeron
de manera continua disoluciones de ST-AF 488 que oscilaban en concentracion entre 10 nM y 100 nM a una
velocidad de flujo constante de 155 um/s y se permitié6 que se unieran con la biotina inmovilizada sobre superficies
de detector. Se registraron las imagenes de fluorescencia en tiempo real para monitorizar el proceso de asociacion
de este acontecimiento de union especifico. Debido a la muy alta afinidad de unién y al tiempo de disociacion
excepcionalmente largo del sistema de reconocimiento de estreptavidina-biotina, se emplearon cuatro dispositivos
diferentes para medir las constantes de unién de estreptavidina en cada concentracion.

Se normalizaron las intensidades de fluorescencia y se ajustaron con los datos simulados logrados a partir del
modelo de elementos finitos. En la figura 5A se muestran las respuestas de detector relativas de la unién de
estreptavidina-biotina a diversas concentraciones ajustadas con un modelo de simulacién. Se observé que los datos
experimentales de la union de estreptavidina a baja concentracion (10-50 nM) se ajustaban bien a los datos de la
simulacion con R-cuadrado en un intervalo de 0,99. No obstante, una alta concentracion de estreptavidina (100 nM)
muestra un ajuste relativamente malo con los resultados de la simulacion (R-cuadrado = 0,95). Esto podria deberse
a varios motivos pronunciados a una alta concentracion de analito incluyendo impedimento estérico, heterogeneidad
de la superficie, union no especifica, desviacién del modelo de interaccion 1:1, etc. Para determinar la afinidad de
union basandose en un modelo computacional, se extrajeron las constantes de velocidad de asociacién y
disociacién en cada concentracion a partir del mejor ajuste de las curvas de uniéon predichas a los datos
exPenmentales (figura 10). Se determiné que la constante de velocidad de asocnac;lon promedio (ki) era de 7, 1x10°

y se observd una constante de velocidad de disociacion (kq) de O, 80x10° s a partir del mejor ajuste para
todas las concentraciones. Adicionalmente, también se aplicé una velocidad de disociacion inferior en el modelo de
simulacion, pero no hubo ningun cambio en las respuestas del detector. Como resultado la constante de disociacion
(Kp) para la interaccion estreptavidina-biotina puede estimarse como Kd < 1, 2x10™% M.

También se investigd el efecto de diversas velocidades de flujo que oscilan entre 155-465 um/s (asociadas al
niamero Pe en el intervalo de 0,94-2,8) sobre la cinética de union, sin embargo las respuestas del detector no
mostraron ninguna diferencia significativa, indicando ausencia de limitacion de transporte de masa tal como se
esperaba. Por tanto, la constante de unién también puede determinarse usando un modelo “bien mezclado” sencillo,
suponiendo una interaccion de primer orden biomolecular sencilla. La unién del analito a la superficie del detector
con una constante de velocidad de asociacion ka y una constante de velocidad de disociacion kq viene dada por b
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donde C es la concentracion de analito en disolucion a granel, C, es la concentracion del complejo unida sobre la
superficie y Cmax €s la densidad de sonda o sitios de unién sobre la superficie, lo que implica que es el valor maximo
de Cp. Este modelo se define como modelo “bien mezclado” que supone que la cinética de deteccidn esta limitada
por la velocidad de reaccién y la concentracion de analito es constante y uniforme en todas partes por encima de la
superficie del detector. La constante de tiempo aparente viene dada por Ky = kaC+kq que puede derivarse ajustando
las curvas cinéticas a la ecuacién 8. En la figura 5B se muestra un grafico de la constante de tiempo aparente en
funcién de la concentracién de analito diana. Se observa que la constante de tiempo aparente aumenta con el
aumento de la concentracién de analito. El grafico proporC|ono un ajuste lineal con una pendiente de 0,0003 y R-
cuadrado de 0,9903. Una pendlente derivada de 0,0003 nM's” da como resultado una constante de velocidad de
asociacion k, de 3,0x10° M”'s™. Este valor de ka derivado concuerda bien con el valor extraido a partir del modelo de
elementos finitos y esta dentro del intervalo notificado en la bibliografia basada en una plataforma microfluidica, lo
que confirma la validez del modelo computacional cinético para predecir las respuestas de unién de interacciones
bioespecificas.

Modelo II: modelo de unién de IgG de raton/IgG anti-ratén

Para validar adicionalmente el modelo cinético, se considera inmunoglobulina G de ratén (IgG) e IgG anti-ratén como
otro par de proteina-receptor. En la figura 4B se describe el diagrama de la arquitectura de superficie usada en el
estudio cinético para este modelo. Puentes de estreptavidina-biotina estan ampliamente implicados en la estrategia
de inmovilizacion de superficie de proteina y chips de ADN debido a su robustez frente a la temperatura y el pH. En
este estudio, se emple6é una superficie modificada con tiol biotinilado al 10% para obtener una cobertura de
superficie completa de la monocapa de estreptavidina que maximiza los sitios de unién de biotina expuestos para
receptores biotinilados adicionales tal como se notificé en otra parte. Generalmente, las moléculas de estreptavidina
actuan como elementos estructurales en el ensamblaje de la sonda de captura monomolecular organizada,
permitiendo un anclaje 6ptimo de las moléculas de sonda biotiniladas con adsorcion inespecifica minimizada de
otras biomoléculas tales como inmunoglobinas (IgG) o albumina sérica humana (HSA). Esta quimica de superfiice
optimizada es crucial para los rendimientos del biodetector.

Tras la biotinilacion de la superficie, se funcionalizé la estreptavidina sobre una capa de SAM biotinilada
introduciendo una disoluciéon 100 nM de ST-AF 488 a una velocidad de flujo constante de 155 um/s durante 15 min
hasta que se logré la saturacion, seguido por una etapa de lavado con tampdn. Posteriormente, se sometio el
detector a IgG de ratén anti-conejo biotinilada (100 nM en tampon PBS) durante 15 min y se enjuagé con disolucion
tampén durante 5 min. Se realizaron las mediciones cinéticas introduciendo diversas concentraciones de analito
diana de IgG de ratén anti-conejo conjugada con Alexa Fluor-647 (migG-AF 647) (diluido en tamp6n PBS) que
oscilan entre 0,46 y 15 nM en un chip de detector modificado con IgG anti-raton bajo velocidad de flujo continua de
200 pum/s. Se permitio que la IgG de ratén unida se disociara del receptor de superficie mediante la inyeccién de una
disolucién tampodn pura por medio de una manera de flujo invertido. Se registraron las imagenes de fluorescencia en
tiempo real para monitorizar los procesos de asociacion y disociacion dentro de la nanorendija (figura 6A). En este
estudio, se fijé el tiempo de asociacion igual para todas las concentraciones de diana permitiendo un analisis global
usando el paquete de software BlAevaluation. Se regenerd la superficie del detector inyectando la disolucion de
glicina-HCI 10 mM pH 2,0 durante un corto periodo de tiempo y se enjuagd concienzudamente con disolucién
tampon antes de realizar el siguiente ciclo de medicion. Adicionalmente, se introdujo un analito diana irrelevante (IgG
de cabra anti-conejo con Alexa Fluor-600) en la nanorendija con IgG anti-ratén inmovilizada para verificar la
interaccion inespecifica, sin embargo, no se observé ningun aumento significativo en la intensidad de fluorescencia.

Se normalizaron entonces los datos cinéticos resultantes y se ajustaron con tres modelos diferentes: i) simulacion de
elementos finitos, ii) modelo bien mezclado v iii) ajuste global-local mediante el software BlAevalulation (figura 6B).
Basandose en el modelado computacional de elementos finitos, se determinaron las constantes de velocidad de
union a partir del mejor ajuste de las curvas cinéticas predichas a los datos experimentales por medio del coeficiente
de determinacion. Puede observarse que el modelo cinético simulado describe bien el ensayo de inmunorreacciéon
en nanorendija ya que cada curva de unién experimental se ajusté de manera precisa (R- cuadrado en un intervalo
de 0,99). Se determind que la constante de velocidad de aSOC|aC|on (ka) promedio era de 8, 0x10° M7s™ y se logré
una constante de velocidad de disociacién (kq) de 6, 2x10* 5™ , proporcionando una constante de disociacion en
equilibrio Kp de 0,77 nM. Ademas, también se investigo el efecto de la velocidad de flujo sobre la cinética de union,
pero las respuestas del detector no mostraron ningin cambio significativo, indicando la ausencia de limitacién de
transporte de masa. Por consiguiente, los datos experimentales se ajustaron posteriormente al modelo analitico ‘bien
mezclado’ con el método de minimos cuadrados no lineal y se representd graficamente la constante de tiempo
aparente (Kap) en funcién de la concentraciéon de analito, proporcionando un buen ajuste con R-cuadrado de 0,9959
(figura 6C). Se estimo la desorcion del analito unido del receptor de superficie usando un decaimiento exponencial
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de primer orden. Esto da como resultado las constantes de velocidad de asociacion y disociacion de 6,0x10° M's™ y
5,56x10“ s, respectivamente. Finalmente, se examinaron los datos cinéticos usando un andlisis global-local a partir
del software BlAevaluation. Comparable a la simulacion, se encontré el mejor ajuste usando un modelo de union 1:1
de Langmuir. Se determiné que los valores promedio de ka y kg eran de 12x10° M's” con SE de 2,0x10* y
5,0x10° s con SE de 1,8x10'5, respectivamente, apoyando la validez del modelo de elementos finitos para una
buena descripcion cuantitativa de los datos cinéticos.

Para evaluar adicionalmente la plataforma, se realizé una medicion cinética en tiempo real analoga de IgG de
ratéon/IgG anti-ratén usando una configuracion de resonancia de plasmoén superficial. En la figura 6D se muestran
sensogramas que contienen informacion cinética de estos acontecimientos de union a diversas concentraciones que
oscilan entre 1,6 y 26 nM. Se utilizé el analisis global para identificar el modelo de unién y cuantificar los parametros
cinéticos usando el paquete de software BlAevaluation. Se encontr6 el mejor ajuste para todos los datos con un
modelo de Langmuir 1:1 sin influencia del transporte de masa, proporcionando ka y kq de 7,3x10° M's™ con SE de
3,OX'IO3 y 1,9x']0'4 3'1, con SE de 8,0x10-6, respectivamente. Ademas, también se realizaron mediciones cinéticas
repetidas a diferentes densidades de sonda en superficie inmovilizada para garantizar la exactitud de los parametros
cinéticos determinados a partir de los datos de unién. Las constantes de velocidad de unién estimadas eran todavia
consistentes. En resumen, la plataforma de biodetector basado en nanorendijas proporcioné constantes cinéticas
que concuerdan bien con la medicion de SPR y en el intervalo con valores de la bibliografia (tabla 1), extendiendo
por tanto la validez del modelo para cuantificar de manera precisa la cinética de unién de interacciones
biomoleculares.

Tabla 1 Comparacién de la constante de velocidad de asociacion (ka) para la unién de estreptavidina-biotina y la
unién de IgG/anti-lgG obtenida a partir de la plataforma nanofluidica biofuncional, SPR y la bibliografia.

Tabla 1
. Biodetector de nanorendijas (x10° M”'s™) 5 p a1 Bibliografia
Modelo de union FEM Bien mezclado | Globallocal | ok X10"M7s™) x10° M's™)
Estreptavidina-biotina 7.1 3,0 N/A N/A 4.,4-450
19G/IgG anti-raton 8,0 6,0 12 7,3 2,5-13

Determinacion del limite de deteccion

Para garantizar que el dispositivo puede emplearse no solo para investigar la cinética de unién de interacciones
proteina-ligando sino que también puede aplicarse como inmunodetector sobre chip altamente sensible y rapido, el
limite de deteccién (LOD) es otra caracteristica de rendimiento importante para la validaciéon. En este estudio, se
determind el limite de deteccion introduciendo diferentes concentraciones de disoluciones de analito diana migG-AF
647 en una nanorendija modificada con IgG anti-ratén y se registré la intensidad de fluorescencia. Los cambios de
intensidad de fluorescencia con la introducciéon de analito diana en funcion del tiempo se representan graficamente
en la figura 7. No se observd ningun cambio significativo en la intensidad de fluorescencia cuando se inyectd una
disolucion tampén libre de analito, mientras que la introduccion de 1 pM dio como resultado un aumento significativo
en la intensidad de fluorescencia tras 30 min (S/N~3). Con un volumen de muestra de 10,5 nl, puede determinarse
un limite de detecciéon en moles como de 10 zeptomoles. Notablemente, aumentando la concentracion de analito
hasta 10 pM, el detector puede detectar facilmente la sefial de respuesta de union en el plazo de 5 min. El valor de
limite de deteccién obtenido a partir del sistema para la deteccion de IgG de ratén es significativamente mejor que o
comparable a los formatos de inmunodeteccion microfluidicos existentes. Adicionalmente, este inmunodetector
sobre chip muestra buena repetibilidad con una desviacion estandar del 2,28% a la concentracion de analito de 5 nM
(figura 11). Ademas, el tiempo de inmunoensayo total (incluyendo las etapas de inyeccién, inmovilizacion y
deteccién) requerido para la deteccion de IgG de ratdon basandose en la unién estreptavidina-biotina para la
inmovilizacién de IgG anti-raton se encontré6 que era de aproximadamente 40 min en el estudio mientras que el
ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) tradicional tarda de horas a dias en completar el ensayo
completo. Por tanto, el enfoque también demuestra una plataforma de inmunodeteccién rapida y sensible para la
deteccién de proteinas con bajo consumo de reactivos, indicando un gran potencial en diagnéstico clinico.

La presente invencion proporciona un dispositivo de deteccion y un método de deteccion que son de manera
practica unas rendijas nanofluidicas biofuncionalizadas aplicadas con técnicas de microscopia de fluorescencia
clasicas, proporcionando una plataforma de biodeteccion sencilla, de bajo coste pero eficaz para estudios cinéticos.
El dispositivo de deteccidon incluye un canal cuya profundidad se reduce hasta el intervalo submicrométrico,
proporcionando asi las siguientes ventajas de la presente invencién: (1) la reducciéon drastica de la longitud de
difusion permite funcionar en un régimen de reaccion limitada con eficacia de captura de la diana optimizada. Por
tanto, todas las moléculas de analito inyectadas en el dispositivo se analizan, y el estudio de disociacion puede
implementarse de manera sencilla tras la finalizacion de la fase de asociacion reservando el flujo de fluido dentro del
canal en lugar de inyectar nuevo tampon en la entrada, lo que da como resultado un protocolo de funcionamiento
simplificado y un tiempo de andlisis reducido; (2) la reduccion del volumen de muestreo permite que el dispositivo
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explore directamente la superficie de deteccion con microscopios de fluorescencia convencionales sin la necesidad
de usar configuraciones complicadas y caras, tales como SPR, TIRFM o QCM; (3) la razén de sefial con respecto a
ruido es inversamente proporcional a la altura del canal: canales submicrométricos ofrecen por tanto una razén de
sefial con respecto a ruido de al menos 100 en una escala grande de constante de disociacion Kp, desde el intervalo
pM hasta sub-uM, que incluye la mayoria de las moléculas de interés.

Ademas, el dispositivo de deteccion y el método de deteccién de la presente invencion permiten un area de
muestreo grande de varios pixeles garantizando errores estadisticos mucho mas reducidos (mayor precision) que
plataformas de deteccidon no resueltas espacialmente. De manera mas importante, la microscopia de fluorescencia
ofrece un limite de deteccién bajo el pM sin efecto de la masa del analito, permitiendo por tanto el dispositivo de
deteccion y el método de deteccion interacciones de muy alta afinidad y moléculas pequefias.

La presente invencion soluciona los problemas de la técnica anterior proporcionando: (1) un tiempo de ensayo
cinético acortado debido a la operacion de flujo invertido al tiempo que puede lograrse un mayor nivel de sensibilidad
de deteccion con una configuracion muy sencilla, (2) una captura de la diana eficaz para analisis de muestras
minusculas y (3) cinética de reaccién/unién resulta espaciotemporalmente que permite un bajo error estadistico.
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REIVINDICACIONES

Dispositivo (1) de deteccion adaptado para aplicarse a una molécula de analito de una muestra liquida y un
tampén, que comprende:

al menos una primera entrada (15), para introducir la muestra liquida;
al menos una segunda entrada (16), para introducir el tampén;
un canal de microflujo (C), que se comunica con la primera entrada (15) y la segunda entrada (16); y

al menos un elemento (12) de inmovilizacién adaptado para inmovilizar una molécula (13) de deteccion para
la molécula de analito en el canal de microflujo (C),

en el que la molécula (13) de deteccion puede generar una reaccién de asociacion con la molécula de
analito de la muestra liquida, y generar una reaccién de disociacion con la molécula de analito y el tampdn
en sentido inverso,

en el que la molécula (13) de deteccion y la molécula de analito de la muestra liquida pueden generar la
reaccion de asociacion tras fluir la muestra liquida al interior del canal de microflujo (C),

en el que entonces la molécula (13) de deteccién y la molécula de analito pueden generar la reaccion de
disociacion tras fluir el tampdn de manera inversa al interior del canal de microflujo (C), y

en el que el canal de microflujo (C) tiene dos extremos que estan conectados respectivamente a la primera
entrada (15) y la segunda entrada (16), concretamente el canal de microflujo (C) esta entre la primera
entrada (15) y la segunda entrada (16).

Dispositivo (1) de deteccion segun la reivindicacién 1, en el que el canal de microflujo (C) tiene una longitud
suficiente para que la reaccion de asociacion de la molécula (13) de deteccién y la molécula de analito
pueda observarse.

Dispositivo (1) de deteccion segun la reivindicacion 1, en el que la reaccion de asociacion de la molécula
(13) de deteccioén y la molécula de analito presenta fluorescencia.

Dispositivo (1) de deteccién segun la reivindicacién 1, que comprende ademas:

un sustrato, que tiene una pluralidad de ranuras correspondientes a la primera entrada (15), la segunda
entrada (16) y el canal de microflujo (C); y

una cubierta, que se orienta hacia las ranuras y se combina con el sustrato, en el que la cubierta y las
ranuras forman la primera entrada (15), la segunda entrada (16) y el canal de microflujo (C),

en el que el elemento (12) de inmovilizacién se dispone sobre la ranura correspondiente al canal de
microflujo (C).

Dispositivo (1) de deteccidn segun la reivindicacion 4, en el que el material del sustrato comprende silicio,
diéoxido de silicio, vidrio y/o plasticos, el material de la cubierta comprende polidimetilsiloxano,
polidimetilsiloxano duro, polisilsesquioxano (PSQ) y/o plasticos en forma desnuda o recubiertos sobre un
portaobjetos de vidrio, y el elemento (12) de inmovilizacion se forma mediante tratamiento de superficie
sobre el sustrato con parche de oro, vidrio o plasticos.

Dispositivo (1) de deteccion segun la reivindicacion 4, en el que la muestra liquida fluye a lo largo de un
primer sentido que se extiende desde la primera entrada (15) hasta la segunda entrada (16), y el intervalo
de la longitud del canal de microflujo (C) entre la primera entrada (15) y la segunda entrada (16) es de entre
100 um ~ 5 cm, el intervalo de la distancia promedio entre el sustrato y la cubierta es de entre 50 nm ~ 10
um y el intervalo de la longitud del elemento (12) de inmovilizacion en el primer sentido es de entre 1 um y
la totalidad de la longitud de canal de microflujo.

Dispositivo (1) de deteccidon segun la reivindicacion 1, que comprende ademas: un recipiente, que se
comunica con la segunda entrada (16) para almacenar el tampon.

Dispositivo (1) de deteccién segun la reivindicacién 1, en el que el canal de microflujo (C) comprende una
pluralidad de nanorendijas.
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Sistema de deteccién, que comprende:

un dispositivo (1) de deteccidon como en una cualquiera de las reivindicaciones 1-8;

un generador de flujo, que se conecta con la primera entrada (15) y la segunda entrada (16);

una unidad de control de flujo, que controla el generador de flujo para generar flujo desde la primera
entrada (15) hasta la segunda entrada (16) para impulsar la muestra liquida o el tampén para que fluya al
interior del canal de microflujo (C);

una unidad de captura, adaptada para captar al menos una imagen del canal de microflujo (C); y

una unidad de computacion, adaptada para generar un resultado de deteccion segun la imagen.

Sistema de deteccion segun la reivindicacion 9, en el que el generador de flujo incluye uno o mas de los
siguientes: bomba de presiéon o bomba de capilaridad para flujo impulsado por presién, flujo inducido por
gradiente térmico, o bomba electrocinética para flujo electroosmético.

Sistema de deteccion segun la reivindicacién 9, en el que la unidad de captura esta adaptada para captar
primeras imagenes de periodos de tiempo del canal de microflujo (C) para la reaccion de asociacion y para
captar segundas imagenes de periodos de tiempo del canal de microflujo (C) para la reacciéon de
disociacién, y la unidad de computacion estéa adaptada para utilizar cinética de asociacién y cinética de
disociacion para generar el resultado de deteccidn segun las primeras imagenes de periodos de tiempo y
las segundas imagenes de periodos de tiempo.

Método de deteccion aplicado al dispositivo (1) de deteccidon como en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, que comprende:

impulsar la muestra liquida al interior del canal de microflujo (C) desde la primera entrada (15) para asociar
la molécula de analito de la muestra liquida con la molécula (13) de deteccién;

impulsar el tampodn al interior del canal de microflujo (C) desde la segunda entrada (16) para disociar la
molécula de analito de la molécula (13) de deteccion; y

generar un resultado de deteccion como sensograma, segun el resultado de asociacién y el resultado de
disociacion.

Método de deteccién segun la reivindicacion 12, en el que la etapa de generaciéon comprende ademas:
obtener una informacién de cinética de asociacidon segun el resultado de asociacion;
obtener una informacién de cinética de disociacion segun el resultado de disociacion; y

obtener el resultado de la deteccion segun la informacién de cinética de asociacion y la informacién de
cinética de disociacion.

Método de deteccién segun la reivindicacion 12, en el que la etapa de generaciéon comprende ademas:

analizar una intensidad de fluorescencia a partir del resultado de asociacion para obtener una informacion
de cinética de asociacion;

analizar otra intensidad de fluorescencia a partir del resultado de disociacion para obtener una informacion
de cinética de disociacion;

obtener el resultado de deteccion segun la informacion de cinética de asociacion y la informacién de
cinética de disociacion.

Método de deteccidn segun una de las reivindicaciones 12-14, que comprende ademas:
impulsar una disolucién de regeneracion al interior del canal de microflujo (C);

enjuagar el canal de microflujo (C) con la disolucién de regeneracion; y
retirar la disolucién de regeneracion del canal de microflujo (C).
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