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DESCRIZIONE

La presente invenzione si riferisce ad un di-
spositivo microfluidico, particolarmente del tipo
denominato con il termine lab-on-a-chip, noto in
letteratura con l'acronimo LOC, predisposto per

1'implementazione di un protocollo genomico.



In particolare, l'invenzione si riferisce ad
un dispeositivo microfluidico idoneo all'implementa-
zione del protocollo genomico noto come APEX (Arra-
yed Primer Extension), utilizzato per la rivelazio-
ne di varianti geniche di singolo nucleotide a ca-
rico della molecola di DNA, gquali mutazioni, poli-
morfismi e sostituzioni.

La tecnologia LOC, finalizzata a miniaturizza-
re un intero laboratorio di microbiologia molecola-
re in un dispositivo integrato e compatto, €& in
continua evoluzione ed espansione, grazie alle van-
taggiose caratteristiche che offre in termini di
costo di produzione, velocita di reazione, basso
consumo di reagenti.

In vista dei wvantaggi insiti in tale tecnolo-
gia, & di particolare interesse, e costituisce lo
scopo primario della presente invenzione, fornire
un LOC concepito come un modulo unico in grado di
eseguire, tramite controlli esterni (idraulici,
termici e ottici), passo dopo passo un protocollo
completo, anche particolarmente complesso, come ad
esempio il protocolleo APEX, a partire dalla fase
preparativa del campione (la pili delicata e meno
ripetibile con approcci tradizionali) fino a rende-

re disponibile il risultato finale o 1l'oggetto su



cui & possibile effettuare la rivelazione finale,
particolarmente con 1'impiego di dispositivi di ri-
velazione tradizionali da laboratorio, senza neces-
sitd di ricorrere a strumenti di lettura e di rive-
lazione progettati ad hoc.

In vista di tale scopo, costituisce oggetto
dell'invenzione un dispositive microfluidico avente
le caratteristiche definite nelle rivendicazioni
che seguono.

In particolare, il dispositivo microfluidico
secondo l'invenzione s8i caratterizza per una strut-
tura a due livelli, in cui, una parte del protocol-
lo analitico, in particolare una parte preparativa
del protocollo, viene effettuata in un circuito mi -
crofluidico realizzato in un primo piano o livello,
mentre la parte terminale del protocollo compren-
dente la reazione (tipicamente la fase di ibrida-
zione) che genera la formazione del prodotto anali-
ticamente rilevabile viene eseguita in un secondo
livello o piano della microstruttura.

Grazie a queste caratteristiche il circuito
microfluidico di primo livello, in cui si svolge la
parte preparativa, pud essere realizzato mediante
accoppiamento irreversibile di due o pil substrati,

che definiscono congiuntamente il circuito micro-



fluidico stesso e sono in grado di supportare pres-
sioni anche molto elevate, mentre la camera di rea-
zione finale di secondo livello pud essere realiz-
zata mediante accoppiamento reversibile di due o
pill substrati. In particolare, il secondo livello
pud essere realizzato mediante accoppiamento rever-
sibile di un substrato con un vetrino tradizionale
di laboratorio che reca sulla superficie una sonda
o una matrice di sonde di rivelazione che, in fase
terminale del protocollo, pud essere agevolmente
separato dal LOC e letto in un dispositivo tradi-
zionale da laboratorio, come ad esempic, uno scan-
ner per fluorescenza, o comungue coOn un approccio
metodologico tradizionale (rivelazione colorimetri-
ca) senza richiedere 1la predisposizione di uno
strumento di lettura dedicato.

Cid implica notevoli vantaggi dal punto di vi-
sta della portabilitd commerciale del microdisposi-
tivo e della sua potenziale diffusione su larga
scala, evitando all'futilizzatore di sostituire lo
strumento di lettura, utilizzato per il passaggio
finale del saggio genomico, gia in uso con uno nuo-
vo con relativi costi di acquisizione e training.

Ulteriori caratteristiche e vantaggi del di-

spositivo microfluidico secondo 1'invenzione, ri-



sulteranno evidenti dalla descrizione dettagliata
che segue, effettuata con riferimento ai disegni
annessi, forniti a titolo di esempio non limitati-
vo, in cui:

la figura 1 & una vista prospettica esplosa di
un dispositivo microfluidico secondo 1'invenzione
con un circuito microfluidico semplificato illu-
strato per scopi puramente schematici;

la figura 2 & una vista dall'alto del disposi-
tivo microfluidico di figura 1;

la figura 2A & una vista in sezione secondo la
linea IIA-IIA di figura 2;

la figura 3 & un'illustrazione schematica del-
le fasi di procedimento produttivo di un dispositi-
vo microfluidico secondo 1l'invenzione;

la figura 4 & una vista prospettica esplosa
delle parti componenti di un dispositivo microflui-
dico secondo l'invenzione;

la figura 5 & una vista dall'alto di una parte
componente la struttura di microdispositivo di fi-
gura 4;

la figura 6 & una rappresentazione schematica
di un circuito microfiuidico per l'attuazione di
una parte preparativa del protocollo APEX; e

la figura 7 & una rappresentazione prospettica



di un microdispositivo secondo 1'invenzione cui so-
no associati componenti per 1'implementazione di un
protocollo tipo APEX.

Con riferimento ai disegni, una struttura di
minima di un dispositivo microfluidico secondo
1'invenzione comprende un primo substrato 2 e un
secondo substrato 4, accoppiati 1l'uno all'altro in
relazione di sovrapposizione e definenti congiunta-
mente un circuito microfluidico 6 con almeno un in-
gresso 8a e 8b per 1l'immissione di un campione o di
un reagente nel circuito microfluidico stesso e al-
meno un'uscita 10, altresi comunicante con il cir-
cuito 6. Nell'esempio illustrato, il c¢ircuito mi-
crofluidico & definito da un solco 6 ricavato nel
substrato 2; il solco 6 pud essere costituito da un
incavo nel substrato 2 o pud essere costituito da
un'apertura passante attraverso il substrato, nel
qual caso, il circuito microfluidico viene sigilla-
to mediante accoppiamento con un ulteriore substra-
to 12.

I gubstrati 2, 4 ed eventualmente 12, sono
preferibilmente accoppiati in modo irreversibile.
Le modalita di accoppiamento irreversibile dipendo-
no dalla natura chimica dei materiali costituenti i

substrati stessi; un tipico accoppiamento irrever-



sibile pud essere ottenuto, a titolo di esempio non
esaustivo, mediante l'impiego di adegivi hot melt,
adesivi UV, o attraverso meccanismi di bonding ano-
dico, dirvetto o con utilizzo di leghe eutettiche.
Con 14 & indicato un terzo substrato disposto
in relazione sovrapposta al substrato 4, nel quale
& definita una camera di reazione 16 che & in comu-
nicazione di fluido con il circuito microfluidico 6
tramite l'uscita 10. Preferibilmente, la camera di
reazione 16 & definita da una costola anulare 18,
sporgente dalla superficie generalmente piana del
substrato 14 e presentante una superficie anulare
superiore 20, avente la funzione di superficie di
tenuta cooperante con un quarto substrato, rimovi-
bile 22. La camera di reazione 16 comunica con l'u-
scita 10 tramite un'apertura 24 (figura 2A e figura
3) e presenta altresi un'uscita comunicante con
l'esternoc 26.
| T1 substrato rimovibile 22 presenta, sulla sua
faccia rivolta verso la camera di reazione 16, un
sensore o una funzionalizzazione o una pluralita di
specie biologiche, particolarmente una pluralita di
sonde biologiche disposte a matrice idonee per ef-
fettuare una rivelazione di un determinato analita

presente nella camera di reazione.



La figura 3 & un‘'illustrazione schematica di
un processo di fabbricazione del dispositivo, for-
nita a puro titolo esemplificativo.

lLa sequenza {(a), fasi I a V, & riferita alla
fabbricazione del circuito microfluidico o microca-
nale in un substrato di silicio; sono identificate
le seguenti fasi operative:

I: substrato di silicio, ad esempio corrispondente
al substrato 2 di figura 1;

II: attuazione di un processo fotolitografico per
ottenere sul substrato uno strato di rivestimento
di photoresist 2a costituente la maschera corri-
spondente al modello di circuito microfluidico che
si intende ottenere;

ITI: lavorazione di erosione, ad esempio con micro-
sabbiatrice per ricavare nel substrato di gilicio
un circuito microfluidico 60;

IV: rimozione del photoresist e lavaggi;

V: ossidazione termica per ottenere uno strato su-
perficiale di ossido di silicio 2b.

La sequenza {(b), fasi I a Vv, si riferisce alla
fabbricazione del chip microfluidico mediante ac-
coppiamento, preferibilmente irreversibile, dei
substrati 2 e 4, costituito nella fattispecie da un

substrato di pyrex.



La seguenza comprende le seguenti fasl opera-

tive:

I: substrato iniziale d4i pyrex;

II: processo fotolitografico per ottenere un rive-
stimento superficiale di photoresist 2c fungente da
maschera;

I1I: procedimento di erosione, ad esempic con mi-
crosabbiatrice per ottenere dal substrato 4 un con-
dotto di uscita 10;

IV: rimozione del photoresist e lavaggi;

V: processo di incollaggio irreversibile dei sub-
strati 2 e 4, ad esempio tramite tecnica di anodic
bonding.

La sequenza (¢), fasi I a III, & relativa alla
fabbricazione della camera di reazione, del tipo
indicato con 16 in figqura 1.

Tale camera di reazione & preferibilmente ri-

cavata in un substrato di polidimetilsilossano
(PDMS) . 11 procedimento comprende le seguenti fasi
operative:
I: stampo in polimetilmetacrilato (PMMA) formato da
due semistampi ST1 ed ST2 definenti una cavitd di
stampo sagomata in conformitd con il substrato e-
semplificato con 14 in figura 1;

II: versamento di PDMS nello stampo;



III: trattamento termico del substrato sagomato di
PDMS cosl ottenuto.

La sequenza (d) gi riferisce all'assemblaggio
del LOC, formato dai substrati 2, 4 e 14, con un
vetrino 22 recante, sulla sua superficie rivolta
verso la camera microfluidica 16, sonde disposte a
micromatrice.

8i intende che i materiali utilizzati per la
realizzazione del dispositivo possono ampiamente
variare rispetto a quelli identificati nello schema
preparativo precedentemente riportato; & comungue
preferibile che il substrato definente la camera di
reazione terminale sia di materiale polimerico ela-
stomerico suscettibile di adesione per contatto
conformale con il substrato rimovibile 22. E' al-
tresi preferibile che l'area di contatto e di ade-
sione tra il substrato rimovibile 22 e il substrato
14 definente, congiuntamente con il substrato 22 la
camera di reazione 16, sia limitato alla superficie
superiore anulare di una costola 18 sporgente dal
substrato 14, la quale costola funge cosl da guar-
nizione di tenuta fra i due gubstrati ed & integra-
ta con il substrato 14.

Possibili materiali alternativi per la realiz-

zazione del dispositivo possono essere vetri o par-



ticolarmente polimeri (con particolare riferimento
ai substrati 2, 12 e 4), sia elastomerici, che ter-
moplastici o termoindurenti (o combinazioni di es-
si) lavorabili attraverso 1l’impiego di diverse tec-
nologie tra cui, a titolo di esempio non esaustivo,
si citano: stampaggio, stampaggio a caldo, goffra-
tura, stampaggio per iniezione, reticolazione ter-
mo-indotta, reticolazione foto-indotta, scrittura
diretta tramite laser o altre tecniche. |

I1 dispositivo microfluidico oggetto dell'in-
venzione & particolarmente idoneo per 1l'implementa-
zione del protocollo APEX; una forma di attuazione
di un dispositivo progettato a tal fine, & illu-
strata nelle figure 4 a 7.

Con riferimento al circuito microfluidico di
figura 6, il protocollo APEX, secondo una sua pos-
sibile declinazione, comprende le seguenti fasi o-
perative:

a) le soluzioni di partenza sono il prodotto del-
l'amplificazione del DNA (prodotto PCR) e un mix
contenente gli enzimi di frammentazione (Ung-Sap e
Exo-Sap, ad esempio) necessari a frammentare il
prodotto PCR, in siti predeterminati, per una sua
pill agevole analisi. La soluzione contenente il DNA

amplificato {ad esempio con volume di 6 pl) viene



iniettata nel circuito microfluidico attraverso
l'ingresso 80a e la soluzione contenente l'enzima
di frammentazione (volume 3 pnl) viene iniettata at-
traverso l'ingresso 80b;

b) le due soluzioni vengono, quindi, miscelate in
una regione di miscelazione a serpentina, indicata
nel suo insieme con 82;

c) la miscela di cui al punto b) viene, quindi,
termostata a 37°C per un tempo sufficiente ad atti-
vare gli enzimi di frammentazione;

d) il prodotto PCR cosi frammentato viene quindi
termostatato a 95°C con il duplice scopo di disat-
tivare gli enzimi e denaturare il DNA in una regio-
ne di termogtatazione, indicata con 82;

e) il DNA denaturato viene quindi mescolato, in
una regione di miscelazione a serpentina, indicata
nel suo insieme con 84, con il cosiddetto mix APEX
(dideogsinucleotidi marcati con fluorofori o marca-
tori colorati ed enzima TermoSequenase in un oOppor-
tuno diluente, tipicamente acqua) alimentato trami-
te 1l'ingresso 80c;

£) la miscela di cui al punto e) viene convoglia-
ta tramite l'uscita 100 al secondo livello, nella
camera di reazione 16, in cui a temperatura con-

trollata di circa 56°C, viene favorito il contatto



della stessa (DNA target) con le sonde di oligonu-
cleotidi (sonde di DNA) precedentemente immobiliz-
zate o spottate sul substrato rimovibile 22;
a)l durante 1’incubazione si ottiene 1l'ibridazione
del DNA target sulle sonde e la successiva esten-
sione (assistita dall'aziocne dell'enzima TermoSe-
quenase) della sonda di un solo oligonucleotide,
quello che si accoppia in modo duale con il nucleo-
tide sul target ove & eventualmente presente la mu-
tazione (di singolo nucleotide per 1l'appunto) ;
h) si effettuano dei lavaggi (acgqua, Alcanox, ..)
anche a temperatura controllata per rimuovere tutto
cid che non & ibridizzato e i dideossinucleotidi
marcati con fluorofori in eccesso;
i} gi effettua la rivelazione o mediante fluore-
scenza (eccitazione laser con gquattro lunghezze
d'onda diverse per rivelare quale dei quattro pos-
gibili nucleotidi, marcati con fluorofori differen-
ti, ha dato luogo all'estensione) o mediante colo-
rimetria (processo analogo al precedente ma il cui
risultato & uno spot colorato immediatamente visi-
bile non fluorescente, che quindi non necessita di
eccitazione laser per il rilevamento) .

Come precedentemente indicato, le fasi a) a e)

sono effettuate al primo livello del microdisposi-



tivo, mentre la fase g) & effettuata al secondo li-
vello del microdispositivo. Le fasi h) e i} vengono
generalmente effettuate in modo tradizionale sul
substrato 22, dopo la sua rimozione dal LOC, tipi-
camente costituito da un vetrino da laboratorioc su
cul sono state precedentemente spottate le sonde,
accoppiato in modo reversibile con il substrato 14.

In figura 4, sono illustrate le parti compo-
nenti di un dispositivo microfluidico per l'attua-
zione del protocollo APEX. Sono visibili, in parti-
colare, 1 substrati 2 e 4 in accoppiamento tra lo-
ro, definenti il circuito microfluidico contenente
le regioni di preparazione del protocollo, il sub-
strato 14 definente la camera di reazione 16 con-
nessa all'uscita del circuito microfluidico e in-
terfacciata con il substrato rimovibile 22, il sub-
strato rimovibile 22, illustrato in figura 5, uni-
tamente alla traccia della costola o guarnizione
18, definente la camera di reazione; in figura 5,
con 8 & indicata una pluralitd di sonde di DNA
spottate in posizione affacciata alla camera di re-
azione.

Con 90 e 92, in figura 4, sono indicati mezzi
di serraggio meccanico e quindi di tipo reversibi-

le, idonei ad assicurare la tenuta tra i substrati



e particolarmente tra i substrati 14 e 22.

La figura 7 illustra il dispositivo microflui-
dico secondo l'invenzione, ivi indicato nel suo in-
sieme con 1, cui & associata la strumentazione e
gli accessori per la conduzione del protocollo. Ta-
le strumentazione comprende un dispositivo riscal-
dante 96, tipicamente a cella Peltier con associato
dissipatore termico 98 ad essa collegato e il si-
stema di retroazione 102 per il controllo della
cella Peltier.

Sono anche possibili soluzioni che integrano
gli elementi riscaldanti (riscaldatori a film sot-
tile) direttamente sul substrato.

La gestione fluidica & realizzata attraverso
attuatori esterni 104, quali siringhe motorizzate ©
micropompe, oppure, tramite attuatori integrati di-
rettamente sul dispogitivo. Si intende che il si-
gtema di gestione fluidica e termica pud essere a-
dattato in funzione dello specifico saggio o proto-
collo che si intende attuare; possono, inoltre, es-
sere previsti mezzi di controllo per l'automazione
della gestione fluidica e termica. L'unita di con-
trollo potra naturalmente essere programmata secon-
do modalitd differenti (numero di analisi per unita

di tempo, volume di campione su cui operare, intro-



duzione di controlli ed automatismi ad hoc, ridu-
zione dei consumi per prodotti portatili) in fun-
zione della specifica applicazione o del contesto
di lavoro.

La tecnologia descritta per l'identificazione
di sequenze nucleotidiche e di mutazioni permette
di esequire 1'analisi su campioni biologici, par-
tendo da qualsiasi organismo, riducendone i tempi e
i costi e migliofandone prestazioni erripetibilité.
Rispetto a un approccio di implementazione del pro-
tocollo APEX tradizionale, si ottengono come conse-
guenze:
- una forte riduzione dei volumi: a riguardo, sono
state testate versgioni da 10 pl e 5 pl e il proces-
so risulta ulteriormente scalabile verso il basso;
- una riduzione dei tempi, attualmente scalati di
un fattore 50% rispetto all'approccio macroscopico;
- maggiore predisposizione all'automazione e con
esga minor rischio di errore;
- budget energetico ridotto a causa della miniatu-
rizzazione e dell'aumento del rapporto superficie
volume, che rende 1l'implementazione estremamente
adeguata anche a dispositivi diagnostici portatili
POC (Point Of Care); possono, inoltre, essere uti-

lizzati materiali di tipo usa e getta per cui il



microdispositivo si adatta a sistemi per la rivela-
zione di malattie su larga scala.

I1 dispositivo microfluidico trova applicazio-
ne in molteplici aree tecniche, in particolare:
- area clinica comprendente principalmente 1lo
screening genico di popolazione, screening genico
di mutazioni responsabili di malattie, test di pa-
rentela, tipizzazioni in ambito medico e genetico,
quali ad ésempio quella dell'HLA (Human Leucocyte
Antigen), tipizzazione del gruppo sanguigno, dia-
gnosi di malattia da infezione, analisi di tipo fo-
rense, analisi neonatali su adulti;
- ricerca di base, comprendente studi genetici su
uomo, topo, ratto, batteri e wvirus; inoltre, l'area
di ricerca di base prevede l'analisi per la presen-
za di specifiche sequenze soprattutto l'identifica-
zione di uno specifico nucleotide in una determina-
ta posizione ed eventualmente la sua delezione od
inserzione. In guesto caso esistono due tipi prin-
cipali di applicazioni: l'analisi per la genotipiz-
zazione di SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms,
Polimorfismi di Singolo Nucleotide}, quella per la
ricerca e la caratterizzazione di nuove mutazioni;
- analisi genetiche per la predisposizione: nel ca-

so degli SNPs, le analisi maggiormente utili ed e-



mergenti riguardano le analisi di predisposizione a
condizioni o malattie di tipo complesso. Esempil di
questo tipo di analisi sono la previsione di svi-
luppare malattie cardiovascolari, neurodegenerati-
ve, tumorali ma anche di longevita, obesita relati-
va al gusto nella definizione delle diete, tabagi-
Smo, ecc.;

- per la natura automatica e potenzialmente autono-
ma del modulo analitico che & oggetto dell'inven-
zione, & inoltre importante l'applicazione nell'a-
rea di bioterrorismo. In questo contesto, al dispo-
sitivo microfluidico pud essere applicata 1'identi-
ficazione genetica rapida e simultanea di agenti

bioleogici.
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RIVENDICAZIONI

1. Dispositivo microfluidico, per 1'implementa-
zione di un protocollo genomico, comprendente alme-
no un primo (2, 12} e un secondo {4) substrato, de-
finenti congiuntamente un circuito microfluidico
(6) con almeno un ingresso (8a, 8b) comunicante con
detto circuito ed almeno un'uscita (10 comunicante
con detto circuito, caratterizzato dal fatto che
comprende almeno un terzo substrato (14), disposto
in relazione sovrapposta a detto primo e secondo
substrato e un guarto substrato (22), definente
congiuntamente con detto terzo substrato una camera
di reazione (16) terminale che comunica con detto
circuito microfluidico (6) tramite detta uscita
(10}, ove detto quarto substrato & associato in so-
vrapposizione a detto terzo substrato in modo rimo-
vibile e presenta una superficie rivolta verso det-
ta camera di reazione (16) ove sono fissati uno o
pil sensori o sonde di rivelazione.

2. Dispositivq microfluidico secondo la rivendi-
cazione 1, caratterizzato dal fatto che detto primo
e secondo substrato sono collegati tra loro in modo
irreversibile.

3. Digpositivo microfluidico secondo le rivendi-

cazioni 1 o 2, caratterizzato dal fatto che il ter-



zo substrato (14) comprende la costola anulare
(18), integrale con detto terzo substrato, definen-
te detta camera di reazione (16}, l'area di contat-
to tra detto terzo (14) e quarto (22) substrato es-
gsendo limitata alla superficie di detta costola a-
nulare (18) definente detta camera di reazione.

4. Dispositivo microfluidico secondo una qualsia-
si delle rivendicazioni 1 a 3, caratterizzato dal
fatto che detto terzo substrato (14) comprende u-
n'‘uscita (26), comunicante con detta camera di rea-
zione (16} .

5. Digpositivo microfluidico secondo una gualsia-
si delle rivendicazioni 1 a 4, caratterizzato dal
fatto che detto terzo substrato (14) definente det-
ta camera di reazione & di materiale polimerico e-
lastomerico, particolarmente di polidimetilsilossa-
no.

6. Dispositivo microfluidico secondo una qualsia-
si delle rivendicazioni precedenti, comprendente
mezzi di fissaggio meccanico disimpegnabili, atti a
collegare a tenuta detto terzo e quarto substrato a
detto primo e secondo substrato.

7. Dispositivo microfluidico secondo una gqualsia-
si delle rivendicazioni precedenti, caratterizzato

dal fatto che detto quarto substrato comprende,



sulla sua superficie rivolta verso detté camera di
reazione (16), una pluralitd di sonde (S) disposte
a matrice.

8. Dispositivo microfluidico secondo una qualsia-
si delle rivendicazioni precedenti, caratterizzato
dal fatto che detto circuito microfluidico compren-
de almeno un primo (80a) ingressc e almeno un se-
condo ingresso (80b) per l'introduzione di reagenti
in detto circuito, almeno una regione di miscela-
zione (82) a serpentina, almeno un terzo ingresso
(80c) per 1l'introduzione di un reagente nel circui-
to microfluidico a wvalle di detta regione di misce-
lazione, almeno una seconda regione di miscelazione
(84) a valle di detto terzo ingresso (80¢) e almeno
un'uscita (100) in comunicazione di fluido con det-
ta camera di reazione.

9. Dispositivo microfluidico secondo una qualsia-
si delle rivendicazioni precedenti, comprendente
assgociatl mezzi riscaldanti (96, 98) e associati
mezzil di pompaggio (104) per l'alimentazione di un
campione e/o di reagenti a detto circuito micro-

fluidico.
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RIASSUNTO

Dispositivo microfluidico, per 1'implementa-
zione di un protocollo genomico, comprendente alme-
no un primo {2, 12) e un secondo (4) substrato, de-
finenti congiuntamente un circuito microfluidico
(6) con almeno un ingresso {8a, 8b} comunicante con
detto circuito ed almeno un'uscita (10 comunicante
con detto circuito, caratterizzato dal fatto che
comprende almeno un terzo substrato (14), disposto
in relazione sovrapposta a detto primo e secondo
substrato e un quarto substrato (22), definente
congiuntamente con detto terzo substrato una camera
di reazione (16) terminale che comunica con detto
¢ircuito microfluidico (6) tramite detta uscita
(10), ove detto quarto substrato & associato in so-
vrapposizione a detto terzo substrato in modo rimo-
vibile e presenta una superficie rivolta verso det-
ta camera di reazicne (16) ove gono fissati uno o
pill sensori o sonde di rivelazione. Il dispositivo
& particolarmente vantaggioso per 1l'implementazione
del protocollo APEX, per la rivelazione di varianti
geniche di singolo nucleotide.

{Figura 2A)
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CLATIMS

1. A microfluidic device for carrying out a ge-
nomic protocol, comprising at least a first (2, 12)
and a second {4) substrate, jointly defining a mi-
crofluidic circuit (6) with at least an inlet (8a,
8b) communicating with said circuit and at least an
outlet (10) communicating with said circuit, char-
acterised in that it comprises at least a third
substrate (14) arranged in an overlapping relation-
ship with said first and second substrate and a
fourth substrate (22), Jjointly defining with said
third substrate an end reaction chamber (16) which
communicates with said microfluidic circuit (6)
through said outlet (10), wherein said fourth sub-
strate is associated in an overlapping relationship
with said third substrate in a removable manner and
has a surface facing said reaction chamber (16)
wherein one or more sensors or detection probes are
fixed.

2. A microfluidic device according to claim 1,
characterised in that said first and second sub-
strate are connected with each other in a non-
reversible manner.

3. A microfluidic device according to claims 1 or

2, characterised in that the third substrate (14)

10137558




comprises an annular rib (18), integral with said
third substrate, defining said reaction chamber
(16), the contact area between said third (14} and
fourth (22) substrate being limited to the surface
of said annular rib (18) which defines said reac-
tion chamber.

4. A microfluidic device according to any of
claims 1 to 3, characterised in that said third
substrate comprises an outlet (26), communicating
with said reaction chamber (16).

5. A microfluidic device according to any of
claims 1 to 4, characterised in that said third
substrate (14) which defines said reaction chamber
is of a polymeric elastomeric material, particu-
larly polydimethylsiloxane.

6. A microfluidic device according to any of the
preceding claims, comprising mechanical fastening
means which can be disengaged, adapted to sealingly
bind said third and fourth substrate to said first
and second substrate.

7. A microfluidic device according to any of the
preceding claims, characterised in that said fourth
substrate comprises, on its surface facing said re-
action chamber (16), a plurality of probes (6)

which are arranged in a matrix.



8. A microfluidic device according to any of the
preceding claims, characterised in that said micro-
fluidic circuit comprises at least a first (80a)
inlet and at least a second inlet (80b) for intro-
ducing reagents into said circuit, at least a ser-
pentine-shaped mixing region (B2), at least a third
inlet (80c) for introducing a reagent in the micro-
fluidic circuit downstream of said mixing region,
at least a seccond mixing region (84) downstream of
said third inlet (80c¢) and at least an outlet (100)
allowing fluid communication with said reaction
chamber.

8. A microfluidic device according to any of the
preceding claims, comprising associated heating
means (96, 98) and associated pumping means (104)
for feeding a sample and/or reagents to said micro-

fiuidic circuit.



