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DESCRIPCION
Sondas conjugadas y deteccion Optica de analitos
Campo de la técnica

La presente invencion se refiere a sondas conjugadas y a la deteccién 6ptica de analitos. Mas especificamente, la
presente invencion se refiere a sondas conjugadas que se usan para formar una matriz para un sensor o sistema
que usa deteccién Optica de analitos.

Antecedentes de lainvencién

Las biomoléculas y otros analitos se pueden detectar usando matrices o micromatrices de sondas selectivas o
especificas que se unen a analitos diana. Se han desarrollado esquemas en tecnologia de matrices de biosensores
para disponer puntos de sondas sobre sustratos o biocircuitos. Las matrices se usan para detectar y descubrir
secuencias génicas, para seleccionar y analizar moléculas candidatas a farmacos, para investigar acciones
toxicoldgicas o farmacoldgicas y para otros usos. Las dianas se pueden unir a sondas de una matriz mediante
diversas interacciones, incluyendo apareamiento o hibridaciéon de bases de acidos nucleicos, interacciones proteina-
proteina, interacciones proteina-ligando, interacciones enzima-sustrato, interacciones receptor-ligando y otras
reacciones quimicas.

Los biosensores permiten el andlisis simultaneo de un gran niumero de interacciones entre biomoléculas, tales como
proteinas o &cidos nucleicos en un formato de micromatriz. Representan una potente herramienta en el uso de la
gran cantidad de informacién de secuencias generada en el Proyecto del Genoma Humano, asi como de la
secuenciacion de genomas de otros organismos.

La sefial de la especie de analito generalmente es pequefia y las sefiales de fondo que aparecen de varias fuentes
hacen que la proporcion sefial-ruido de la medicion sea relativamente baja. La sefial baja se traduce en una
proporcion sefial-ruido baja y una deteccién mala de analitos. Una solucion es potencial la sefial procedente de los
analitos para incrementar la proporcion sefial-ruido inherente de la deteccion. Aumentar la proporcion sefial-ruido
disminuye el limite de deteccion de analitos, lo que posibilita observar los analitos a una concentracién mas baja, de
modo que se abren nuevas puertas a las aplicaciones a biomoléculas.

Vo- Dinh y col., (1999) Anal. Chem. 71, 358- 363 y Vo- Dinh (1998) Sensors and Actuators B51, n° 1/2/3 divulgan la
preparacion de biosensores en base a los circuitos CCD o CMOS, respectivamente. Los biosensores comprenden
polinucleétidos como agentes de captura, que preferentemente estan inmovilizados en una membrana desechable
que se coloca sobre el circuito detector. El circuito se puede reutilizar. Los documentos WO 00/43552 A, WO
99/27140 y US- B1- 6197503 son patentes/solicitudes correspondientes a biosensores similares.

Gaudin y col., (1999) J. AOAC INT. 82,1316-1320 divulgan la preparacién de un biosensor basado en resonancia
sobre plasmon superficial, que comprende una superficie de oro recubierta con una capa de CM-dextrano y
funcionalizado con sulfametazina como agente de captura.

El documento WO 00/65352 se refiere a sensores caracterizados por que un circuito esta recubierto con u polimero
poliiénico. La superficie del circuito modificado se puede usar para inmovilizar las moléculas de captura.

Los documentos WO 98/20019 y W098/20020 se refieren a composiciones y procedimientos para la inmovilizacion
de sondas de &cido nucleico sobre soportes soélidos, tales como perlas de dextrano. Las perlas se pueden
inmovilizar sobre una superficie para usar en la deteccion, aislamiento y analisis de analitos.

El documento EP- A- 0967217 divulga procedimientos para la sintesis en fase sélida de oligonucledtidos y péptidos
que se caracterizan por que se usa un 1,3-diol que comprende un ligador. Yang y col., (1998) BBA- Gen. Subj. 1380,
329- 335 divulgan un conjugado que comprende doxorubicina y dextranos poliméricos. El documento US-A4801688
divulga conjugados entre IgG y glicoproteinas oxidadas. Coyne y col., (1994) Biotechnol. Ther. 5, 137- 162 divulga
conjugados entre polimixina B y dextrano. Mehvar (2000) J. Contr. Rel. 69, 1- 25 revisa el uso de dextranos como
vehiculos para sistemas de liberacién de farmacos. El documento US- A- 5728526 se refiere a procedimientos para
analizar la secuencia de un polinucleétido diana usando sondas polinucleotidicas inmovilizadas complementarias de
dicha secuencia. El documento US- A- 5789555 se refiere a procedimientos para marcar ligandos con metales.

Sumario de la invenciéon
La presente invencion se refiere a un dispositivo sensor que comprende:
- un sensor 6ptico de imagen digital semiconductor de 6xido metalico complementario (CMOS) que comprende

COMO Su capar superior una capa de pasivacion transparente;
- un alojamiento de luz baja; y
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- una matriz de sondas conjugadas unidas covalentemente a dicha capa de pasivacion transparente, en la que
cada sonda conjugada comprende una sustancia quimica o biomolécula acoplada mediante un enlace covalente
a un polisacarido ramificado.

La presente invencion también se refiere a un sistema biosensor que comprende,

- una estacion de lectura que tiene un primer conector;

- un alojamiento portatil que comprende un dispositivo sensor como se ha definido anteriormente; y

- un segundo conector para unir el alojamiento portatil al primer conector, uniendo de este modo el alojamiento
portatil a la estacién de lectura.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento de deteccién de analitos que comprende poner en
contacto un fluido que contiene analitos diana con un dispositivo o sistema como se ha definido anteriormente.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 ilustra una realizacién de un alojamiento de sensor de luz baja unido a una realizaciéon de una estacion
de lectura.

La Fig. 2 ilustra una vista lateral de una realizacion de un alojamiento de sensor de luz baja.

La Fig. 3 ilustra una realizacion de un sistema biosensor con sensor de imagen 6ptica extraible.

La Fig. 4 ilustra una realizaciéon de la deteccion de sefiales puntuales mediante sondas en matriz usando un
sensor de imagenes CMOS.

Descripcion detallada de la invencién

Una “matriz” o “micromatriz” es una matriz lineal o bidimensional o una matriz de regiones pequefias, teniendo cada
una un area definida, formadas sobre la superficie de un soporte solido. Las regiones pequefias pueden estar 0 no
solapadas. La densidad de las regiones pequefias en una micromatriz se determina mediante el nimero total de
moléculas diana, tales como polinucleétidos, a detectar sobre la superficie de un Unico soporte de fase sdlida.
Aungue dos o mas regiones pueden formar una matriz, la densidad tipica de las regiones pequefas es de al menos
aproximadamente 50/cm®, a menudo de al menos aproximadamente 100/cm® mas a menudo de al menos
aproximadamente 500/cm?, y en ocasiones de al menos aproximadamente 1,000%m?. Como se usa en el presente
documento, una micromatriz de ADN es una matriz de cebadores oligonucleotidicos colocados sobre un circuito u
otras superficies usadas para amplificar o clonar polinucleétidos diana. Dado que la posicion de cada grupo concreto
de cebadores en la matriz se conoce, las identidades de los polinucleétidos diana se pueden determinar en base a
Su unidén a una posicién concreta en la micromatriz.

El término “marcador” o “especie marcadora” se refiere a una composicidon capaz de producir una sefial detectable
indicativa de la presencia del polinucledtido diana en una muestra de ensayo. Marcadores adecuados incluyen
radiois6topos, cromoforos nucleotidicos, enzimas, sustratos, moléculas fluorescentes, restos quimioluminiscentes,
particulas magnéticas, nanoparticulas tales como cuantos, y restos bioluminiscentes. Como tal, un marcador es
cualquier composicion detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos,
eléctricos, Opticos o quimicos.

Como se usa el presente documento, una “muestra biolégica” se refiere a una muestra de tejido o de fluido aislado
de un individuo que incluye, entre otros, por ejemplo, sangre, plasma, suero, liquido espinal, liquido linfatico,
secciones externas de la piel, los tractos respiratorio, intestinal y genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células
(incluidas, entre otras, las células sanguineas), tumores, 6rganos y también muestras de de constituyentes de
cultivos celulares in vitro.

La expresién “fuentes bioldgicas”, como se usa en el presente documento, se refiere a las fuentes de las que derivan
los polinucléotidos diana. La fuente puede ser de cualquier forma de “muestra” como se ha descrito anteriormente,
incluyendo, entre ofras, células, tejidos o liquidos. “Fuentes bioldgicas diferentes” puede hacer referencia a
diferentes células/tejidos/organos del mismo individuo o células/tejidos/érganos de diferentes individuos de la misma
especie o células/tejidos/érganos de diferentes especies.

Un “polinucledtido” es una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sea ribonucleétidos o
desoxirribonucledtidos. Este término hace referencia Gnicamente a la estructura primaria de la molécula. Por tanto,
este término incluye formas monocatenarias y bicatenarias de ADN y ARN, tales como las formas A, B, Hy Z del
ADA y formas triples. También Incluye tipos conocidos de modificaciones, por ejemplo marcadores conocidos en la
técnica, mutilaciéon, “capuchones”, sustitucion de uno o mas de los nucledtidos naturales con un analogo y
modificaciones internucleotidicas tales como, por ejemplo, aquéllas con enlaces sin carga (p. ej., fosforotioatos,
fosforoditioatos etc.), los que contienen restos pendientes tales como, por ejemplo, proteinas (incluyendo, por
ejemplo, nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina etc.), aquéllos con intercalantes (p. €j.,
acridina, psoraleno etc.), aquéllos que contienen quelantes (p. ej., metales, metales radioactivos etc.), aquéllos que
contienen alquilantes, aquéllos que contienen enlaces modificados (p. €j., acidos nucleicos alfa anomeéricos etc.), asi
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como formas no modificadas del polinucledtido.

Como se usa en el presente documento, las expresiones biolégicas “parejas de union” o “ligando/antiligando” o
“complejo ligando/antiligando” hace referencia a moléculas que reconocen especificamente (p. €j., se unen) otras
moléculas para formar un complejo de unién tal como anticuerpo-antigeno, lectina-hidrato de carbono, acido
nucleico-acido nucleico, biotina-avidina etc. Las parejas de unién biolégica no tienen que limitarse a pares de
moléculas sencillas. Por tanto, por ejemplo, un ligando sencillo se puede unir mediante la accién coordinada de dos
0 mas "antiligandos".

Como se usa en el presente documento, los términos ‘ligando” o “analito” o “marcador” se refieren cualquier
molécula que se esté detectando. Se detecta mediante su interaccion con un antiligando que se une, especifica o
inespecificamente, al ligando o mediante las propiedades caracteristicas del ligando, tales como las propiedades
dieléctricas. Generalmente, el ligando se define como cualquier molécula para la cual existe otra molécula (es decir,
un antiligando que se une especifica o inespecificamente a dicho ligando debido al reconocimiento de alguna
porcion de dicho ligando. El antiligando, por ejemplo, se puede unir a un anticuerpo y el ligando a una molécula tal
como un antigeno, que se une especificamente al anticuerpo. En caso de que el antigeno esté unido a una
superficie y el anticuerpo sea la molécula a detectar, para los fines del presente documento el anticuerpo se
convierte en el ligando y el antigeno es el antiligando. El ligando puede también consistir en células, membranas
celulares, organulos y analogos sintéticos de los mismos.

Los ligandos a usar para la practica de la presente invencion incluyen, entre otros, anticuerpos (que forma un
complejo anticuerpo/epitopo), antigenos, acidos nucleicos (p. €j., ADN, ARN, GADN, HADN, ADNc, ARNm, ARNt,
etc., naturales o sintéticos), lectinas, azucares (p. €j., que forman un complejo lectinas/azucar), glicoproteinas,
receptores y su ligando afin (p. ej.,m factores de crecimiento y sus receptores asociados, citocinas y sus receptores
asociados, receptores de sefalizacion etc.), moléculas pequefias tales como candidatos a farmacos (productos
naturales o analogos sintéticos desarrollados y almacenados en bibliotecas combinatorias), metabolitos, drogas y
sus subproductos metabdlicos, cofactores tales como vitaminas y otros compuestos naturales y sintéticos, oxigeno y
otros gases encontrados en los liquidos fisiolégicos, células, constituyentes celulares de membranas celulares y
estructuras asociadas, otros productos naturales encontrados en fuentes animales y vegetales, otros productos
parcial o completamente sintéticos y similares.

Como se usa en el presente documento, el término “acontecimiento de unién” se refiere a una interaccién o
asociacion entre al menos dos estructuras moleculares, tales como un ligando y un antiligando. La interaccion se
puede producir cuando las dos estructuras moleculares estan en contacto fisico directo o indirecto o cuando las dos
estructuras estan separadas fisicamente pero acopladas electromagnéticamente entre ellas. Ejemplos de
acontecimientos de union de interés incluyen, entre otros, ligando/receptor, antigeno/anticuerpo, enzima/sustrato,
ADN/ADN, ADN/ARN, ARN/ARN, hibridos, apareamientos erroneos en acidos nucleicos, &cidos nucleicos
complementarios y acidos nucleicos/proteinas. Como alternativa, la expresion “acontecimiento de union” se refiere a
una Unica molécula o estructura molecular descrita en el presente documento, tal como un ligando o un cOomplejo
ligando/antiligando”, que estd unido a la via se sefal. En este caso, la via de sefial es la segunda estructura
molecular.

Como se usa en el presente documento, la expresion “complejo ligando/antiligando” se refiere al ligando unido al
antiligando. La unién puede ser especifica o inespecifica y los enlaces son tipicamente enlaces covalentes, enlaces
de hidrégeno, unién inmunoldgica, fuerzas de Van der Waals, fuerzas iénicas u otros tipos de union.

Como se usa en el presente documento, el término "acoplamiento”, con respecto a las moléculas y restos
moleculares, hace referencia a la unién o asociacion de moléculas, sea especifica 0 no, como resultado de la
reaccion quimica o como el resultado de interacciones fisicas directas o indirectas, interacciones de van der Waals,
fuerzas de London o interacciones débiles, o como el resultado de interaccibn magnética, electrostatica o
electromagnética.

Sondas conjugadas

En general, las sondas de una matriz capturan y se unen al analito diana que se va a detectar. Los restos de captura
0 de unién a diana incluyen &cidos nucleicos, polinucleétidos, proteinas, acidos nucleicos peptidicos moléculas
pequefias y una amplia variedad de biomoléculas. Los restos de sondas de union a diana incluyen un dominio de
unién a epitopo de un anticuerpo.

En un aspecto, la presente invenciéon abarca un nimero mayor de analitos dentro cada punto o mancha de la matriz.
El mayor nimero de analitos por mancha se consigue mediante composiciones de sondas conjugadas que pueden
capturar numeros aumentados de restos de analitos. Las sondas conjugadas que incluyen, por ejemplo, conjugados
de polisacaridos, se usan para unir numeros potenciados de restos de analitos a los puntos manchas de la
micromatriz.
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En una realizacion, los conjugados se forman a partir de un polimero unido a una sustancia quimica o biomoléculas,
donde la sustancia quimica o las biomoléculas incluyen una sonda o sondas, formando de este modo sondas
conjugadas. La sustancia quimica o las biomoléculas que contienen la sonda o sondas estan acopladas al polimero
mediante enlaces covalentes. El polimero usado en las sondas de la invencion es un polisacarido ramificado. En el
presente documento también se divulgan otros polimeros.

El polimero puede ser un solido, gel o composicion amorfa en forma de capas, perlas, discos o0 mezclas de los
mismos y puede ser homogéneo, heterogéneo, ramificado, ramificado en cadena lateral, en peine ramificado o
estrella o dendrimérico. Las ramificaciones de los polimeros pueden ser ramificaciones de cadena larga o
ramificaciones de cadena corta. Los polimeros se fabrican mediante procedimientos sintéticos o se pueden obtener
como productos naturales aislados de fuentes naturales. Ejemplos del polimero incluyen hidratos de carbono,
sacaridos, homopolisacaridos, heteropolisacaridos, agarosa, amilosa, amilopectina, glucégeno, dextrano, celulosa,
quitina, quitosan, peptidoglucano y glucosaminoglucano. En algunas realizaciones, el polimero es un dextrano
altamente ramificado. En otras realizaciones, el polimero es un dextrano hidratado o agarosa, tal como un hidrogel, o
es un gel de poliacrilamida.

Otros ejemplos de polimeros divulgados en el presente documento incluyen oligonucleoétidos, péptidos, acidos
nucleicos peptidicos, proteoglicanos, glicoproteinas, glucolipidos, un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo.

Otros ejemplos de polimeros incluyen polimeros que contienen diol, tales como polimeros que tienen grupos gem-
diol o vecinales-diol. Otro ejemplos es un polimero que tiene un grupo hidroxilo al lado de un grupo éster, tal como
un enlace fosfodiéster en un ARN.

Otros ejemplos de polimeros son polinucle6tidos sintéticos o naturales tales como poli(T), poli (A) o poli(U).
Otro ejemplo es un polimero que tiene una pluralidad de grupos hidroxilo.

Las sondas conjugadas se preparan acoplando la sustancia quimica o biomolécula al polimero. El acoplamiento de
la sustancia quimica o biomolécula a los polimeros se puede realizar con un reticulador fotorreactivo o un reticulador
fotoreactivo heterobifuncional. Ejemplos de procedimientos generales para preparar conjugados se revisan en Greg
T. Hermanson, Bioconjugate Techniques (Academic Press 1996). En algunas realizaciones, las sondas conjugadas
se preparan mediante una reaccion de conjugacién de un grupo funcional o reactivo sobre la sustancia quimica o
biomolécula con el polimero, que se acopla a la sustancia quimica o biomolécula al polimero. Los grupos funcionales
0 reactivos sobre la sustancia quimica o biomolécula incluyen, por ejemplo, aldehidos, hidroxilos, aminas o grupos
amino, carboxilatos, grupos sulfhidrilo y mezclas de los mismos.

Las sondas conjugadas se preparan acoplando o haciendo reaccionar una sustancia quimica o biomolécula con el
polimero, en la que el polimero puede derivatizarse para contener una pluralidad de sitios de uniéon a los grupos
funcionales o reactivos de la sustancia quimica o biomolécula, directa o indirectamente mediante grupos ligadores.
El polimero derivatizado tiene grupos reactivos que se pueden usar para unirse a sustancias quimicas o
biomoléculas. Los grupos reactivos del polimero derivatizado pueden ser aldehidos, hidroxilos, aminas o grupos
amino, carboxilatos, grupos sulfhidrilo, isotiocianatos, ésteres de N-hidroxisuccinimida, cetonas, glioxales, epéxidos,
oxiranos, imidoésteres, carbodiimidazoles, alquilfosfatos, anhidridos, maleimidas, aziridinas, acriloilos, fluorofenilos,
diazoacetilos, N-acilimidazoles, carbonatos de sucinimidilo, grupos carboximetilo, isocianatos, grupos hidrazina,
acrilazidas y mezclas de los mismos.

El polimero puede tener un grupo amina reactivo, tal como el grupo amino en quitosano. En otras realizaciones, el
polimero tiene grupos funcionales, tales como grupos sulfatos, carboxilatos o fosfato. Ejemplos de polimeros que
contienen sulfato incluyen condroitinsulfato, dermatansulfato, heparinasulfato y queratinasulfato. Ejemplos de
polimeros que contienen carboxilato son polisacaridos que contienen grupos que derivan de acido sialico, acido
aldonico, acido urénico, acido oxoaldonico y acido ascérbico.

Ejemplos de polimeros que contienen fosfato incluyen &cidos nucleicos tales como ADN o ARN. Estos polimeros
pueden estar conjugados con una sustancia quimica o biomolécula para fabricar una sonda conjugada usando
ligadores bifuncionales tales como ligadores homofuncionales. heterofuncionales o multifuncionales. Por ejemplo, la
sonda conjugada puede ser un polimero polinucleotidico conjugado a otro polinucleétidos. En un ejemplo, el ARN se
oxida para proporcionar grupos aldehidos para unirse a sustancias quimicas o biémoléculas para fabricar un
conjugado.

Una variedad de sustancias quimicas o biomoléculas se pueden acoplar al polimero, para proporcionar sondas
conjugadas capaces de unirse a varias dianas. En otras palabras, una Unica cadena polimétrica se puede acoplar a
diversas sustancias quimicas o biomoléculas para proporcionar una sonda conjugada. Mezclas de sondas
conjugadas se pueden usar en una realizacion de la presente invencion.

En una realizacién para preparar una sonda conjugada, los grupos amino en cada uno de polimero y al sustancia
guimica o biomolécula se unen usando ditiobis (propionato de succinimidilo), tartarato de succinimidilo o glutamato
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de succinimidilo. En otras realizaciones, un grupo sulfhidrilo de la sustancia quimica o biomolécula se une con un
grupo amino del polimero usando propionato de N-succinimidl-2-(2-piridiltio) o éster de m-malemidobenzoil-N-
hidroxisuccinimida. En otra realizacién, un grupo sulfhidrilo de la sustancia quimica o biomolécula se une con un
grupo aldehido del polimero usando 4-(N-maleimidometil) ciclohexano- 1- carboxil- hirazida o 3- (2-piridilditio)
propionil hidrazida. En una realizacion adicional, un grupo sulfhidrilo de la sustancia quimica o biomolécula se une
con un grupo carboxilato del polimero usando 4- (p- azidosalicilamido) butilamina.

Grupos amino en cada uno del polimero y la sustancia quimica o biomolécula pueden unirse en otras realizaciones.
Usando reticuladores heterobifuncionales, N- 5- azido-2- nitrobenzoiloxisuccinimida o N- hidroxisulfosuccinimidil-4-
azidobenzoato.

En una realizacion, la conjugacion se realiza haciendo reaccionar los grupos hidroxilo del polimero con un agente de
carbonilacién tal como N,N’-carbonoldiimidazol para formar un carbamato de imidazolilo intermedio que, a su vez,
puede reaccionar con N-nucledfilos tales como aminas, restos que contienen amino tales como péptidos y proteinas,
dando un enlace N-alquilcarbamato.

En una realizacion, la conjugacion la conjugacion se realiza haciendo reaccionar los grupos hidroxilo del polimero
con N,N’- disuccinimidilcarbonato, seguido de la reaccion con un resto que contiene amino, tal como, por ejemplo, un
grupo amino sobre un oligonucledtido. El grupo amino puede ser un grupo amino terminal o proximal a un extremo
del oligonucledtido.

La conjugacién se puede realizar haciendo reaccionar el polimero con acido 3-malemidopropiénico, seguido por la
reaccion del producto, un polimero derivatizado, con un grupo amino en un oligonucleétido.

En otra realizacién, la conjugacién se realiza haciendo reaccionar el polimero con grupos hidroxilos con grupos
terminales en haluro de alquilo de la sustancia quimica o biomolécula para dar enlaces éyer en la sonda conjugada.

Los polimeros que contienen con grupos hidroxilos en atomos de carbono adyacentes, por ejemplo sacaridos o
glucoproteinas se pueden hace reaccionar con peryodato sédico para producir grupos funcionales aldehido sobre el
polimero que se puede usar para conjugar sustancias quimicas o biomoléculas para preparar sondas conjugadas.
La posterior reaccion de los grupos funcionales aldehido sobre el polimero con una sustancia quimica o biomolécula
gue contiene amina produce un enlace de base de Schiff entre el polimero y la molécula. El enlace de base de Schiff
se puede hacer reaccionar con agentes reductores tales como borohidruro sddico o cianoborohidruro sddico para
producir un enlace amina secundaria o terciaria entre el polimero y la sustancia quimica o biomolécula

En otras realizaciones, las sondas conjugadas se preparar usando reticuladores fotoreactivos. Por ejemplo, los
grupos amino en cada uno del polimero y la sustancia quimica o biomolécula se pueden acoplar a un reticulador
fotoreactivo, formando de este modo un conjugado en el que el polimero esta acoplado a la sustancia quimica o
biomolécula a través de un grupo de union. En un ejemplo, un grupo amino del polimero se puede acoplar a acido
N-hidroxisuccinimidil-2-azidosalicilico y un grupo amino de la sustancia quimica o biomolécula puede acoplarse
mediante fotolisis para formar un conjugado en el que el polimero esta acoplado a la sustancia quimica o
biomolécula a través de un grupo de union.

En otro ejemplo, el grupo sulfhidrilo de de la sustancia quimica o biomolécula se puede acoplar a 1- (p-
azidosalicilamido)-4- (yodoacetamido) butano, y un grupo amino del polimero se puede acoplar mediante fotolisis
para formar un conjugado en el que el polimero esti acoplado a la sustancia quimica o biomolécula a través de un
grupo de unién.

En otro ejemplo, el grupo aldehido del polimero se puede acoplar a p-azidobenzoilhidrazida y un grupo amino de la
sustancia quimica o biomolécula polimero se puede acoplar mediante fotolisis para formar un conjugado en el que el
polimero esta acoplado a la sustancia quimica o biomolécula a través de un grupo de unién.

En algunas realizaciones, se utiliza la interaccion avidina biotina para la reaccién de conjugacion. Los grupos
reactivos tales como amino, carboxilato, sulfhidrilo, y carbohidratos se pueden biotinilar. Los grupos biotina se
pueden usar para unirse a avidina o estreptavidina, que puede llevar una marca.

El acoplamiento de las sondas conjugadas a la superficie del sensor para preparar una matriz se puede realizar de
varias formas. Por ejemplo, la superficie se puede derivatizar con un epoxido, que puede reaccionar con grupos OH
o NH;- reactivos en las sondas conjugadas. En otro ejemplo, la superficie del sensor se trata con poli(lisina), y las
sondas conjugadas o biomoléculas se dispersan sobre la superficie. Se puede utilizar opcionalmente radiacion UV
para reticular las sondas conjugadas o biomoléculas al sustrato, tal como un porta de vidrio, 0 una capa de
pasivacion en un dispositivo electronico. Las sondas conjugadas o los oligonucledtidos se pueden acoplar a la
superficie de un sensor que se ha derivatizado con grupos aldehido, amina, o isotiocianida. EI mecanismo de
formacion de la matriz puede ser manchado, impresion con chorro de tinta, o sintesis directa en el chip.
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Ademas, las sondas se pueden aplicar a un soporte sélido utilizando un sistema robotizado, tal como el fabricado por
Genetic MicroSystems (Woburn, MA), GeneMachines (San Carlos, CA) o Cartesian Technologies (Irvine, CA), o
Packard Bioscience (Billerica, MA).

La quimica tipica implicada en la unién de un ligando a la capa de la matriz de deteccién dependera generalmente de
la naturaleza del ligando y de cualquier antiligando con el que se una, asi como de sus funciones en el ensayo. Un
listado de los posibles tipos de interacciones que pueden tener lugar sobre la superficie incluyen, pero sin limitacion:
interacciones proteina/proteina, interacciones ADN/proteina, interacciones ARN/proteina, hibridacion de acido
nucleico, incluyendo analisis de emparejamiento incorrecto de pares de bases, interacciones ARN/ARN,
interacciones de ARNt, sistemas enzima/sustrato, interacciones antigeno/anticuerpo, interacciones molécula
pequeria/proteina, interacciones farmaco/receptor, interacciones membrana/receptor, cambios conformacionales en
ligandos en fase sélida, interacciones proteina/sacarido, e interacciones lipido/proteina.

La quimica real de la superficie se puede describir en una realizaci6n como una unién primaria y una union
secundaria. Pueden existir también regiones adicionales de union molecular. La unién primaria se refiere a la union
de un antiligando a la superficie de deteccidn, que se puede realizar mediante la ayuda de una molécula enlazadora.

En una realizacion, la invencion proporciona un soporte sélido preparado que comprende grupos independientes
inmovilizados o no inmovilizados de sondas de oligonuclettido. Las sondas se pueden seleccionar o disefar
mediante el uso, por ejemplo, de un programa de seleccion de sondas para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional tal como Probe3 del Massachusetts Institute of Technology.

El soporte en fase solida puede proporcionar areas de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 micrometros
cuadrados, sobre la que se pueden inmovilizar aproximadamente 100.000 grupos de sondas en areas discretas de
acuerdo con un modelo predeterminado. El soporte soélido preparado puede tener un registro asociado escrito o
electrénico de la secuencia de la sonda o pares de sonda en cualquier localizacion dada del soporte y, de este modo,
también puede identificarse la localizacion en el soporte de una diana amplificada.

El nimero de sondas dentro de cada grupo que corresponde a una regién particular de una secuencia de referencia
se puede determinar y estar limitado por las necesidades de la reaccién de amplificacion posteriormente planificada
en la micromatriz. Asi, por ejemplo, el nimero de sondas que se considera necesario para llevar a cabo una
amplificacion por PCR en un sitio especifico de la micromatriz, considerando especialmente el volumen de reaccion y
el nimero esperado de moléculas de polinucleétido de la diana del molde, y el nimero propuesto de ciclos de la
PCR, ayudara a determinar exactamente cuantas copias de la sonda de oligonucledtido aplicar como grupo en cada
ubicacion del soporte para garantizar reacciones con éxito. A veces, la cantidad de sondas (es decir, nimeros de
moléculas sonda o concentracion de sonda) sera aproximadamente la misma en cada localizacion de un soporte
sélido dado (por ejemplo, en un formato de micromatriz de ADN que tenga desde 1000, hasta 10,000, hasta
aproximadamente 100.000 grupos de sondas a amplificar o detectar en aproximadamente 100.000 regiones del
polinucledtido diana).

Se entenderd que cualquier sonda que contenga acido nucleico puede contener deleciones, adiciones y/o
sustituciones de menor importancia en las bases del &cido nucleico.

Las sondas de oligonucledtido incluyen las bases heterociclicas naturales encontrabas habitualmente en los &cidos
nucleicos (uracilo, citosina, timina, adenina y guanina), asi como bases modificada y analogos de base. Cualquier
base modificada y analogos de base compatible con la hibridacién de la sonda con una secuencia diana es Util en la
practica de la invencion.

La parte de azlcar o glicdsido de la sonda de polinucledtido puede comprender desoxirribosa, ribosa y/o formas
modificadas de dichos azucares, tales como, por ejemplo, 2’-O-alquil ribosa. En una realizaciéon preferida, el resto
azUcar es 2’-desoxirribosa; sin embargo, se puede usar cualquier resto azlcar que sea compatible con la capacidad
de la sonda para hibridarse con una secuencia diana.

En una realizacion, las unidades de nucledsido de la sonda estan unidas por una estructura basica de fosfodiéster,
tal como es sabido en la técnica. En realizaciones adicionales, las uniones entre nucleétidos pueden incluir cualquier
enlace que sea compatible con la hibridacién especifica de la sonda, incluyendo pero sin limitacién, fosfotioato,
metilfosfonato, sulfamato (por ejemplo, patente de los Estados Unidos con n°® 5.470.967) y poliamida (es decir, acidos
peptidonucleicos). Los &cidos peptidonucleicos se han descrito en Nielsen y col. (1991) Science 254: 1497-1500,
patente de los Estados Unidos con n° 5.714.331, y Nielsen (1999) Curr. Opin. Biotechnol. 10:71-75.

En determinadas realizaciones, la sonda puede ser una molécula quimérica; es decir, puede comprender mas de un
tipo de subunidad de base o azlcar, y/o los enlaces pueden ser de mas de un tipo dentro de la misma sonda.

La sonda puede comprender un resto para facilitar la hibridaciéon con su secuencia diana, como es conocido en la
materia, por ejemplo, intercaladores y/o moléculas de union al surco menor.
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Las variaciones en las bases, azlcares y estructura basica entre nucleétidos, asi como la presencia de cualquier
grupo colgante en la sonda, seran compatibles con la capacidad de la sonda para unirse, de forma especifica de la
secuencia, con su secuencia diana. Es posible un nimero importante de modificaciones estructurales, tanto
conocidas como en desarrollo, dentro de estos limites. Ademas, los métodos sintéticos para preparar las diferentes
bases heterociclicas, azlcares, nucledsidos y nucleétidos que constituyen la sonda, y la preparacion de
oligonucledtidos con una secuencia especifica predeterminada, estan bien desarrollados y son conocidos en la
técnica. Un método para la sintesis de oligonucleétidos incorpora las ensefianzas de la patente de los Estados
Unidos con n° 5.419.966.

Las sondas de oligonucleétidos se pueden disefiar con cualquier resto 0 secuencias adicionales especiales que
ayudaran y facilitaran una PCR particular o posteriores manipulaciones, por ejemplo aislamiento de los
polinucleétidos amplificados diana. Por ejemplo, una sonda puede incluir secuencias adicionales a las que son
complementarias de la secuencia diana. Dichas secuencias se encuentran normalmente secuencia arriba (es decir,
en direcciéon 5’) de las secuencias complementarias de la diana en la sonda. Por ejemplo, las secuencias que
comprenden uno o mas sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion (denominadas “enlazadores” o
"adaptadores”), cuando estan presentes en una sonda secuencia arriba de las secuencias complementarias de la
diana, facilitan la clonacion y la posterior manipulacion de un producto de amplificacion. Otras secuencias Utiles para
su inclusién en una sonda incluyen las que son complementarias de una sonda se secuenciacion y las que
especifican un promotor de la ARN polimerasa de bacteriéfago tales como, por ejemplo, la ARN polimerasa T3, la
ARN polimerasa T7, y/o la ARN polimerasa SP6.

En un aspecto de la invencion, las sondas de micromatriz se definen por un método de apilamiento para cubrir la
totalidad de una region de interés en el polinucleétido diana. Por ejemplo, un primer grupo de sondas estéa disefiado
de forma que la secuencia de cada sonda en lo anterior se corresponde con la parte mas proxima a 5 de la region de
interés; un segundo grupo de sondas tiene una secuencia que se ha "desplazado” del primer grupo en un nucleétido
en direccién al extremo 3’ de la region; y el tercer grupo de sondas tiene una secuencia que se ha "desplazado” del
segundo grupo en un nucleétido en direccion al extremo 3’ de la regién, y etc. En teoria, entonces, el numero de
grupos de sondas es igual al numero de nucledtidos en la regién de interés. Por supuesto, dentro de cada grupo de
sondas que corresponde a una parte particular de la region, existe como minimo cuatro conjuntos de sondas con
extremos 3’ diferentes tal como se ha descrito anteriormente. Cuando se van a detectar multiple polinucleétidos
diana de acuerdo con la presente invencion, cada grupo de sonda correspondiente a un polinucleétido diana
particular reside en un area discreta de la micromatriz.

Sistema biosensor de imagenes digitales

En un aspecto de la presente invencion, la deteccién de analitos con un Sistema biosensor se potencia mediante el
uso de imagenes digitales, o tecnologia de deteccion con “vision maquina” que se puede usar para leer la sefal del
analito unido a la matriz con menos fondo y con la correspondiente mayor relacién sefial a ruido. En una realizacion,
el sistema biosensor utiliza tecnologia de deteccion de imagenes digitales que incluye un sensor de imagenes
digitales en una tarjeta secundaria, una matriz de sondas conjugadas, una carcasa de baja intensidad de luz para el
sensor que puede proporcionar enfriamiento térmico al sensor, y métodos para integrar las sefiales de analito.

En una realizacion, la sefial 6ptica procedente de una matriz que comprende especies de captura tales como sondas
conjugadas se detecta mediante un sensor de imagenes digitales. El sensor de imagenes digitales incluye una matriz
de elementos fotosensores. Las sondas conjugadas se pueden dispersar en una matriz del sensor de imagenes
digitales y pueden estar unidas bien de forma covalente o de forma no covalente a la superficie del sensor de
imagenes digitales. En una realizacion alternativa, la matriz se mancha sobre un porta de vidrio que se puede colocar
adyacente al sensor de imagenes digitales. En dichas realizaciones, se ubica opcionalmente un acoplador de fibra
Optica entre el porta de vidrio y el sensor.

La region localizada de cada mancha de sonda discreta en la matriz puede ser mas grande que la de un elemento
fotosensor individual del sensor de imagenes digitales. De forma tipica, no existe una correspondencia univoca entre
las manchas de la sonda y los fotosensores individuales. Alternativamente, las manchas de la sonda pueden tener
aproximadamente el mismo tamafio que un elemento fotosensor individual.

El sensor de imégenes digitales es, en una realizacién, un sensor de imagenes metal complementario-oxido-
semiconductor (CMOS). Cada sensor en un sensor de imagenes CMOS incluye una célula fotodiodo que esta unida
a su propio convertidor analdgico-digital, amplificador y registro. La capa superior de un sensor de imagenes CMOS
es una capa de pasivacion, que puede ser didxido de silicio practicamente trasparente a la luz, y sirve como barrera
de fluidos para proteger la circuiteria del semiconductor de la disolucion de analito a suministrar a la matriz. La capa
de pasivacion también puede ser un material conductor trasparente.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a la mejora de una sefial procedente de especias detectadas
mediante la deteccion de una sefial en el sensor de imagenes digitales, donde se forma directamente una matriz
sobre el sensor de imagenes digitales. En una realizacion, la deteccion optica de la emision de quimioluminiscencia
del analito se lleva a cabo mediante una matriz formada sobre una capa de pasivacion fina situada en la parte
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superior del sensor imagenes digitales. En esta realizacién, la sefial queda ventajosamente potenciada por la
proximidad entre la matriz y los elementos fotosensores del sensor de imagenes digitales.

En otro aspecto de la presente invencion, el dispositivo o sistema sensor proporciona una relacion sefial a ruido
aumentada de las mediciones de la sefial luminosa de la matriz de analitos reduciendo la radiaciéon de fondo que
incide sobre el detector sensor de imagenes. Tal como se ilustra en la realizacion de la Fig. 1, se proporciona un
cerramiento 100 de baja intensidad de luz para contener el sensor de imagenes opticas y la matriz. El cerramiento
100 tiene una carcasa superior 160 y una carcasa inferior 180. La carcasa inferior 180 soporta una tarjeta de circuito
impreso del sensor de imagenes Opticas, elementos de refrigeracién opcionales para el sensor, y aloja
mecanicamente la carcasa superior 160. En la realizacion de la Fig. 1, la tarjeta de circuito impreso del sensor de
imagenes Opticas esta incluido en el interior de un segundo cerramiento 150. El circuito impreso y el segundo
cerramiento estan unidos al conector de borde 360. La carcasa superior 160, cuando se aloja en la carcasa inferior
180, proporciona una regién 300 de baja intensidad de luz definida por una barrera 200 que rodea de forma estanca
la matriz 120. El fluido entra en contacto con la matriz en la regién de baja intensidad de luz definida por la barrera
200.

En otra realizacion ilustrada en la Figura 2, se proporciona una abertura 240 para entrada de fluidos en la carcasa
inferior 180. En funcionamiento, el fluido se introduce en la matriz 120 inyectando un liquido que contiene las
moléculas diana a través de la abertura 240 para entrada de fluidos. El fluido se combina en la region 300 de baja
intensidad de luz. De manera opcional, una estructura capilar o canal de fluido 104 se forma en el interior del
cerramiento 100 para suministrar el analito desde la abertura 240 para entrada de fluidos hasta la matriz 120. La
abertura 240 para entrada de fluidos incluye de manera opcional un septo 244 a través del cual se introduce el fluido,
siendo el septo una barrera tanto para los fluidos como para la luz.

En algunas realizaciones alternativas por ejemplo cuando se utiliza deteccion por fluorescencia, no se necesita que
haya un fluido presente en la region 300 de baja intensidad de luz. En dichas realizaciones, se puede inyectar un
fluido en la abertura 240 para entrada de fluidos para proporcionar enfriamiento al sensor de imagenes.

En la realizacién de la Fig. 2, se proporciona un lente opcional en la carcasa superior 160 adyacente a la regién 300
de baja intensidad de luz. Un material de sellado 268 tal como un elastomero espumado o arandela también se
puede proporcionar para ayudar al cierre estanco de la region 300 de baja intensidad de luz.

El cerramiento 100 esta conectado a la estacion de lectura 400 de forma que la matriz esta nivelada sustancialmente
por gravedad. De manera opcional, el cerramiento puede estar conectado a la estacion de lectura y operado en
cualquier orientacion gravitacional. En estas realizaciones opcionales, la abertura para entrada de fluido y el
cerramiento pueden encapsular el fluido de analito mediante tensién superficial y efecto de capilaridad en cualquier
orientacion, siempre que se puedan leer las sefiales de la matriz de analito.

Tal como se ilustra en las realizaciones de las Figs. 1y 2, la tarjeta de circuito impreso 380 que soporta el sensor de
imagenes opticas 140 estd conectada eléctricamente a la estacion de lectura 400 mediante un conector de borde
eléctrico 360. El sensor de imagenes Opticas 140 puede estar sujeto, y parcialmente encapsulado, con una resina
epoxi 248 para proporcionarle estabilidad y proteccion. De manera opcional, la carcasa inferior 180 proporciona
abertura(s) para acceder a los circuitos electrénicos del sensor de imagenes 6pticas 140.

En una realizacion, se proporciona un sistema biosensor que integra la sefial del analito para aumentar la relacion
sefial a ruido en la deteccion de los analitos. La integracion se puede llevar a cabo aumentando el tiempo de
recogida de imagenes del detector de la luz procedente de la matriz. Para integrar la sefial de analito, se proporciona
un método de transferencia de datos que utiliza un sensor de imagenes CMOS. Un sensor de imagenes CMOS tipico
es un dispositivo rapido de marcos temporales que se puede utilizar en aplicaciones de cdmaras de video. En una
realizacién, el sensor de imagenes CMOS se opera en un régimen muy lento con el fin de integrar la sefial de la
matriz que incide en el sensor. En esta realizacion, la sefal integrada se almacena en la memoria, se repite la
integracion, y se observa la velocidad de cambio en la sefial de analito con el tiempo. El tiempo de recogida de
imagines del sensor de imagenes CMOS se puede controlar, por ejemplo, para integrar la deteccion del analito
eliminando todos los registros existentes en el chip a tiempo cero, y recogiendo a continuacion la sefial de radiacion
del analito durante un periodo de tiempo fijado. En algunas realizaciones, los elementos fotosensores individuales del
sensor de imagenes realizan la integracién simultdaneamente para diferentes periodos. La integracién de la sefial del
analito aumenta su relacion sefial a ruido y mejora la detecciéon de los analitos, permitiendo detectar una menor
concentracion de analito.

En una realizacion, la sefial de analito se potencia reduciendo el ruido "térmico” inherente al sensor de imagenes
CMOS enfriando el sensor incluido en el cerramiento de baja intensidad de luz. El sensor se puede enfriar mediante
un elemento termoeléctrico, por expansion de boquilla o enfriamiento por con métodos de refrigeraciéon, o por
inmersion en fluidos de enfriamiento. Se ha observado una reduccién del ruido a aproximadamente la mitad
enfriando el sensor a 7° C, y enfriar el sensor a 4° C reduce el ruido en aproximadamente diez veces con respecto a
la temperatura ambiente. En algunas realizaciones, se inyecta un fluido, que puede contener o no moléculas de
muestra, en el cerramiento de baja intensidad de luz para proporcionar refrigeracion al sensor.
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Sefal de la matriz de analito

La deteccion Optica del analito unido a una sonda conjugada incluye la deteccibn mediante métodos de
fluorescencia, quimioluminiscencia, bioluminiscencia, colorimetria, absorbancia y punto cuantico. Las especies de
etiquetas o moléculas indicadoras estan unidas al polimero, o a la sonda de las sondas conjugadas, o a los analitos
en la mezcla diana. Los ejemplos de especies de etiquetas o moléculas indicadoras incluyen radiois6topos,
moléculas fluorescentes, moléculas quimioluminiscentes, quimioluminéforos, moléculas bioluminiscentes, enzimas,
anticuerpos y particulas tales como particulas magnéticas y puntos cuanticos. Las moléculas de colorante
fluorescente unidas a un oligonucleétido corto derivatizado con amina se pueden utilizar como especies marcadoras,
donde el grupo amina esta acoplado al polimero del conjugado. Las moléculas indicadoras utilizadas para la
deteccion incluyen radioetiquetas, colorantes fluorescentes tales como Cy3, Cy5, Alexa Fluor 488, fluoresceina,
rodamina, rojo Texas, rosa bengala, cloruro de dansilo, bromuro de etidio, aminonaftalenos, pirenos y porfirinas,
sistemas quimioluminiscentes tales como luminol, dioxetanos, ésteres de fenil acridinio, y sales de rutenio,
cromoforos y sondas colorimétricas tales como oro coloidal, colorantes azo, colorantes de quinolina, y colorantes de
cianina.

Se ha descrito una variedad de esquemas para la deteccion de analitos en M. Schena y R. W. Davis, DNA
Microarrays: A Practical Approach (M. Schena ed., Oxford University Press 1999).

Los ejemplos de especie de etiqueta utilizadas incluyen agonistas y antagonistas, toxinas epitopos, hormonas,
anticuerpos, péptidos, enzimas, oligonucleétidos, acidos peptidonucleicos, lectinas, hidratos de carbono, proteinas y
farmacos. Por ejemplo, las enzimas usadas en ensayos ELISA se pueden utilizar para la deteccion mediante
fluorescencia. Otro ejemplo es la avidina o estreptavidina marcada de forma fluorescente.

En algunas realizaciones, se utiliza mas de un tipo de especie de etiqueta para proporcionar mas de un método de
deteccion para un analito particular. El polimero de la sonda conjugada se puede acoplar a una pluralidad de
especies de etiqueta fluorescentes y quimioluminiscentes, por ejemplo. Como se ha descrito anteriormente, en
algunas realizaciones, la sonda conjugada puede unirse a mas de una diana. De este modo, en algunas
realizaciones, un polimero de la sonda conjugada se puede acoplar a una pluralidad de moléculas de unién a diana 'y
a una pluralidad de especies de etiqueta diferentes.

Para la deteccion por fluorescencia, se puede proporcionar la luz de excitacion de la mancha de la matriz mediante
un panel LED adyacente a la matriz, o alternativamente adyacente al cerramiento del sensor CMOS. En el método
de fluorescencia, se puede utilizar un filtro de banda estrecha adyacente a la matriz, entre los puntos de la matriz y el
fotodiodo para eliminar la sefial de excitacion de la lectura de las sefales procedentes de la matriz, y seleccionar la
luz emitida para su deteccion.

En otro método, se puede leer la sefial de analito para proporcionar informacion del ensayo mediante la deteccion
Optica de la quimioluminiscencia. La quimioluminiscencia procede de la luz generada en una reacciéon quimica, que
se puede detectar mediante un detector de banda ancha sin un filtro, tal como un sensor de imagenes digitales
CMOS. La luz procedente del punto de la matriz se detecta directamente, y la sefial del fondo procede
principalmente de la luz ambiental y de la “corriente térmica”. Los analitos se pueden derivatizar con etiquetas
guimioluminiscentes. Se puede usar fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante, por ejemplo, para la
deteccién mediante quimioluminiscencia. La eficacia de la deteccién puede depender, en parte, de la eficacia de la
union de las etiquetas, de manera selectiva o especifica, a las dianas. La etiqueta puede ser bien biotina o
digoxigenina que se pueden reconocer mediante un sistema de deteccidn enzimatico, seguido por una reaccion
guimioluminiscente que convierte la energia liberada en la escisién de un enlace quimico a fotones de una longitud
de onda determinada. En la deteccion de la quimioluminiscencia también se pueden utilizar moléculas que
estabilizan la luz generada en la escision del enlace o la reacciéon quimica, denominadas también potenciadores de
la quimioluminiscencia.

La relacién del numero de moléculas sefial o moléculas de colorante y el nimero de moléculas sonda que se
acoplan con la sonda conjugada, o con el polimero, puede variarse sustancialmente. En algunas realizaciones, la
relacién de moléculas sefial y moléculas sonda es de al menos 3, 4 0 5. Con frecuencia, la relacion de moléculas
sefial y moléculas sonda es de al menos 6, 7, 8 0 9. En ocasiones la relacion de moléculas sefial y moléculas sonda
es de al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100. Pueden usarse diversas combinaciones de moléculas sefial
y sondas para formar las sondas conjugadas.

En algunas realizaciones de la presente invencion, la sefial de matriz puede detectarse por un sensor de imagenes
digitales. En otras realizaciones, puede conseguirse deteccién con un dispositivo de carga acoplada (CCD),
fotomultiplicador (PMT) o fotodiodo de avalancha. La medicion del analito puede también realizarse, por ejemplo, en
diversos esquemas de matrices por deteccién de conductancia eléctrica.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la aplicacién de sondas conjugadas en campos industriales,

ambientales, biomédicos y biotecnoldgicos. Las sondas conjugadas de la presente invencién pueden usarse en
aplicaciones analiticas o de diagnéstico, y para detectar analitos en fase de solucién, gas o soélida. Las sondas
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conjugadas pueden incorporarse y usarse en un biosensor, para detectar particulas organicas, inorganicas o
ambientales en un analito, 0 en una solucién acuosa, fase no acuosa o fase gaseosa.

La deteccion de un polinucledtido diana amplificado o marcado puede realizarse por métodos usados para
secuencias marcadas incluyendo, por ejemplo, deteccion de marcadores que se han incorporado en las cadenas de
ADN de nueva sintesis o amplificadas. Por lo tanto, por ejemplo, pueden detectarse directamente marcadores
fluorescentes o radiomarcadores. Otras técnicas de marcaje pueden requerir que se detecte un marcador tal como
biotina o digoxigenina que se incorpore en el ADN durante la sintesis de cadenas mediante un anticuerpo u otra
molécula de unién (por ejemplo, estreptavidina) que esta marcada o que puede unirse a una molécula marcadora en
si misma, por ejemplo, una molécula marcada puede ser, por ejemplo, un anticuerpo anti-estreptavidina o anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado con una molécula fluorescente (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina, Texas Red y
rodamina) o conjugarse con una molécula enziméaticamente activable. Sea cual sea el marcador en las moléculas de
nueva sintesis, y si el marcador esta directamente en el ADN o conjugado con una molécula que se une al ADN (o
se une a una molécula que se une al ADN), los marcadores (por ejemplo, fluorescente, enzimatico,
quimioluminiscente o colorimétrico) puede detectarse por una diversidad de técnicas incluyendo un explorador de
laser, una cdmara CCD o una pelicula de rayos X, dependiendo del marcador, u otro medio apropiado para detectar
un marcador particular.

Puede detectarse un polinucledtido diana usando nucle6tidos marcados (por ejemplo, marcador de dNTP-
fluorescente para marcaje directo; dNTP-biotina o dNTP-digoxigenina para marcaje indirecto) incorporados en ADN
amplificado durante la amplificacién por PCR. Para el ADN marcado indirectamente, la deteccion se lleva a cabo por
fluorescencia u otra estreptavidina conjugada con enzima o anticuerpos anti-digoxigenina. El método de PCR
tipicamente emplea deteccion de los polinucleétidos detectando marcador incorporado en los complementos de
nuevas sintesis para las dianas polinucleotidicas. Para este fin, puede usarse cualquier marcador que pueda
incorporarse en ADN a medida que se sintetiza, por ejemplo, fluoro-dNTP, biotina-dNTP o digoxigenina-dNTP, como
se ha descrito anteriormente. La amplificacion por PCR realizada usando uno o mas cebadores universales en
solucién proporciona la opcion de detectar las dianas amplificados en localizaciones en el soporte sélido detectando
los cebadores universales. Por lo tanto, cuando se use mas de un cebador universal, pueden detectarse
diferencialmente cadenas diana de diferentes fuentes en el soporte sélido.

Los ejemplos adicionales de marcadores fluorescentes adecuados incluyen fluoresceina (FITC), 5,6-carboximetil
fluoresceina, Texas red, nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il (NBD), cumarina, cloruro de dansilo, rodamina, 4' -6-diamino-
2-fenilinodol (DAPI), y los colorantes de cianina Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5 y Cy7. Con frecuencia, los marcadores
fluorescentes son fluoresceina (5-carboxifluoresceina-N-hidroxisuccinimida éster) o rodamina (5,6-tetrametil
rodamina). En ocasiones los marcadores fluorescentes para codificacion multicolor combinatoria son FITC y los
colorantes de cianina Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5 y Cy7. La absorcién y emisiébn maximas, respectivamente, para estos
fluorescentes son: FITC (490 nm; 520 nm), Cy3 (554 nm; 568 nm), Cy3.5 (581 nm; 588 nm), Cy5 (652 nm: 672 nm),
Cy5.5 (682 nm; 703 nm) y Cy7 (755 nm; 778 nm), permitiendo de este modo su deteccién simultanea.

En ocasiones se usan nucledtidos marcados para marcadores de deteccion ya que pueden incorporarse
directamente durante la sintesis. Los ejemplos de marcadores de deteccion que pueden incorporarse en ADN o ARN
amplificado incluyen andlogos de nucle6tidos tales como BrdUrd (Hoy y Schimke, Mutation Research 290:217-230
(1993)), BrUTP (Wansick et al., J. Cell Biology 122:283-293 (1993)) y nucleétidos modificados con biotina (Langer et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 78:6633 (1981)) o con haptenos adecuados tales como digoxigenina (Kerkhof, Anal.
Biochem. 205:359-364 (1992)). Son nucledtidos marcados con fluorescencia fluoresceina-isotiocianato-dUTP,
Cianina-3-dUTP y Cianina-5-dUTP (Yu et al., Nucleic Acids Res.., 22:3226-3232 (1994)). Un marcador de deteccién
analogo de nucleétido util para ADN es BrdU (BUDR trifosfato, Sigma), y un marcador de deteccion analogo de
nucleétido Gtil para ARN es biotina-16-uridina-5'-trifosfato (biotina-16-dUTP, Boehringer Mannheim). La fluoresceina,
Cy3 y Cy5 pueden unirse a dUTP para marcaje directo. Cy3.5 y Cy7 estan disponibles como conjugados de avidina
o0 anti-digoxigenina para deteccion secundaria de sondas marcadas con biotina o digoxigenina.

En una realizacion, la invencion se usa para detectar la unién de una estructura molecular con la ruta de sefal. En
esta realizacion, se propaga una sefial a través de la ruta de sefial. A medida que se propaga, se acopla con la
estructura unida y se modula. El andlisis de la respuesta modulada indica union.

En otra realizacion, la invencion puede usarse para identificar unién secundaria. Por ejemplo, la unidn primaria
puede ser la unién de un anticuerpo con la superficie conductora. La unién secundaria puede implicar la medicion de
la union entre el anticuerpo inmovilizado y su antigeno en solucion. Después de haberse detectado la unién primaria
como se ha descrito en el parrafo anterior, la solucion que contiene el anticuerpo se afiade al dispositivo de bio-
ensayo y la respuesta se mide de nuevo. La respuesta se compara con la respuesta de unién primaria. Un cambio
indicaria que se ha producido un acontecimiento de unién.

En otra realizacion, la invenciéon puede usarse en un formato de matriz. El dispositivo sensor o sistema biosensor
tendra mdltiples sitios direccionables, cada uno de los cuales tiene unido a él un anti-ligando especifico. Después de
suministrar solucién al dispositivo, se mediran y caracterizaran las respuestas de unién en cada sitio. Un dispositivo
de este tipo puede usarse para medir y/o identificar la presencia de secuencias de acido nucleico especificas en una
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muestra. En cada uno de los sitios direccionables se une una secuencia nucleica Gnica como el anti-ligando. Tras la
exposicién a la muestra, se uniran secuencias complementarias en sitios apropiados. La respuesta en cada sitio
indicara si se ha unido una secuencia. Dicha medicion también indicaran si la secuencia unida es perfectamente
coincidente con la secuencia anti-ligando o si hay uno o miltiples desapareamientos. Esta realizacion también
puede usarse para identificar proteinas y clases de proteinas.

En otra realizacion, la presente invencion puede usarse para generar una curva patrén o curva de valoracion que se
usaria posteriormente para determinar la concentracion desconocida de un analito o ligando particular. Por ejemplo,
podria unirse un anticuerpo al dispositivo sensor o sistema biosensor. El dispositivo podria exponerse a varias
concentraciones diferentes del ligando y medirse la respuesta para cada concentracién. Dicha curva también se
conoce por los expertos en la materia como una curva de respuesta a dosis. Puede exponerse una muestra
desconocida al dispositivo y medirse la respuesta. Su respuesta puede compararse con la curva patrén para
determinar la concentracion del ligando en la muestra desconocida.

Con frecuencia es deseable determinar ciertas cualidades de una molécula dada. Los ejemplos incluyen determinar
la clase a la que pertenece una proteina, o qué tipo de polimorfismo es un gen dado u otra secuencia de acido
nucleico. Esto puede realizarse de varias maneras. Las proteinas se clasifican con frecuencia por nimero y tipos de
homologias estructurales, o subestructuras particulares que se encuentran en las mismas o similares clases de
proteinas. Por ejemplo, las proteinas G habitualmente halladas en membranas celulares y que median en las rutas
de transduccion de sefial entre el ambiente extracelular y el ambiente intracelular siempre tienen una estructura que
atraviesa la membrana celular siete veces. Dicha estructura es practicamente definitiva de una proteina G. Otras
clases de proteinas tienen homologias estructurales similares, y como tal, cualquier método que pueda distinguir una
clase de proteinas de otra basdndose en estas homologias es de enorme utilidad en muchos de los campos de
investigacion biomédica. Dado que las propiedades dieléctricas de una molécula dada se determinan
completamente por la geometria de la distribucion de carga de dicha molécula, y dado ademas que la mayoria de las
proteinas tienen una estructura o geometria Unica, entonces cada proteina puede determinarse de forma Unica
midiendo las propiedades dieléctricas de la proteina. Por lo tanto una simple identificacion dieléctrica, tal como las
generadas por la presente invencién, puede servir para identificar de forma Unica una proteina dada, y ademas,
puede permitir la clasificacion de la proteina en algunas clases previamente conocidas de proteinas. Puede afadirse
un refinamiento adicional a la metodologia de clasificacién usando un grupo de antiligandos en el dispositivo de bio-
ensayo que son especificos para subestructuras particulares de una proteina dada. Por ejemplo, puede utilizarse un
grupo de anticuerpos que son especificos para subestructuras particulares tales como dominios, para la
determinacion de la existencia o ausencia de dichas subestructuras. Por lo tanto, puede caracterizarse cualquier
proteina dada determinando tanto la presencia como la ausencia de ciertas subestructuras asi como las propiedades
dieléctricas de la proteina en si misma. Refinamientos adicionales de esta estrategia de clasificacion pueden incluir
mirar la temperatura, pH, fuerza idnica, asi como otros efectos ambientales en las propiedades anteriormente
mencionadas.

También pueden caracterizarse acidos nucleicos siguiendo un paradigma similar. Por ejemplo, puede saberse que
un gen dado tiene una cierta secuencia de pares de bases. Con frecuencia en la naturaleza habra pequefias
variaciones en esta secuencia. Por ejemplo, en el gen que codifica un canal de transporte i6nico de cloruro en
muchas membranas celulares hay mutaciones de pares de bases individuales habituales, o cambios. Dichos
cambios conducen a una enfermedad llamada fibrosis quistica en seres humanos. Por lo tanto la caracterizacion de
una secuencia de &cido nucleico dada con respecto a pequefias variaciones es de enorme importancia. Dichas
variaciones se denominan con frecuencia polimorfismos, y dichos polimorfismos se detectan en la actualidad
formando cadenas complementarias para cada uno de los polimorfismos conocidos. Puesto que cualquier gen dado
puede tomar la forma de uno cualquiera de cientos incluso miles de polimorfismos, es con frecuencia una tarea
ardua generar cadenas complementarias para cada polimorfismo. Usando la invencion descrita en el presente
documento, puede detectarse union o hibridacion no complementaria y distinguirse midiendo muchas de las mismas
propiedades fisicas que se han descrito en el parrafo anterior: las propiedades dieléctricas del acontecimiento de
hibridacion puede caracterizarse y correlacionarse con datos conocidos, determinando de este modo el tipo de
hibridaciéon que se ha producido, bien incompleta o bien completa. Por lo tanto, con un antiligando comprendido por
una secuencia de acido nucleico dada, pueden detectarse cientos de polimorfismos diferentes (como ligandos) por la
caracterizacion del acontecimiento de union. Un experto en la materia apreciara que son posibles refinamientos
adicionales, tales como modificar las condiciones de rigurosidad para alterar el proceso de hibridacién, o variar la
temperatura y determinar el punto de fusién, lo que actla como otro indicador de la naturaleza del proceso de
hibridacion.

En una realizacion, pueden caracterizarse interacciones de farmaco-receptor para determinar si un acontecimiento
de unién dado da como resultado que el receptor se active o desactive, o alguna otra forma de efecto alostérico. Por
ejemplo, puede usarse un receptor dado como un antiligando, y puede usarse un agonista conocido como el primer
ligando. La interaccidn se caracteriza de acuerdo con una propiedad dieléctrica, u otra propiedad. Pueden ensayarse
compuestos que se exploran con respecto a candidatos farmacolégicos por sus propiedades de unién con el
receptor. Por ejemplo, un candidato que se une y produce un valor de la propiedad similar al agonista conocido tiene
una mayor probabilidad de ser un agonista. Este método puede usarse para caracterizar cualquier tipo de
acontecimiento de union de diana-receptor de interés, u otras clases de acontecimientos de union.
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En una realizacion, la sonda conjugada actia como el sistema de reconocimiento para un ensayo inmunoabsorbente
similar a un ensayo ELISA, o un ensayo de inmunotransferencia. Los conjugados de esta realizacion tienen un
anticuerpo acoplado a este polimero, que es el anticuerpo primario del ensayo ELISA o ensayo de
inmunotransferencia. Puede usarse un anticuerpo secundario acoplado a una enzima, que cataliza una reaccion que
forma un producto coloreado, para reconocer el anticuerpo primario o algun resto del conjugado. Puede usarse un
sustrato de la enzima para producir color para deteccion. En realizaciones adicionales, puede prepararse un kit para
un sistema de ensayo, ensamblandose el kit usando, por ejemplo, un conjugado de polisacarido que se acopla al
menos a una molécula de reconocimiento y al menos una molécula de sefializaciéon o especie marcadora. En estas
realizaciones, la molécula de reconocimiento puede ser un anticuerpo, u otro producto quimico o biomolécula.

Sistema sensor

En una realizacién, como se ilustra en la Figura 3, el sistema biosensor comprende un sensor de imagenes digitales
600 en una caja de luz baja 100, una estacion de lectura de alto rendimiento de datos 400, y un ordenador de uso
general 700. La estacion de lectura 400 tiene al menos un conector para insertar una caja de luz baja 100 que
contiene un sensor de imagenes digitales CMOS 600, conectando de este modo de forma eléctrica y mecénica la
caja sensora con la estacion de lectura. La estacion de lectura puede conectarse al ordenador mediante bus serial
universal (USB) 454, por ejemplo, o por un dispositivo de interfaz de puestos paralelos diferente 452.
Opcionalmente, la estacion de lectura puede conectarse al ordenador mediante una interfaz de Ethernet 456. Otras
conexiones que pueden usarse en el sistema incluyen, pero sin limitacion, Firewire, SCSI y PCMCIA. En
realizaciones alternativas, el ordenador y la estacion de lectura pueden reemplazarse por un ordenador portatil, o un
asistente personal digital tal como una Palm Pilot.

En referencia a la realizacion de la Figura 3, un dispositivo I6gico programable 460 en una placa madre en la
estacion de lectura 400 esté en interfaz con un ordenador de uso general 700, tal como un ordenador personal. El
dispositivo l6gico programable 460 también esta en interfaz con el sensor de imagenes digitales 600, y sincroniza la
lectura de los datos de analito del sensor de imagenes digitales controlando las lineas de estado del sensor de
imagenes digitales que sefializan el comienzo y el final de las imagenes, incluyendo las lineas de pulso de ciclo de
datos de pixeles, fotograma y linea. El dispositivo l6gico programable 460 controla el flujo de datos de iméagenes del
sensor de imagenes 600 y a la memoria FIFO local, donde la imagen se almacena hasta que el ordenador 700 pide
una transferencia de los datos. Un ciclo tipico para el dispositivo I6gico programable 460 es recibir una orden del
ordenador 700, lo que provoca que el sensor produzca una imagen, capturar esa imagen en la memoria FIFO local
en la placa madre en la estacion de lectura 400, y transferir los datos de imagenes capturadas al ordenador 700.
Una interfaz de usuario gréafica (GUI) proporciona un equipo para que el usuario del ordenador pida una captura de
imagenes y ciclo de presentacion, un modo de captura, o pida una secuencia continua, un modo de video en vivo.
Se proporcionan filtros y herramientas de procesamiento de imagenes para permitir que el usuario maneje el sensor
en condiciones de luz baja. Estas herramientas comprenden rutinas de procesamiento de imagenes para potenciar
sefiales pequefas del sensor, rutinas de software para coafadir imagenes, rutinas para restar imagenes de fondo o
imagenes “oscuras” y rutinas para separar por filtrado el ruido. La GUI también proporciona al usuario control sobre
los ajustes del sensor en placa. Esto permite que el usuario interaccione con el sensor, ajustando los parametros en
placa tales como tiempo de integracion, aumento, e intervalo de conversor analogo a digital.

Como se ejemplifica por la realizacion de la Figura 3, la estacion de lectura 400 incluye un conector 360 para unir la
placa hija del sensor de imagenes y la caja de luz baja 100 con la estacién de lectura 400. Una caracteristica de la
disposicién de esta realizacién es que el lector de analitos del sensor de imagenes digitales Optico se separa
facilmente de forma mecanica de la estacion de lectura, en otras palabras, es desmontable. Un sensor de imagenes
digitales desmontable proporciona provechosamente portabilidad del sensor de imagenes digitales, y funcionamiento
de alto rendimiento del sistema biosensor. En funcionamiento, la caja de luz baja y el sensor de imagenes digitales
pueden conectarse a la estacion de lectura desde una cola, bien manual o robéticamente, y después de detectar los
analitos, la caja de luz baja y el sensor de imagenes digitales pueden desconectarse, bien manual o
automaticamente. Esta caracteristica de conexion y uso inmediato del sistema biosensor permite el funcionamiento
del sistema biosensor con una caja de luz baja y sensor de imagenes digitales que es una unidad desechable, por
ejemplo. En realizaciones alternativas, la caja de luz baja y el sensor de imagenes digitales pueden regenerarse
para su uso con una matriz diferente. En funcionamiento, se proporciona a la estacidon de lectura del sistema
biosensor capacidad de insercidn en caliente, en la que la caja de luz baja que contiene el sensor de imagenes
Opticas puede conectarse con, y desconectarse de, la estacion de lectura sin desactivar la fuente de alimentacion ni
de la estacion de lectura ni del sensor de imagenes.

La estacion de lectura incluye una interfaz microinformética de USB. Opcionalmente, puede incluirse una interfaz
MICROSOFT EXTENDED CAPABILITIES PORT (ECP) con un interruptor controlado por el usuario para determinar
la interfaz activa. El cable USB proporciona energia eléctrica que puede usarse por la placa madre de la estaciéon de
lectura. Para ECP, se proporciona un suministro de 9 VDC. Se proporciona un interruptor de reinicio manual para
reiniciar la placa madre del biosensor, y el dispositivo l6gico programable también puede reiniciarse manualmente.

En una realizacion, la presente invencion es un método para potenciar la deteccion de sefiales de analitos mediante
integracion de tiempo. El rendimiento de datos y la medicion de los parametros de analitos en la diana se limitan por
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la relacién de sefial y ruido inherente en la deteccién de luz de la matriz por el sensor de imagenes digitales. La
relacion de sefial y ruido puede aumentarse integrando la sefial del analito durante varios milisegundos o mas
tiempo, con frecuencia de aproximadamente 10 milisegundos a aproximadamente dos minutos, en ocasiones de
aproximadamente 30 a aproximadamente mil milisegundos, y en ocasiones de aproximadamente 50 a
aproximadamente 600 milisegundos. En otra realizacion, la dependencia del tiempo de la sefial de analito se registra
almacenando una secuencia de fotogramas de sefial de matriz, en la que cada fotograma se obtiene integrando la
sefial de analito durante un periodo de tiempo.

La interfaz microinformatica de USB proporciona el reloj maestro para el sensor de imagenes y el dispositivo légico
programable. La produccién del sensor de imagenes incluye datos de pixeles junto con linea de imagen y pulsos de
fotogramas, que se pasan de vuelta a través del conector a la placa madre y se envian a una memoria FIFO. El
pulso de fotogramas se usa para reiniciar el indicador de FIFO, y el pulso de lineas se usa como la autorizacion de
escritura para la FIFO. Esta disposicion almacena datos de pixeles en la FIFO comenzando con el pixel superior
izquierdo como localizacién 0 (cero) de la FIFO.

Una vez que la imagen esta en la FIFO, puede leerse por una de dos interfaces. En referencia a la realizacion de la
Figura 3, se proporciona ECP en el que los datos de imagenes de la matriz se leen en un puerto paralelo (PP) 452,
un pixel por lectura. La lectura comienza cuando el PP 452 envia una peticién inversa. Esto provoca que el
dispositivo l6gico programable 460 habilite sus controladores de salida para el PP 452. Después el dispositivo l6gico
programable impone el por.ciclo. EI PP 452 responde con por.ack. La secuencia de ciclo ack continGia hasta que el
ordenador 700 ha leido un fotograma de pixeles. El dispositivo 16gico programable 460 usa el bit de datos de PP 452
cero como SDA, y el bit de datos de PP 452 1 como SCL del bus 12C.

En otra realizacion, se leen los datos de imagenes en la FIFO por interfaz de USB. El funcionamiento del biosensor
se potencia aumentando el ancho de banda de la transmision de datos en serie en comparacion con la transferencia
de USB convencional. En la transferencia de USB convencional, se leeria un paquete de datos de la FIFO, seguido
de un intervalo de tiempo en el que la FIFO carga el siguiente pagquete para leer. Por ejemplo, en una interfaz
microinformética de USB convencional se lee un paquete de 63 pixeles de la FIFO y se envia mediante una de las
lineas de datos en el USB. En una realizacién, se designan dos criterios de valoracién en la FIFO para establecer
dos memorias temporales. En el funcionamiento, se lee una memoria temporal y se transmite en una de las lineas
de datos en el USB mientras que la otra memoria temporal se esta cargando, aumentando de este modo el ancho de
banda de transferencia usando el bus serial universal hasta el 100 %. El final de la transmisién de datos de la
primera memoria temporal se produce inmediatamente antes, por ejemplo, uno o varios pulsos de ciclo antes, del
inicio de la transmision de datos en una linea de datos del bus serial universal de la segunda memoria temporal.
Después se produce transmision de datos en una linea de datos del bus serial universal de la segunda memoria
temporal, cargando al mismo tiempo datos en el primer tampon. Estas etapas pueden repetirse hasta que se han
enviado todos los datos que necesitan transferirse, aumentando de este modo la velocidad de transferencia de datos
frente al USB convencional.

Los siguientes ejemplos describen adicionalmente realizaciones de la presente invencidon. Los ejemplos se
proporcionan solamente para el fin de ilustrar y no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se disolvié polisacarido lineal dextrano (Sigma) en agua desionizada a una concentracion final de 1 % y después se
esterilizd por autoclave. Se oxidé una alicuota de 0,40 ml de solucién de dextrano con 44 microlitros de peryodato
sédico 0,5 M durante una noche en oscuridad a temperatura ambiente en una plataforma de balanceo. El dextrano
oxidado se limpié después por precipitacién dos veces con NaOAc 0,3 M y 2xVol de EtOH. El sedimento se seco al
aire y se volvid a disolver en 0,4 ml de tampdn de NaPO4 5 mM, pH 7,2.

Se afiadid un microlitro del dextrano oxidado a 7 microlitros de NaCOz 10 mM (pH 9,0) y 2 microlitros de
oligonucledtidos (solucion 2 uM en H20) en un tubo Eppendorf. Los oligonucleétidos variaron en longitud de 25 a 45
unidades, con una amina primaria introducida en el extremo 3' 0 5' durante la sintesis. La reaccion se llevé a cabo
durante una noche en un bafio de agua a 37 °C. Se afadi6 NaBH4 al tubo y la mezcla se incubd adicionalmente
durante 30 minutos a temperatura ambiente, después se precipitdé con NaOAc 0,3 M y 2xVol de EtOH. El sedimento
se disolvié en tampén TE y se resolvio una alicuota en un gel de agarosa al 1 % por electroforesis, y posteriormente
se tifid con EtBr. En este sistema de deteccion, los oligonucleétidos libres migraron cerca del frente salino, mientras
gue el oligonucleétido acoplado a dextrano migré mucho mas lentamente.

Ejemplo 2
Se usaron polisacaridos ramificados de alto peso molecular, glicégeno (Sigma) y amilopectina (Sigma) para acoplar

oligonucleétidos derivatizados con amina. Los grupos diol de estos polimeros se convirtieron a grupos aldehido por
oxidacion con NalOs4 Se afiadié peryodato sédico a 0,4 ml de solucion de polisacarido 1 % (en H2O) hasta una
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concentracion final de 25 mM para glicogeno, y 20 mM para amilopectina, respectivamente. La oxidacion se continué
en oscuridad durante una noche a temperatura ambiente en una plataforma de balanceo. El polisacarido oxidado se
precipitd después dos veces con NaOAc 0,3 M y 2xVol de EtOH para retirar el exceso de NalO4. Después de secar
al aire, los sedimentos se disolvieron en 0,4 ml de tampo6n de NaPO4 5 mM (pH 7,2). Se llev6 a cabo acoplamiento
de oligonucledtido derivatizado con amina y andlisis en gel de los productos acoplados como se describe en el
Ejemplo 1 para dextrano.

Ejemplo 3

Se prepara la sonda conjugada del Ejemplo 2 que tiene, de media, aproximadamente 1000 moléculas
oligonucleotidicas acopladas a cada molécula de glicégeno a una densidad de acoplamiento de un oligonucleétido
por cada 10 monémeros de glucosa.

Ejemplo 4

Se acoplan al mismo polisacérido la molécula de sefializacién 5-ACTGCT-3 '(BP001) derivatizada en el extremo 5'
con amina y en el extremo 3' con colorante fluorescente Cy5, y la molécula de sonda de reconocimiento
oligonucledtido AKH108 (5-CCGTGCAGATCTTAATGTGCCAGTAAAAG-3') derivatizado en el extremo 5 con un
grupo amina. AKH108 hibrida con un producto de PCR amplificado con los cebadores de 5'-
CCGTGCAGATCTTAATGTGC-3' y 5-GCGCTGTACCAAAGGCATC-3' del genoma de la bacteria Haemophilus
influenzae, que corresponde a un fragmento dentro del gen que codifica 3-fosfoglicerato quinasa. El producto de
PCR se aplica puntualmente en un portaobjetos de vidrio recubierto con poli (lisina) en un formato de micromatriz.

Para reticulaciéon conjunta, se afiaden 0,2 nmoles de AKH108 y 2 nmoles de BP001 a un tubo que contiene 20
nmoles de glicogeno oxidado en NaCOs; 10 mM con un volumen final de 10 microlitros. La reaccion se lleva a cabo a
37 °C durante una noche. Después se afiade NaBH, al tubo a una concentracién final de 4 mM y se incuba a
temperatura ambiente durante otros 90 minutos. Los productos finales se precipitan con EtOH. Después de la
centrifugacion, los productos reticulados asi como AKH108 libre bajan al precipitado, mientras que BP0O1 libre
permanece en el sobrenadante y se descarta. El sedimento se disuelve con 10 pl de SPE 3X/SDS 0,1 % /BSA 1,0
mg/ml y se aplica a la superficie de la micromatriz. Después de hibridacién a temperatura ambiente durante cinco
horas, el portaobjetos se lava 3 veces con 10 pul de SSPE 0,1X/SDS 0,1 % nuevo, y se explora en un explorador de
laser, y se observa el patron punteado para el producto de PCR.

Ejemplo 5

Se uso el oligonucledtido 5-NH-CCGATGCCTTAGTTTCAAGTGGTGCGATTGACATCGTTGTCAT-3', que hibrida
especificamente con un producto de PCR amplificado a partir del gen RecA de Enterococcus faecalis, para reticular
con el glicégeno y amilopectina. Los polisacaridos se oxidaron como se ha descrito en el Ejemplo 2. Para la
reticulacion, se mezclaron 20 nmoles del azicar oxidado y 2 nmoles de los oligonucleétidos derivatizados con amina
en tampon NaCOs 10 mM (pH 9,0) en un volumen final de 10 pl, y después se incubaron a 37 °C durante una noche.
Al final de la reaccion de acoplamiento, se afiadi6 NaBH4 hasta una concentracion final de 4 mM y se incubd
durante otros 60 minutos a temperatura ambiente. Los productos finales se precipitaron con NaOAc 0,3 My 2xVol de
EtOH, después se disolvieron en NaCO3z 10 mM (pH 9,0). Se usaron alicuotas de los oligonucleétidos reticulados
para aplicar puntualmente en portaobjetos de vidrio tratado con epoxi. También se aplicd puntualmente en el mismo
portaobjetos una cantidad equivalente de los oligonucleétidos mezclados con el polisacarido no oxidado como un
control. Para hibridacion en placa, se marcé el producto de PCR RecA con Alexa Fluor 546 (Molecular Probes Inc),
disuelto en SSPE 3x/SDS 0,1 %/BSA 1,0 mg/ml y se aplicé a la superficie del portaobjetos de vidrio. Después de
tres horas de hibridacion a temperatura ambiente y lavados con SSPE 0,1x/SDS 0,1 %, el portaobjetos se explord
usando un explorador de laser. La sefial puntual para el oligonucleétido acoplado con glicégeno fue de 5,86 en
relacion con el punto de glicogeno no oxidado de control, y la sefial puntual para el oligonucleétido acoplado con
amilopectina fue de 5,63 en relacion con la amilopectina no oxidada de control.

Ejemplo 6

Para activacion de carbodiimidazol (CDI), se afiadieron 4 ul de CDI 0,5 M (en DMSO) a 10 ul de polisacérido 0,5 %
en DMSO y 6 ul de DMSO. Las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante tres horas con agitacién
vorticial ocasional. Después se afiadié6 1 ml de n-butanol a cada tubo, se mezclé exhaustivamente por agitacion
vorticial y se centrifugé en una microcentrifuga. Después de retirar el butanol, los sedimentos se secaron al aire y se
disolvieron en 10 pl de DMSO. Para acoplamiento de oligonucleétidos, se mezclaron 2,2 nmoles de oligonucleétidos
derivatizados con amina con 5 pul de polisacarido activado por CDI 0,5 % en un volumen final de 20 ul. Las
reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 5 dias con agitacion vorticial ocasional. Al final de las
reacciones, se afadié 1 ul de etanolamina 10 % y se incubd adicionalmente durante 30 minutos, después se
precipitd con EtOH. Los productos se disolvieron después en 10 ul de tampdn TE y se analizaron por electroforesis
en gel.
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Ejemplo 7
Se uso6 un sensor de imagenes CMOS para deteccion en placa directa de sefiales de hibridacion.

La microplaca desnuda de un sensor de imagenes monocromo PB0330 (Photobit) se unié a una placa hija con un
conector lateral. Los cables de conexion se encapsularon en Epoxi y se secaron. La superficie de la microplaca se
aclaro tres veces con dH2O esterilizada por autoclave y se sec6 al aire. Para derivatizar la superficie con epoxi, se
aplicé una solucion de 2 % de (3-glicidoxipropil) trimetoxisilano en metanol a la superficie de la microplaca y se
incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos, después se lavo dos veces con metanol y se seco al aire.

Se aplicaron en puntos manualmente cuatro sondas de captura diferentes (100 pmoles/ml en tamp6n de NaCO3 50
mM, pH 10,5), por duplicado, en la superficie de microplaca tratada con Epoxi. Después de secarse los puntos, la
superficie se lavo rapidamente una vez con etanolamina 1 % en NaCO3; 50 mM (pH 10,5) y se incub6 en la misma
solucién de bloqueo durante 10 minutos a temperatura ambiente. La superficie se aclaré después cuatro veces con
dH20 esterilizada en autoclave.

Para hibridacion en placa, la superficie de la microplaca se incubé con SSPE 3x/formamida al 50 %/BSA 1 mg/ml
durante 20 minutos a temperatura ambiente, después se hibridé con un producto de PCR (marcador de biotina en un
extremo, como se describe posteriormente) en 20 ml de SSPE 3x/formamida al 50 %/BSA a 1 mg/ml (después de
haberse calentado en un bafio de agua hirviendo durante 2 minutos y enfriarse rapidamente a 4 °C). La hibridacién
se llevo a cabo a 30 °C durante una noche en una cdmara himeda. A continuacion, la superficie de la microplaca se
lavé con SSPE 0,1x a temperatura ambiente cuatro veces, 5 minutos cada vez. Para unir el conjugado de fosfatasa
alcalina-estreptavidina con la biotina en el producto de PCR hibridado, la superficie de la microplaca se incub6 en
primer lugar con BSA 1 mg/ml en TBS a temperatura ambiente durante 20 minutos, después se incub6 con Avidx-AP
(Tropix) a una dilucién 1:100 en TBS/BSA 1 mg/ml durante dos horas a temperatura ambiente. La superficie de la
microplaca se lavé después con TBS cinco veces, 5 minutos cada vez a temperatura ambiente.

Para detectar la sefial de hibridacién en placa, la placa hija con TBS en la superficie de microplaca se insert6 en el
conector en la Estacién de Lectura en una caja resistente a la luz. Se ejecut6 un software patentando en un PC para
recuperar una “imagen oscura” (es decir la imagen de fondo, lescura). Con la placa hija aun unida a la Estacion de
Lectura, se reemplazo el TBS con una solucidn de sustrato quimioluminiscente que incluia CDP-star y el potenciador
Emerald 1l (ambos de Tropix) preparados de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se recuperd un
fotograma (I) con un tiempo de integracion de aproximadamente 0,1 s del sensor. Se tratd | - | gscuro COMO UNA
captura de sefial real. El software tiene una subrutina incorporada que afiade capturas procesadas sucesivas juntas
y presentan el resultado como una imagen, extendiendo de este modo el tiempo de integracion de sefial.

Se descubrié que los siguientes ajustes de registro del sensor son Gptimos en este punto:

Aumentos (Registros 53, y 43-46) al maximo; Tiempo de integracion (Registros 9 y 10) a 0,1 segundos por
fotograma; Compensacion negativa analoga (Registros 32 y 57) al maximo; Etapa de ganancia (Registro 62) a
74. El resto de los Registros se dejaron en el ajuste por defecto.

Las sondas de captura y cebadores de PCR usados en el experimento descrito a continuacion fueron los siguientes:

Neisseria meningitidis

Sonda de captura (1)
5’-amina-GGCAGAAGACGCGCTCAAACGT-TACGGTTTTTCAGAC-3’
Cebadores

5-GACGACTACGCCTTGGAC-3
5'-biotina-AGACGGCGTAGTCTTCCAAA-3’

Listeria monocytogenes

Sonda de captura (2)
5-amina-TGACCGCGTTGTAACAAAACAC-CCATTCTATGACCGTGATTC-3
Cebadores

5-GTCATCTGGACAACTACTCCTT- 3’
5’-biotina-TGTCCAGGAGCTGTATGAAC-3’

Hemophilus influenzae

Sonda de captura (3)
5-amina-CTTCTCACTTAGGTCGTCCAACT-GAAGGAGAATTCAAACCAG-3’
Cebadores

5-CCGTGCAGATCTTAATGTGCC- 3

5’-biotina- GCGCTGTACCAAAGGCATC-3’

Mycoplasma pneumoniae

Sonda de captura (4)
5’-amina-AAAGAGGAAACGCCAGCGGT-GATCTTCCGTGG-3’
Cebadores
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5-GTTAATGGTGTTGGCAAAACAAC-3’
5’-biotina- AACCGTCCCGAGGTGTC-3’

Las sondas de captura se reticularon con glicbgeno oxidado como se ha descrito anteriormente. Los sedimentos
finales se disolvieron en NaCO3; 50 mM (pH 10.5) a una concentracion final de 100 pmoles/ml, y se aplicaron
puntualmente en una superficie de microplaca tratada con Epoxi por duplicado en el siguiente patrén, en el que 1 =
Neisseria meningitidis, 2 = Listeria monocytogenes, 3 = Hemophilus influenzae, 4 = Mycoplasma pneumoniae:

1 2 3 4
1 2 3 4

La Figura 4 muestra los resultados de deteccién de hibridacion usando un sensor de imagenes CMOS. El tiempo de
integracion para cada punto fue de aproximadamente 0,5 s. Para cada analito en la Figura 4, la imagen de la
derecha muestra la matriz punteada y la imagen de la izquierda muestra los puntos detectados. Los puntos de la
matriz ilustrados en la parte derecha de la Figura 4 se marcan con un circulo para mayor conveniencia de
observacion.
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REIVINDICACIONES
1. Un dispositivo sensor que comprende:

- un sensor de imagenes digitales 6ptico semiconductor de 6xido metélico complementario (CMOS) que
comprende como su capa superior una capa de pasivacién transparente;

- una caja de luz baja; y

- una matriz de sondas conjugadas unidas covalentemente con dicha capa de pasivacion transparente;

donde cada sonda conjugada comprende un producto quimico o biomolécula acoplado por un enlace covalente con
un polisacarido ramificado.

2. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 1 donde dicho polisacarido ramificado se selecciona de amilosa,
amilopectina, glicégeno, dextrano, celulosa, quitina, quitosano, peptidoglicano, glicosaminoglicano y mezclas de los
mismos.

3. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, donde el producto quimico o biomolécula es un
oligonucleétido, un acido péptido nucleico, una proteina o un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

4. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el producto quimico o
biomolécula esta acoplado con el polisacarido ramificado mediante un grupo de enlace.

5. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el grupo de enlace es
un reticulador fotorreactivo o un reticulador fotorreactivo heterobifuncional.

6. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde cada sonda conjugada
comprende una pluralidad de productos quimicos o biomoléculas que son independientemente la misma o
diferentes, y que comprende ademas una pluralidad de especies marcadoras que son independientemente la misma
o diferentes.

7. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde una superficie del
sensor de imagenes esta derivatizada con un epoxido.

8. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el sensor de imagenes
comprende una matriz de elementos fotosensores, y donde la region localizada de cada punto de sonda discreto en
la matriz es mayor que un elemento fotosensor individual.

9. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacién 8 donde la regién localizada no corresponde uno a uno con un
elemento fotosensor individual en el sensor de iméagenes digitales dptico.

10. Un dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 1 donde la capa de pasivacion es dioxido de silicio.

11. Un dispositivo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la caja de luz baja
comprende ademas una apertura de entrada de fluido que tiene un septo.

12. Un sistema biosensor que comprende,

- una estacion de lectura que tiene un primer conector;

- una caja portati que comprende un dispositivo sensor de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes; y

- un segundo conector para unir la caja portatil con el primer conector, uniendo de este modo la caja portatil
con la estacion de lectura.

13. El sistema biosensor de la reivindicacién 12 donde el segundo conector es un conector lateral de placa de
circuito.

14. El sistema biosensor de la reivindicacion 12 o 13 donde la estacion de lectura comprende un medio de circuito
para insercion en caliente de la caja portatil.

15. El sistema biosensor de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14 que comprende ademas un medio para
enfriar el sensor de imagenes digitales éptico.

16. Un método para detectar analitos que comprende poner en contacto un fluido que contiene analitos diana con un
dispositivo o sistema de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
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17. Un método para detectar analitos de acuerdo con la reivindicacion 16 donde el método comprende aumentar el
tiempo de integracion de fotogramas del sensor de imagenes CMOS, integrando de este modo la sefial de analito.

18. El método de la reivindicacién 17 que incluye ademas las etapas de almacenar sefial integrada y repetir la
interaccion a intervalos de tiempo fijos.
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FIGURA 2
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FIGURA 4

1. Listeria monosytogensas

3. Neisseria meni

gitidis
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