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DESCRIPCION
Aparato para deteccion y diferenciacion del tipo de un objeto molecular
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica las ventajas de prioridad con respecto a la Solicitud de Patente Provisional de
Estados Unidos N° 61/159.310, presentada el 11 de marzo de 2009.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un aparato de deteccion para detectar y/o diferenciar un objeto. Ademas se refiere
a un aparato de deteccion que es capaz de detectar y/o diferenciar un objeto que emite una luz de baja intensidad.

Antecedentes

El proyecto Genoma Humano (HGP) estimulé un gran aumento en el rendimiento de secuenciacion y dio como
resultado una disminucion correspondiente en los costes de secuenciacion. En contraste con los 13 afios y el coste
de casi tres billones de dolares americanos, por genoma los costes de secuenciacion se han reducido de manera
significativa - de hecho recientemente se han completado dos genomas individuales (McGuire et al., Science 317:
1687 (2007)). Los genomas personales representan un cambio de paradigma en el tratamiento médico tanto para los
pacientes como para los proveedores de cuidados de salud. Mediante la gestion de los factores de riesgo genéticos
para la enfermedad, los proveedores de cuidados de salud pueden poner en practica mas facilmente la medicina
preventiva y proporcionar un tratamiento personalizado. Con grandes bancos de genomas completados, el disefio y
la administracion de los farmacos pueden ser mas eficaces, impulsando el campo emergente de la
farmacogendmica.

Muchas tecnologias convencionales de secuenciacion de ADN ponen en practica técnicas optoelectrénicas como un
medio para detectar y/o diferenciar un objeto mediante la deteccion de la luz emitida desde el objeto. A menudo
algunos aparatos de deteccion usados en estas tecnologias son caros y las eficacias no son elevadas.

Algunos métodos convencionales normalmente se basan en la medida dentro de una cierta banda de longitud de
onda en la que la luz emitida desde el objeto(s) que se esta detectando tiene la intensidad mas elevada. A
continuacion, la intensidad medida se usa para calcular la concentracion o cantidad de los objetos. Recientemente,
la deteccion de la luz emitida desde un solo objeto se esta haciendo popular. Por ejemplo, puede ser necesario
detectar la luz fluorescente emitida desde una sola molécula de colorante con el fin de, por ejemplo, diferenciar la
molécula. La intensidad de una luz fluorescente de este tipo puede ser muy baja, de modo que algunos aparatos y
métodos de deteccidén convencionales no son adecuados para detectar una luz tan débil. Ademas, la sensibilidad de
algunos procedimientos analiticos tales como la citometria de flujo y dispositivo de laboratorio en un chip
microfluidico de tipo citometria de flujo se puede limitar mediante la sensibilidad del detector de luz. El aumento de la
sensibilidad que tales procedimientos podria permitirles detectar materiales presentes a niveles relativamente bajos
que sin embargo pueden tener interés, por ejemplo, en aplicaciones de diagndstico o de investigacion.

Ademas, en muchos aparatos convencionales, a menudo se usan filtros de color, que permiten que una parte de la
luz emitida dentro de una banda en una cierta longitud de onda pase a través y bloquee otra parte de la luz emitida.
Por lo tanto, los aparatos son complicados y se necesita mas espacio. Ademas, dado que parte de la luz emitida se
bloguea con el filtro de color, se reduce el nimero de fotones que alcanzan el detector de luz. Esto hace que tales
aparatos y métodos convencionales sean incluso menos adecuados para deteccion y/o determinacion, por ejemplo,
de un objeto con una emision débil.

Por lo tanto, existe una necesidad de aparatos y un método para detectar y/o diferenciar un objeto, especialmente un
objeto que emite luz de baja intensidad tal como una sola molécula de colorante.

El documento de patente US 2005/275839 (Figs. 1-2, 6) desvela un sistema y método para la deteccion, analisis y
clasificacion de microparticulas biolégicas usando deteccion de luminiscencia a partir de materiales que se estimulan
con fuentes de luz o que emiten a través de quimioluminiscencia en el que las firmas espectrales se almacenan y
posteriormente se procesan en una etapa de analisis mediante la comparacion de las firmas espectrales con un
conjunto de firmas conocidas de luminiscencia espectral. En un ejemplo, la fluorescencia de la muestra objetivo se
recoge en una region de observacion y se dirige a un sistema detector. Se pueden usar diversas etiquetas de
luminiscencia organicas e inorganicas, cada una de las cuales con una propiedad Unica de excitacion y emision para
proporcionar la identificacion de una particula biolégica etiquetada. Algunos ejemplos de firmas espectrales para
particulas que se han analizado se muestran en la Fig. 4. Como se muestra en la Fig. 1, la combinacién de las
sefiales de luminiscencia recogidas con la matriz del fotodetector de multiples canales 108 forma las firmas
espectrales. La recogida de los datos espectrales de la matriz del fotodetector de muiltiples canales 108 permite la
separacion completa de las diferentes particulas coloreadas. Un analisis de la clasificacién de estas particulas
usando analisis de componentes principales ("PCA") se muestra en la Fig. 5. Un procesador 110 recibe las firmas
espectrales del sistema de recogida de multiples canales 104 a la comparacién con firmas conocidas. Para
emparejamiento de patrones se pueden usar algoritmos informaticos conocidos para emparejar la firma espectral.
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Las entidades bioldgicas se clasifican en categorias usando analisis estadistico multivariado.
Sumario de la invencion

De acuerdo con la invencion, se proporciona un aparato para detectar un objeto capaz de emitir luz de acuerdo con
la reivindicacion 1 adjunta.

También de acuerdo con la invencién, se proporciona un método para detectar un objeto capaz de emitir luz. El
método comprende proporcionar un detector de luz que comprende al menos un primer sensor optico y un segundo
sensor Optico, en el que el detector de luz absorbe la luz emitida desde el al menos un objeto; procesar la sefial de
salida generada por los al menos dos sensores 6pticos; y comparar al menos un resultado del procesamiento con al
menos un resultado conocido que corresponde al menos un tipo conocido para determinar si él al menos un objeto
pertenece a al menos un tipo conocido.

Algunos objetos y ventajas adicionales de la invencion se describiran en parte en la descripcion que sigue a
continuacion, y en parte seran evidentes a partir de la descripciéon, o se pueden aprender con la practica de la
invencion. Los objetos y ventajas de la invencion se realizaran y se conseguiran por medio de los elementos y
combinaciones sefialados en particular en las reivindicaciones adjuntas.

Se debe observar que tanto la descripcion general mencionada anteriormente como la descripcion detallada que
sigue a continuacién son solamente a modo de ejemplo y explicaciéon y no son limitantes de la invencion, tal como se
reivindica.

Las figuras adjuntas, que se incorporan en la presente memoria descriptiva y que forman parte de la misma, ilustran
una (varias) realizacion o realizaciones de la invencion y junto con la descripcion, sirven para explicar los principios
de la invencion

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 es un grafico que muestra el coeficiente de absorcion del silicio.

La FIG. 2 es una vista que muestra un aparato de deteccion de acuerdo con la presente invencion.
La FIG. 3 es una vista que muestra un detector de luz de acuerdo con la presente invencion.

La FIG. 4 es una vista que muestra un detector de luz de acuerdo con la presente invencion.

La FIG. 5 es una vista que muestra una rejilla.

La FIG. 6 es un grafico que muestra los espectros de emision de dos puntos cuanticos.

La FIG. 7 es un grafico que muestra las curvas de respuesta de dos fotodiodos de acuerdo con la presente
invencion.

La FIG. 8 es un grafico que muestra los espectros de dos puntos cuanticos y las curvas de respuesta de dos
fotodiodos en una figura.

La FIG. 9 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccién de acuerdo con un ejemplo de la divulgacion.

La FIG. 10 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccién de acuerdo con otro ejemplo de la
divulgacion.

La FIG. 11 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccién de acuerdo con aun otro ejemplo de la
divulgacion.

La FIG. 12 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccion de acuerdo con un ejemplo adicional de la
divulgacion.

La FIG. 13 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccion de acuerdo con todavia otra realizacion de la
invencion.

La FIG. 14 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccion de acuerdo con todavia una realizacion
adicional de la invencion.

La FIG. 15 es un diagrama de flujo que ilustra un método de deteccion de acuerdo con todavia una realizacion
adicional de la invencion.

La FIG. 16 es una vista que muestra un ejemplo de aparatos de deteccion de acuerdo con la presente invencion.

La FIG. 17 es una vista que muestra un fotodiodo de multiples uniones como un ejemplo del detector de luz de
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acuerdo con la presente invencion.

La FIG. 18 es un grafico que muestra la curva de respuesta de un fotodiodo en el fotodiodo de mdltiples uniones de
la FIG. 11.

La FIG. 19 es un grafico que muestra la curva de respuesta de otro fotodiodo en el fotodiodo de multiples uniones de
la FIG. 11.

La FIG. 20 es un grafico que muestra los espectros de absorcion de tres objetos sometidos a ensayo en un ejemplo
de la presente invencion.

La FIG. 21 es un grafico que muestra los espectros de emision de tres objetos sometidos a ensayo en un ejemplo de
la presente invencion.

Descripcion detallada

Algunas realizaciones de acuerdo con la presente invencion incluyen un aparato de deteccion para detectar y/o
distinguir un objeto. El aparato de deteccion es capaz de detectar luz débil emitida desde el objeto.

En lo sucesivo en el presente documento, se describiran realizaciones de acuerdo con la presente invenciéon con
detalle con referencia a las figuras. Siempre que sea posible, se usaran los mismos nimeros de referencia a través
de todas las figuras para hacer referencia a la misma parte o partes similares.

1. Aparato de la Invencion

El aparato de deteccién de acuerdo con la presente invencion se puede usar para detectar y/o diferenciar un objeto
que es capaz de emitir luz. El objeto puede ser una fuente de luminiscencia, tal como una molécula de colorante
fluorescente, una molécula de colorante fosforescente, un punto cuantico, o un producto luminiscente (por ejemplo,
un producto de reaccion en un estado excitado tal como oxigeno singlete o coelenteramida excitada) de un sistema
bioluminiscente o quimioluminiscente. Un aparato de la invencion puede comprender o no al menos una fuente de
luz excitatoria, tal como al menos un laser. Para detectar objetos que son luminiscentes independientemente de la
absorcion de luz no se necesita una fuente de luz excitatoria ya que se pueden generar a través de bioluminiscencia
0 quimioluminiscencia, por ejemplo. El objeto también puede ser una molécula diana sin capacidad de emision de
luz, pero que se puede unir a un objeto etiquetado que es capaz de emitir luz (por ejemplo, una molécula de
colorante fluorescente, una molécula de colorante fosforescente, o un punto cuantico). Un cierto objeto etiquetado
puede ser capaz de ser unido a una molécula diana especifica. Por lo tanto, la molécula diana se puede identificar a
través del objeto etiquetado. Mas de un objeto etiquetado se puede unir a una molécula diana. El aparato también se
puede usar para controlar un gran numero de objetos.

El aparato de deteccién de acuerdo con la presente invencién comprende un detector de luz que detecta la luz
emitida desde el objeto. El detector de luz es capaz de absorber al menos parcialmente la luz incidente en el mismo
y generar sefales de salida como respuesta a la luz. El detector de luz puede comprender un circuito de control para
controlar el funcionamiento del detector de luz. El circuito de control puede comprender un circuito de amplificador de
sefiales, convertidor de A/D, integrador, comparador, circuito légico, circuito de lectura, memoria, microprocesador,
reloj, y/o direccion.

El aparato de deteccion puede comprender un ordenador para procesar sefales de salida desde el detector de luz y
generar un resultado de determinacion. El aparato de deteccion puede comprender adicionalmente una lamina ciega
con un agujero de cabeza de alfiler. El aparato de deteccién también puede comprender un sitio conector al que se
puede unir el objeto. El sitio conector se puede formar en el agujero de cabeza de alfiler o se puede formar fuera
pero cerca del agujero de cabeza de alfiler. El aparato puede comprender adicionalmente una fuente de luz de
excitacion. El objeto puede absorber la luz emitida desde la fuente de luz de excitacién y a continuacion emitir otra
luz a detectar por el aparato de deteccion. La luz emitida desde el objeto puede tener diferente longitud de onda a la
de la luz emitida desde la fuente de luz de excitacion.

1.1 Sensor Optico

El detector de luz de acuerdo con la presente invenciéon comprende una pluralidad de sensores 6pticos. Un sensor
optico de acuerdo con la presente invencion puede ser, por ejemplo, un fotodiodo, un fotodiodo de avalancha (APD),
un fototransistor, un sensor fotoeléctrico, un fotodetector de infrarrojos de pozo cuantico (QWIP), una pelicula fina
sobre ASIC (TFA), un fotodetector de metal-semiconductor-metal (MSM), o una combinacién de los mismos. En una
realizaciéon de la presente invencion, el sensor éptico puede ser un fotodiodo.

Un fotodiodo es un dispositivo en estado sélido que convierte la luz en corriente eléctrica o voltaje. Un fotodiodo
normalmente se realiza con materiales semiconductores, tales como silicio. La estructura basica de un fotodiodo
comprende una union p-n formada por la uniéon de un semiconductor de tipo p y un semiconductor de tipo n. un
fotodiodo puede tener solamente una unién p-n y proporcionar solamente una sefial de salida, y por lo tanto se
considera como un sensor optico; un fotodiodo de mudltiples uniones tiene mas de una unién p-n y puede
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proporcionar mas de una sefial de salida, en el que cada unién p-n se puede considerar como un sensor éptico.

Como alternativa, un fotodiodo puede ser un fotodiodo p-i-n. El fotodiodo p-i-n es un tipo especial de fotodiodo de
union p-n con una capa intrinseca, o una capa de tipo n ligeramente dopada, o una capa de tipo p ligeramente
dopada, que forma sandwich entre la capa de tipo n y la capa de tipo p. En un fotodiodo p-i-n, el espesor de la region
de agotamiento, que es casi toda la capa intrinseca, se puede preparar a medida para optimizar la eficacia cuantica
y la respuesta de la frecuencia. (S. M. Sze, Physics of Semiconductor Devices, pp. 674-675, Wiley, 2007).

El semiconductor de tipo p y el semiconductor de tipo n se pueden formar dopando impurezas de tipo p e impurezas
de tipo n en un sustrato semiconductor, respectivamente. Por ejemplo, el silicio, fésforo o arsénico pueden actuar
como impurezas de tipo n, y el boro e indio pueden actuar como impurezas de tipo p. Generalmente, se pueden usar
los métodos para introducir impurezas en un sustrato semiconductor: difusiéon e implantacion de iones. Mediante la
difusion o la implantacién de impurezas de tipo p en un sustrato semiconductor de tipo n, la parte del sustrato
semiconductor de tipo n se puede convertir en el semiconductor de tipo p. Por consiguiente, se puede formar una
unién p-n. Como alternativa, mediante la difusién o la implantacién de impurezas de tipo n en un sustrato
semiconductor de tipo p, la parte del sustrato semiconductor de tipo p se puede convertir en el semiconductor de tipo
n, y por lo tanto se puede formar una unién p-n. También se pueden usar otros métodos distintos de la difusion y la
implantacién de iones, el crecimiento epitaxial, para fabricar semiconductor de tipo n o semiconductor de tipo p, que
es un proceso en el que crece una capa fina de un solo cristal en la superficie de un sustrato de un solo cristal. (D. A.
Neamen, Semiconductor Physics & Devices, pp. 17-18, McGrawHill, 1997). Cuando una luz incide en un fotodiodo,
se pueden generar pares de electron-hueco en el fotodiodo. Si se genera un par de electrén-hueco en la region de
agotamiento del fotodiodo, el potencial integrado en la regidon de agotamiento puede separar el electrén y el hueco y
de este modo generar ya sea fotocorriente o voltaje.

Diferentes fotodiodos pueden tener diferentes capacidades para absorber una luz incidente. La capacidad se puede
describir mediante el coeficiente de absorcién a del material que constituye el fotodiodo. La FIG. 1 muestra el
coeficiente de absorcién del silicio a diferentes longitudes de onda. El flujo de fotones @ de la luz incidente
disminuye de forma exponencial con la profundidad a la que la luz penetra en el fotodiodo. El flujo de fotones a una
profundidad A dentro del fotodiodo se puede expresar como:

D(A,x) = Dy(A) - e

en la que A es la longitud de onda de la luz incidente y &, es el flujo de fotones en la superficie del fotodiodo. Por lo
tanto, el flujo de fotones absorbido en la region de agotamiento se puede proporcionar mediante:

AD(A) = Do(A) - (€™ - &™)

en la que xu y xl son las profundidades de los limites superior e inferior de la regién de agotamiento,
respectivamente.

El flujo de dos fotones absorbido en la regién de agotamiento se puede convertir en una fotocorriente como una
sefal de salida del fotodiodo. La fotocorriente se puede representar mediante:

Ipp(A) = 1,98 x 107'° - A - [®g(A) - R(A)/A]

en la que A es el area de la ventana optica, y R(A) es la respuesta de un fotodiodo, que se define como la cantidad
de fotocorriente producida por una potencia unitaria de luz incidente.

1.2 Ordenador para procesamiento de senales

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un ordenador que es capaz de procesar sefales de salida
generadas por el detector de luz mediante la realizacion de una operacion matematica o logica en las sefiales de
salida, y para determinar la presencia y tipo de un objeto. El ordenador usado para el procesamiento de sefiales de
salida desde un sensor Optico puede ser, por ejemplo, un ordenador personal, un sistema electrénico de consumo
basado en microprocesador o programable, un circuito légico, o similares.

El ordenador puede comprender uno o mas dispositivos de almacenamiento que almacenan de forma temporal o
permanente datos y programa informatico que contiene codigos de software que representan un algoritmo. El
ordenador puede realizar procesamiento basado en el algoritmo. El dispositivo de almacenamiento puede ser una
memoria solo de lectura (ROM), una memoria de acceso aleatorio (RAM), o una memoria con otras opciones de
acceso. El dispositivo de almacenamiento se puede poner en practica de forma fisica con medios de lectura en
ordenador, tales como, por ejemplo: (a) medios magnéticos, tales como un disco duro, un disco flexible, u otro disco
magnético, una cinta, una cinta de casete; (b) medios Opticos, tales como disco dptico (CD-ROM, disco versatil
digital - DVD); (c) medios semiconductores, tales como DRAM, SRAM, EPROM, EEPROM, tarjeta de memoria, o
mediante cualquier otro medio, tal como papel.

El ordenador puede comprender una o mas interfases para recibir sefales de salida desde el detector de luz. El
ordenador puede comprender uno o mas procesadores para el procesamiento de estas sefales.
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Ademas, el ordenador debe comprender uno o mas dispositivos de entrada para recibir 6rdenes de un usuario, y
puede comprender uno o mas dispositivos de salida para la produccién de los resultados del procesamiento. El
dispositivo de entrada puede ser, por ejemplo, un ratén, un teclado, o un panel de control que tenga una pluralidad
de botones. El dispositivo de salida puede ser, por ejemplo, una pantalla o una impresora.

1.3 Aparatos de deteccion a modo de ejemplo

Haciendo referencia a la FIG. 2, se ilustra un aparato de detecciéon 1 de acuerdo con la presente invencién. El
aparato de deteccion 1 comprende un detector de luz 11 y un ordenador 12.

El detector de luz 11 comprende un primer sensor oOptico 111 y un segundo sensor Optico112. En algunas
realizaciones, el detector de luz 11 puede comprender mas de dos sensores 6pticos. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, el detector de luz 11 puede comprender tres sensores 6pticos o cuatro sensores opticos. El primer
sensor optico 111 y el segundo sensor 6ptico 112 estan apilados. En la configuracion apilada, la luz emitida desde
un objeto pasa a través del primer sensor optico 111, y a continuacién pasa a través del segundo sensor éptico 112.
En algunas realizaciones, los sensores Opticos se pueden apilar de forma vertical o basicamente vertical. En otras
realizaciones, los sensores 6pticos se pueden aplicar de forma oblicua en una direcciéon con un cierto angulo (tal
como 10°, 30°, 45°, 60°, etc.) con respecto a la direccion vertical. En algunas realizaciones, el detector de luz 11
puede ser un fotodiodo de multiples uniones que comprende una pluralidad de uniones unién p-n formadas en el
mismo. En un fotodiodo de multiples uniones, cada unién p-n puede formar la estructura basica de un sensor 6ptico
individual. Cada uno del primer sensor optico 111 y el segundo sensor 6ptico 112 puede comprender, por ejemplo,
una unién p-n en el fotodiodo de multiples uniones, respectivamente, tal como se muestra en la FIG. 3.

En algunas realizaciones, se pueden preparar diferentes sensores 6pticos en el detector de luz 11 con el mismo
material semiconductor, tal como silicio, germanio, GaAs AlGaAs, InGaAs, InGaAsN, InGaP, CdTe, o CdS. En
algunas realizaciones, se pueden preparar diferentes sensores o6pticos en el detector de luz 11 con diferentes
materiales semiconductores. Por ejemplo, la FIG. 4 muestra un detector de luz formado por dos sensores 6pticos
PD-1 y PD-2 apilados de forma vertical. El sensor 6ptico PD-1 se prepara con el material1 y el material 2 mientras
que PD-2 se prepara con el material 2 y el material 3. EI material 1, material 2, y material 3 pueden ser una
combinacién de los materiales semiconductores mencionados anteriormente. Ademas, el espesor de estos sensores
6pticos también puede ser diferente.

Como se muestra en la FIG. 2, la luz emitida desde un objeto, por ejemplo, un punto cuantico (QD) incidente en el
detector de luz 11 puede ser absorbida parcialmente por el primer sensor 6ptico 111, generando una primera sefial
J1. La luz no absorbida pasa a través del primer sensor éptico 111 y a continuacion la puede absorber parcialmente
el segundo sensor optico 112, generando una segunda sefial J2. Estas sefiales se pueden enviar al ordenador 12
para su procesamiento.

En algunas realizaciones, la luz emitida desde un objeto puede incidir en el detector de luz 11 sin pasar a través de
otro elemento 6ptico, tal como un filtro 6ptico, un prisma, o una lente (es decir, puede incidir directamente en el
detector de luz). En algunas realizaciones, el aparato puede comprender adicionalmente una estructura optica de
captacion de luz para captar la luz emitida desde el objeto.

En algunos ejemplos, el detector de luz 11 puede comprender dos o mas sensores Opticos colocados de forma
horizontal (no se muestra). En estos ejemplos, el aparato de deteccidon 1 puede comprender adicionalmente una
estructura 6ptica colocada entre el objeto y el detector de luz 11. La luz emitida desde el objeto se puede dirigir con
la estructura 6ptica a uno o mas de los sensores opticos y la puede absorber parcialmente uno o mas de los
sensores opticos. La direccion de la luz después de pasar a través de la estructura 6ptica puede ser diferente para la
luz con diferente longitud de onda. Por lo tanto, diferentes sensores 6pticos en el detector de luz con colocacion
horizontal pueden detectar con diferentes longitudes de onda.

En algunas realizaciones, la estructura éptica puede comprender un prisma. En algunas realizaciones, la estructura
optica puede comprender una lente. En algunas realizaciones, la estructura éptica puede comprender un prisma y
una lente. El prisma puede ser, por ejemplo, un prisma triangular, un prisma de Abbe, un prisma de Pellin-Broca, un
prisma de Amici, o una combinacion de los mismos. La lente puede ser, por ejemplo, una lente convergente, una
lente divergente, o una combinacion de las mismas. La estructura éptica se puede preparar, por ejemplo, a partir de
vidrio, plastico, u otros materiales que sean transparentes para las longitudes de onda de interés. La transparencia
de la estructura o6ptica puede ser lo suficientemente elevada como para permitir que la mayor parte de la luz pase a
través de la estructura optica.

Como alternativa, en algunas realizaciones, la estructura 6ptica puede comprender una rejilla. La rejilla puede ser,
por ejemplo, una rejilla binaria, una rejilla de escalera, una rejilla sinusoidal, una rejilla de multiples niveles, una rejilla
de volumen, o una combinacién de las mismas. La FIG. 5 muestra, como un ejemplo, un aparato de deteccion de
acuerdo con la presente divulgacion. En este aparato de deteccion, el detector de luz comprende una pluralidad de
sensores oOpticos colocados de forma horizontal en diferentes posiciones. Se puede usar una rejilla para dirigir la luz
de diferentes longitudes de onda desde un objeto a diferentes posiciones del detector de luz con el fin de su
absorcién mediante los diferentes sensores 6pticos.
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De acuerdo con la presente invencién, se puede proporcionar un sistema de deteccién que comprende la matriz de
los aparatos de deteccién de acuerdo con la presente invencién. De acuerdo con la presente invencién, también se
puede proporcionar un sistema de deteccién que comprende la matriz de los detectores de luz de acuerdo con la
presente invencion y un ordenador para el procesamiento de las sefiales de salida desde la matriz de los detectores
de luz y para realizar la deteccion y/o diferenciacion basandose en el resultado del procesamiento. Tales sistemas
de deteccion pueden detectar y/o diferenciar una pluralidad de objetos de una vez, y por lo tanto pueden ser
adecuados para secuenciacion de acidos nucleicos a gran escala en paralelo, por ejemplo.

El ordenador 12 puede comprender una unidad de procesamiento 121 y una unidad de salida 122. La unidad de
procesamiento 121 procesa las sefiales de salida desde el detector de luz 11 y determina la presencia y tipo de un
objeto. La unidad de salida 122 produce el resultado de determinacion. En algunas realizaciones, el ordenador 12
también puede comprender un dispositivo de almacenamiento (no se muestra), que ademas en un programa
informatico. El programa informatico puede contener cédigos de software para dar érdenes al ordenador para que
procese las sefales.

El detector de luz 11 y el ordenador 12 se pueden integrar en una sola pieza de chip semiconductor. El detector de
luz 11 y el ordenador 12 se pueden formar en chips semiconductores separados.

2. Métodos de Deteccion

La luz emitida desde diferentes objetos pueden tener diferentes espectros. Por ejemplo, la FIG. 6 muestra los
espectros de emision de dos puntos cuanticos ("QD") (QD-1 y QD-2) como los objetos. En este ejemplo, los picos de
estos dos espectros de emision estan a diferentes longitudes de onda. En otros ejemplos, los espectros de emision
de diferentes objetos también pueden tener diferentes formas.

El primer sensor 6ptico 111 y el segundo sensor 6ptico 112 pueden tener diferentes propiedades de respuesta. La
FIG. 7 muestra, como un ejemplo, las curvas de respuesta del primer sensor 6ptico 111 y el segundo sensor 6ptico
112. Las respuestas del primer sensor 6ptico 111 y el segundo sensor 6ptico 112 pueden diferir entre si en que
tienen diferentes formas y/o pueden tener picos en diferentes longitudes de onda.

Para una ilustracion mas clara, la FiG. 8 muestra las curvas de respuesta de dos sensores 6pticos y los espectros de
emision de dos QD en una figura. En este ejemplo, la luz emitida desde QD-1 puede generar sefiales de fuerza
similar en los dos sensores opticos. Por otro lado, la luz emitida desde QD-2 puede generar una sefial en el segundo
sensor optico 112 mas fuerte que en el primer sensor 6ptico 111.

En algunas realizaciones, como se muestra en la FIG. 2, la luz emitida desde un objeto puede incidir en el detector
de luz 11 y absorberse parcialmente por el primer sensor 6ptico 111 y el segundo sensor 6ptico112, que a su vez
generan las sefiales J1y J2, respectivamente. El ordenador 12 procesar las sefiales J1'y J2, y diferencias el objeto.

La FIG. 9 muestra un diagrama de flujo de un método para diferenciar un objeto de acuerdo con un ejemplo de la
presente divulgacion. En la etapa 201, una luz emitida desde un objeto es incidente en el detector de luz 11. En la
etapa 202, se generando sefiales de salida J1 y J2 por el primer sensor 6ptico y el segundo sensor optico,
respectivamente, y las sefiales J1 y J2 se envian al ordenador 12. En la etapa 203, el ordenador 12 procesa las
sefiales J1 y J2. En la etapa 204, el ordenador 12 comparar el resultado del procesamiento con un resultado
conocido que corresponde a un tipo de objeto conocido. En la etapa 205, el ordenador 12 determina si el objeto
pertenece al tipo conocido.

El procesamiento de las sefiales J1 y J2 comprende el calculo de una proporcion de J1 y J2. Si la proporcion
calculada esta dentro de un cierto intervalo que corresponde al tipo de objeto conocido, se puede determinar que el
objeto que se esta detectando pertenece al tipo conocido. Por ejemplo, un tipo conocido de punto cuantico, QD-1,
puede tener un intervalo correspondiente de 0,7 < J2/J1 < 1, 2. Si la proporcion calculada para un objeto que se esta
detectando es 0,9, se puede determinar que el objeto es un objeto de tipo QD-1.

La FIG. 10 muestra un diagrama de flujo de un método para diferenciar un objeto de acuerdo con otro ejemplo de la
presente divulgacion. En este ejemplo, se puede determinar que un objeto pertenece a uno de, por ejemplo, tres
tipos de objetos conocidos, es decir, Tipo 1, Tipo 2, y Tipo 3. Las dos primeras etapas de este ejemplo pueden ser
las mismas que las que aparecen en la realizacion indicada anteriormente. En la etapa 303, el ordenador 12
determina la relaciéon entre estas dos sefiales J1 y J2. En la etapa 304, el ordenador 12 comparar la relacion con
resultados conocidos que corresponden a tipos de objetos conocidos. En la etapa 305, el ordenador 12 determina el
tipo al que pertenece el objeto basandose en el resultado de la comparacion.

En este ejemplo, si J1 > J2, entonces se puede determinar que el objeto es un objeto de Tipo 1. Si J1 = J2, entonces
se puede determinar que el objeto es un objeto de Tipo 2. Si J1 < J2, entonces se puede determinar que el objeto es
un objeto de Tipo 3.

La FIG. 11 muestra un diagrama de flujo de un método para diferenciar un objeto de acuerdo con todavia otro
ejemplo de la presente divulgacion. En este ejemplo, se puede determinar que un objeto pertenece a uno de una
pluralidad de tipos de objetos conocidos, es decir, del Tipo 1 al Tipo n. Las dos primeras etapas de este ejemplo
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pueden ser las mismas que las que aparecen en la realizacion indicada anteriormente. En la etapa 403, el ordenador
calcula la proporcion de J1 'y J2. En la etapa 404, el ordenador 12 compara la proporcion calculada con proporciones
conocidas que corresponden a tipos de objetos conocidos. En la etapa 405, el ordenador 12 determina el tipo al que
pertenece el objeto basandose en el resultado de la comparacion.

En este ejemplo, si, entre todas las proporciones conocidas de los tipos conocidos, la proporcion conocida del Tipo i
(1 <i<n)eslamas cercana a la proporcion calculada, entonces se puede determinar que el objeto es un objeto de
Tipoi.

La FIG. 12 muestra un diagrama de flujo de un método para diferenciar un objeto de acuerdo con un ejemplo
adicional de la presente divulgacion. En este ejemplo, se puede determinar que un objeto pertenece a uno de una
pluralidad de tipos de objetos conocidos, es decir, del Tipo 1 al Tipo n. Las primeras tres etapas de este ejemplo
pueden ser las mismas que las que aparecen en la realizacién indicada anteriormente. En la etapa 504, el ordenador
12 compara la proporcién calculada con intervalos de proporcion conocidos que corresponden a tipos de objetos
conocidos. En la etapa 505, el ordenador 12 determina el tipo al que pertenece el objeto basandose en el resultado
de la comparacion.

En este ejemplo, por ejemplo, si la proporcion calculada entra en el intervalo de proporciéon que corresponde al Tipo i
(1 <i £ n), entonces se puede determinar que el objeto es un objeto de Tipo i. Si la proporcién calculada no entra
dentro de ninguno de los intervalos, se puede indicar que el nivel de confianza es bajo y que no se puede determinar
el tipo del objeto que se esta detectando. Por ejemplo, suponiendo que el objeto de Tipo 1 tiene un intervalo de
proporcion correspondiente de 0,7 < J2/J1 < 1,2 y el objeto de Tipo 2 obtiene un intervalo de proporcion
correspondiente de J2/J1 > 2, si la proporcion calculada para un objeto que se esta detectando es 1, entonces se
puede determinar que el objeto es un objeto de Tipo 1. Por otro lado, si la proporcién calculada para un objeto que
se esta detectando es 1,5, entonces se puede informar que el nivel de confianza es bajo y que no se puede
determinar el tipo del objeto.

En un ejemplo, la proporcion de J1 y J2 puede ser J2/J1. En una realizacion, la proporcion de J1 y J2 puede ser

J1/J2. En algunos ejemplos, la proporcion de J1 y J2 puede ser J2/(c x J1) o J1/(c x J2), en las que "c" un
coeficiente.

Después de enviar las sefales al ordenador 12, el ordenador 12 realiza una etapa de determinacion de si un objeto
esta presente en una muestra. La determinacion se realizé mediante comparacion de la suma de todas o algunas de
las sefiales con un valor de umbral. Sila suma es igual o mayor que el umbral, se puede determinar que un objeto
esta presente. Por otro lado, si la suma es menor que el umbral, se puede determinar que un objeto esta ausente.
En otras realizaciones, si la suma es menor que el valor del umbral, se puede determinar que un objeto esta
presente.

En algunas realizaciones, el detector de luz 11 puede comprender tres 0 mas sensores oOpticos, cada uno de los
cuales genera una sefial de salida sobre la luz emitida desde un objeto incidente en el detector de luz 11. En algunas
realizaciones, dos de las sefiales de salida generadas se pueden procesar con el ordenador 12 para diferenciar el
objeto. En otras realizaciones, mas o todas las sefiales de salida generadas se pueden procesar con el ordenador 12
para diferenciar el objeto.

La FIG. 13 muestra un diagrama de flujo de un método para diferenciar un objeto de acuerdo con todavia otra
realizacion de la presente invencion. En esta realizacion, el detector de luz 11 comprende tres sensores 6pticos,
PD1, PD2, y PD3. Un objeto en una muestra se puede detectar y determinar que pertenece a, por ejemplo, uno de
los cuatro tipos, tales como colorante 1, colorante 2, colorante 3, y colorante 4. Las sefales de salida generadas por
estos tres sensores Opticos se representan con lpp1, Ipp2, € lpps, respectivamente, y se envian al ordenador 12 para
su procesamiento. El método se describe a continuacion.

En primer lugar, la muestra se puede excitar usando una fuente de luz de excitaciéon. A continuacion, los sensores
opticos PD1, PD2, y PD3 pueden generar las sefiales de salida lpp1, lpp2, € Ipps. Después de recibir las sefales de
salida, el ordenador 12 puede calcular una suma de estas sefales. Si la suma es menor que un valor de umbral, Vi,
el ordenador 12 puede generar un informe de que no se ha producido fluorescencia. De otro modo, el ordenador
puede avanzar a la siguiente etapa.

Cuando se determina que no se ha producido florescencia y que existe un objeto, el ordenador 12 puede realizar
primero una etapa de diferenciacion original. En esta etapa, el ordenador 12 puede calcular una primera proporcion
entre lpps y la suma de todas las sefiales, y comparar esta proporcién con un primer conjunto de valores de umbral,
por ejemplo, Vini, Vin2, Vins, ¥ Vina, para determinar si la primera proporcion calculada entra dentro de cualquier
intervalo entre 0 y Vin, entre Vin1 y Vin, entre Vina y Vina, 0 entre Vinz y Vina. Sin embargo, si la primera proporcion
calculada no entra dentro de ninguna de los intervalos mencionados anteriormente, el ordenador 12 puede generar
un informe de que se ha producido una emisién de error.

Después de eso, se realiza una etapa de confirmacion. En la etapa de confirmacion, se calcula una segunda
proporcion entre lpp2 € lpps, y Se compara con un segundo conjunto de valores de umbral, por ejemplo, Vin1', Vin2',
Vins', ¥ Vina' para determinar si la segunda proporcion calculada entra dentro de cualquier intervalo entre 0 y Vint',

8



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2559 004 T3

entre Vint' y Vin2', entre Ving' y Ving', 0 entre Vins' y Vina'.

Por ejemplo, si, en la etapa de diferenciacion original, la primera proporcion calculada entra dentro del intervalo entre
Vi1 ¥ Vinz, s€ puede determinar que el objeto posiblemente pertenece al colorante de tipo 2. A continuacion, el
ordenador 12 puede avanzar hasta la etapa de confirmacion para determinar si la segunda proporcion calculada
entra dentro del intervalo entre Vini' y Vin2'. Si es afirmativo, se puede determinar que el objeto pertenece al colorante
de tipo 2. De otro modo, el ordenador 12 puede generar un informe de que se ha producido una emisién de error.

Se indica que se puede realizar una cualquiera de la etapa de diferenciacion original y la etapa de confirmacién que
se han descrito anteriormente de forma individual para diferenciar un objeto. La realizacion de ambas etapas en un
procedimiento de discriminacion, sin embargo, puede aumentar la precision.

La FIG. 14 muestra un diagrama de flujo de un método para diferenciar un objeto. En este ejemplo el detector de luz
11 comprende una pluralidad de sensores 6pticos PD1, PD2, ... PDn, en la que n es mayor que 1 y puede ser menor
o igual que 6. Ademas, n puede ser igual a 3. El aparato se puede usar para detectar y diferenciar q objetos
diferentes, por ejemplo, g colorantes diferentes, indicados como D1, D2, ... Dq.

La fuente de luz de excitacion usada en la presente realizacion puede tener k bandas de luz de excitacion diferentes,
L1, L2, ... Lk, en la que k puede ser mayor o igual que 1 y menor o igual que 3. La fuente de luz de excitacion se
puede activar y desactivar siguiendo un conjunto de instrucciones, dando como resultado un conjunto de m
condiciones de excitacion diferentes Cj, en las que 1 < j < m. Cada condicién de excitacion puede ser una
combinaciéon de diferentes bandas de luz de excitaciéon. En la misma condicién de excitacion, la sefial de salida
generada por un cierto sensor optico para diferentes colorantes puede ser diferente.

La sefial de salida generada en el sensor 6ptico de i-th, PDi, (en el que 1 <i < n) en la condicién de excitacion de j-
th, Cj, para un cierto colorante Ds (en el que 1 < s < q) se puede indicar como Ds{J{PDi:Cj}}. Diferentes
combinaciones de PDi y Cj pueden dar como resultado un Ds{J{PDi:Cj}} diferente. Por lo tanto, antes de usar el
aparato para detectar y diferenciar un colorante desconocido, mediante la realizacion de lectura de calibracion
usando diferentes combinaciones de PDi y Cj en entornos convencionales para un colorante Ds, se puede obtener
una matriz de sefales de salida. Esta matriz puede ser Unica para un colorante, y se puede denominar matriz de
lectura patrén para un colorante Ds, M{colorante Ds}, como se muestra a continuacion:

Ds{J{PD1:C1}}, Ds{J{PD2:C1}}, ... Ds{J{PDn:C1}}
Ds{J{PD1:C2}}, Ds{J{PD2:C2}}, ... Ds{J{PDn:C2}}
Ds{J{PD1:Cm}}, Ds{J{PD2:Cm}}, ... Ds{J{PDn:Cm}}

Esta lectura de calibracién se puede repetir para cada uno de los colorantes, creando g matrices de lectura patrén
M{colorante D1}, M{colorante D2}, ... M{colorante Dq}.

Para minimizar el impacto del fondo, también se puede obtener una lectura de fondo mediante el registro de sefales
de salida desde los sensores 6pticos cuando no existe colorante, que puede dar como resultado una matriz de
lectura de fondo M{fondo}:

B{J{PD1:C1}}, B{J{PD2:C1}}, B{J{PDn:C1}}
B{J{PD1:C2}}, B{J{PD2:C2}}, B{J{PDn:C2}}
B{J{PD1:Cm}}, B{J{PD2:Cm}}, B{J{PDn:Cm}}

Cuando se aplica una muestra desconocida al aparato de deteccion, se miden las sefiales de salida generadas por
los sensores opticos en diferentes condiciones de excitacion y se obtiene una matriz de lectura de la muestra
M{muestra}:

J{PD1:C1}, J{PD2:C1}, J{PDn:C1}
J{PD1:C2}, J{PD2:C2}, J{PDn:C2}
J{PD1:Cm}, J{PD2:Cm}, J{PDn:Cm}

Esta matriz de lectura de la muestra a continuacién se puede comparar con las matrices de lectura patréon para
determinar qué tipo de colorante contiene la muestra. Para minimizar el impacto del fondo en el resultado, la matriz
de lectura de fondo se puede restar tanto de las matrices de lectura patrén como de la matriz de lectura de la
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muestra antes de la comparacion.

La comparacion se puede realizar calculando un rango Rs para cada tipo de colorante Ds. Cuando se calcula Rs, se
pueden aplicar factores de peso y métodos estadisticos. Por ejemplo, se puede usar un método de minimos
cuadrados o un método con la mayor probabilidad para encontrar el mejor emparejamiento. Algunos factores de
peso se pueden aplicar a cada sensor 6ptico o modo de luz de excitacién para aumentar la precisiéon del analisis.

Después de calcular Rs, el ordenador 12 puede indicar el colorante mas probable, el segundo colorante probable,
etc. de acuerdo con el rango Rs.

En la Secuenciacion con el método de Sintesis, la secuencia de ADN se determina identificando el nucleétido recién
afiadido a la hebra en crecimiento. El proceso de adicién de nucledtido se detecta con luz fluorescente emitida desde
el fluoréforo unido al nucleétido. La reaccién de incorporacién de nucleétido se puede dividir en varias etapas: el
acoplamiento del nucledtido en el sitio activo formado por polimerasa y molde, rotura del enlace de fosfato, y
formacion del nuevo enlace con el azucar. Algunos nucleétidos simplemente se difunden en y fuera del sitio activo,
con sin que se produzca una incorporacion real. Para controlar la reaccion de incorporacion en tiempo real, puede
ser necesario que el aparato de deteccion sea capaz de detectar la llegada de un fluoréforo, tiempo de retencion, y
tipo de fluoréforo. La razén por la cual se mide el tiempo de retencion es que los nucleétidos que se difunden pueden
permanecer durante un periodo de tiempo mas corto que los nucleétidos incorporados. Mediante el ajuste de un
umbral del tiempo de retencion, se puede detectar un suceso de incorporacion real. En la FIG. 15 se muestra un
diagrama de flujo de un método de acuerdo con una realizaciéon adicional mas de la presente invencién, que se
puede usar para deteccion de sucesos. Este método es basicamente similar al que se ha descrito anteriormente, con
una etapa mas afiadida para determinar si se puede reivindicar un suceso. Por lo tanto, la descripciéon detallada de
este método se omite. La FIG. 16 muestra un diagrama de bloques de un aparato de deteccidon a modo de ejemplo
que se puede usar en esta realizacion.

En algunos ejemplos, el detector de luz 11 puede comprender dos o mas sensores Opticos colocados de forma
horizontal. Las sefales generadas por los sensores opticos colocados de forma horizontal pueden entrar en el
ordenador 12 y se pueden procesar de una manera similar a la de uno de los métodos que se han desvelado
anteriormente para determinar la presencia de un objeto y/o para diferenciar el tipo de un objeto.

3. Aplicaciones

Los aparatos y sistemas de deteccion de acuerdo con la presente invencion se pueden aplicar, por ejemplo, para
deteccion de acidos nucleicos, secuenciacion de ADN, identificacion de biomarcadores, o citometria de flujo. Los
aparatos de deteccion pueden detectar y procesar sefial de luz de baja intensidad, que hace posible la
discriminacion de objetos de una sola molécula.

En algunas realizaciones de los métodos de la presente invencion, las etiquetas se unen al analito(s) (es decir, la
sustancia(s) a detectar), la sonda(s), tales como cebadores, anticuerpos, u otros reactivos que interactuan con el
analito(s), u otro reactivo(s), tales como nucleétidos (incluyendo analogos de nucleétido). Cualquier etiqueta se
puede usar en el analito o sonda que puede ser util en la correlacién de la sefial con la cantidad o presencia de
analito.

Por ejemplo, en la presente invencion se puede usar una gran diversidad de moléculas fluorescentes incluyendo
moléculas pequefias, proteinas fluorescentes y puntos cuanticos. Algunas moléculas fluorescentes Utiles
(fluoréforos) incluyen, pero no se limitan a: 1,5 IAEDANS; 1,8-ANS; 4-Metilumbeliferona; 5-carboxi-2,7-
diclorofluoresceina; 5-Carboxifluoresceina (5-FAM); 5-Carboxinaftofluoresceina; 5-Carboxitetrametilrodamina (5-
TAMRA); 5-FAM (5-Carboxifluoresceina); 5-HAT (Hidroxi Triptamina); 5-Hidroxi Triptamina (HAT); 5-ROX (carboxi-X-
rodamina); 5-TAMRA (5-Carboxitetrametilrodamina); 6-Carboxirrodamina 6G; 6-CR 6G; 6-JOE; 7-Amino-4-
metilcumarina; 7-Aminoactinomicina D (7-AAD); 7-Hidroxi-4-metilcumarina; 9-Amino-6-cloro-2-metoxiacridina; ABQ;
Fucsina Acida; ACMA (9-Amino-6-cloro-2-metoxiacridina); Naranja de Acridina; Rojo de Acridina; Amarillo de
Acridina; Acriflavina; Acriflavina Feulgen SITSA; AFPs-Proteina AutoFluorescente-(Quantum Biotechnologies); Rojo
Texas; Conjugado de Rojo Texas-X; Tiadicarbocianina (DiSC3); Rojo de Tiazina R; Naranja de Tiazol; Tioflavina 5;
Tioflavina S; Tioflavina TCN; Thiolyte; Naranja de Tiozol; Tinopol CBS (Calcofluor Blanco); TMR; TO-PRO-1; TO-
PRO-3; TO-PRO-5; TOTO-1; TOTO-3; Tricolor (PE-Cy5); TRITC (IsoTioCianato de TetrametilRodamina); True Blue;
TruRed; Ultralite; Uranine B; Uvitex SFC; WW 781; X-Rodamina; XRITC; Naranja de Xileno; Y66F; Y66H; Y66W;
YO-PRO-1; YO-PRO-3; YOYO-1; colorantes de interquelacion tales como YOYO-3, Sybr Verde, naranja de Tiazol;
miembros de la serie de colorantes Alexa Fluor (de Molecular Probes/Invitrogen) que cubren un amplio espectro y
que emparejan las principales longitudes de onda de salida de fuentes de excitacidon comunes tales como Alexa
Fluor 350, Alexa Fluor 405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568, 594, 610, 633, 635, 647, 660, 680, 700, y 750;
miembros de la serie de fluoréforos de Colorante Cy (GE Healthcare), que también cubren un amplio espectro tales
como Cy3, Cy3B, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7; miembros de los fluoréforos de colorante Oyster (Denovo Bioiabels) tales
como Oyster -500, -550, -556, 645, 650, 656; miembros de la serie de Etiquetas de DY (Dyomics), por ejemplo, con
maximos de absorcion que varian de 418 nm (DY-415) a 844 nm (DY-831) tales como DY-415, 495, -505, -547, -
548, -549, -550, -554, -555, -556, -560, -590, -610, -615, -630, -631,-632, -633, -634, -635, -636, -647, -648, -649, -
650, -651, -652, -675, -676, -677, -680, -681, -682, -700, -701,-730, -731,-732, -734, -750, -751, -752, -776, -780, -

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2559 004 T3

781, -782, -831, -480XL, -481XL, -485XL, -510XL, -520XL, -521XL; miembros de la serie ATTO de etiquetas
fluorescentes (ATTO-TEC GmbH) tales como ATTO 390, 425, 465, 488, 495, 520, 532, 550, 565, 590, 594, 610,
611X, 620, 633, 635, 637, 647, 647N, 655, 680, 700, 725, 740; miembros de la serie de colorantes CAL Fluor o de la
serie Quasar (Biosearch Technologies) tales como CAL Fluor Gold 540, CAL Fluor Naranja 560, Quasar 570, CAL
Fluor Rojo 590, CAL Fluor Rojo 610, CAL Fluor Rojo 635, Quasar 670; puntos cuanticos, tales como puntos
cuanticos de la serie EviTags (Evident Technologies) o puntos cuanticos de la serie Qdot (Invitrogen) tales como los
Qdot 525, Qdot565, Qdot585, Qdot605, Qdot655, Qdot705, Qdot 800; fluoresceina; rodamina; y/o ficoeritrina; o
combinaciones de los mismos. Véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Estados Unidos N° 2008/0081769.

En algunas realizaciones, se proporciona al menos un sistema bioluminiscente o quimioluminiscente que genera luz
en presencia de una entidad tal como un analito, reactivo como producto de reaccion. Por ejemplo, un sistema
bioluminiscente o quimioluminiscente se puede usar para detectar pirofosfato generado en una secuenciacion
mediante reaccion de sintesis (que se analiza con mas detalle a continuacion); para detectar la presencia de metales
tales como hierro o cobre mediante sus catalisis de una reaccion de generacion de luz; o para medirla cantidad de
un reactivo unido con un analito, en el que el reactivo comprende al menos un componente del sistema bio- o
quimioluminiscente.

Algunos ejemplos de sistemas bioluminiscentes conocidos en la técnica incluyen sistemas que comprenden al
menos una luciferasa, por ejemplo, luciferasas de luciérnaga, que incluyen luciferasa de Photinus piralis. Un sistema
bioluminiscente se puede usar para detectar pirofosfato, por ejemplo, proporcionando luciferasa, ATP sulfurilasa,
luciferina, y adenosina 5' fosfosulfato, junto con los componentes de la secuenciacion mediante reaccion de sintesis
(en la que el dATP se puede sustituir con un analogo tal como dATPaS para evitar la luz no especifica debida al
consumo de dATP por la luciferasa). Cuando el pirofosfato se genera mediante un suceso de incorporacion de
nucledtido, la ATP sulfurilasa produce ATP de una manera dependiente de la adenosina 5' fosfosulfato. EI ATP dirige
la conversion de la luz de la luciferina en oxiluciferina mas luz mediante luciferasa. Otros sistemas bioluminiscentes
incluyen sistemas basados en foto proteinas tales como aequorina, que oxida la coelenterazina a coelenteramida
excitada, que emite luz.

Algunos ejemplos de sistemas quimioluminiscentes incluyen luminol mas peréxido de hidrogeno, que pueden
experimentar una reaccion de emisién de luz en presencia de un catalizador metalico u oxidante auxiliar; oxalato de
difenilo mas peroxido de hidrégeno y un colorante adecuado, que experimenta excitacion y emision de luz en una
reaccion de multiples etapas que produce diéxido de carbono (algunos ejemplos de colorantes adecuados incluyen
derivados de antraceno fenilado tales como 9,10-difenilantraceno, 9,10-Bis(feniletinil)antraceno, y 1-Cloro-9,10-
bis(feniletinil)antraceno, y rodaminas tales como rodamina 6G y rodamina B); sistemas que producen oxigeno
singlete tales como perdxido de hidrégeno mas hipoclorito sédico; y sistemas que comprenden una enzima tal como
peroxidasa de rabano picante, que actua en el luminol u otros sustratos disponibles en el mercado.

En algunos ejemplos, los métodos de la divulgacion comprenden la formacion de uniones covalentes, tal como entre
reactivos o analitos y superficies o etiquetas. Por ejemplo, en procedimientos de secuenciacion de una sola
molécula, una molécula de acido nucleico o una enzima tal como una polimerasa se puede unir a una superficie tal
como un portaobjetos de vidrio. Tal unién puede permitir la adquisicion de datos sobre multiples ciclos de
secuenciacion. En algunas realizaciones, en la técnica se conocen muchos métodos para formar uniones
covalentes, tales como de reactivos a superficies o etiquetas. También se pueden usar métodos de unién covalente.
Se puede usar un numero de diferentes modificadores quimicos para facilitar la formaciéon de unién. Algunos
ejemplos de madificadores quimicos incluyen grupos N-hidroxi succinimida (NHS), aminas, aldehidos, epdxidos,
grupos carboxilo, grupos hidroxilo, hidrazidas, grupos hidréfobos, membranas, maleimidas, biotina, estreptavidina,
grupos tiol, quelatos de niquel, grupos fotorreactivos, grupos de boro, tioésteres, cisteinas, grupos disulfuro, grupos
haluro de alquilo y acilo, glutationes, maltosas, azidas, fosfatos, y fosfinas. En el mercado hay disponibilidad de
superficies tales como portaobjetos de vidrio con tales superficies quimicamente modificadas para una serie de
modificaciones. Estas se pueden preparar facilmente para el resto, usando métodos convencionales (Microarray
Biochip Technologies, Mark Schena, Editor, Marzo de 2000, Biotechniques Books). En algunas realizaciones, se
forman uniones entre dos entidades usando una combinacion apropiada de modificadores (por ejemplo, un
modificador electrofilo y un modificador nucledfilo), en las que cada entidad comprende al menos un modificador.

En algunas realizaciones, se forman uniones entre dos entidades usando un modificador quimico presente en una
de las entidades y un resto de origen natural, por ejemplo, una amina o sulfhidrilo, de la otra entidad. En algunas
realizaciones, se usan modificadores que son reactivos con respecto a las aminas. Una ventaja de esta reaccion es
puede que ser rapida y puede evitar la produccion de productos secundarios toxicos. Algunos ejemplos de tales
modificadores incluyen ésteres de NHS, aldehidos, epoxidos, haluros de acilo, y tioésteres. La mayoria de las
proteinas, péptidos, glicopéptidos, etc., tienen grupos amino libres, que pueden reaccionar con tales modificadores
para unirlos de forma covalente a estos modificadores. También se pueden sintetizar sondas de acidos nucleicos
con grupos amino internos o terminales, and estan disponibles en el mercado (por ejemplo, de IDT u Operon). Por lo
tanto, alguna biomoléculas se pueden unir (por ejemplo, de forma covalente o de forma no covalente) a etiquetas,
superficies, otros reactivos usando quimicas similares.

Se puede usar un numero de otros agentes de reticulacion multifuncionales para convertir la reactividad quimica de
un tipo de modificador en otra. Estos grupos pueden ser bifuncionales, trifuncionales, tetrafuncionales, etcétera.
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También pueden ser homofuncionales o heterofuncionales. Un ejemplo de un agente de reticulacion bifuncional es
X-Y-Z, en el que X y Z son dos grupos reactivos, e Y es un conector de conexion. Ademas, si X y Z son el mismo
grupo, tal como los ésteres de NHS, el agente de reticulacion resultante, NHS-Y-NHS, es un agente de reticulacion
homobifuncional y se podria conectar con dos entidades cada una de las cuales que comprende una amina. Si X es
éster de NHS y Z es un grupo maleimida, el agente de reticulacion resultante, NHS-Y-maleimida, es un agente de
reticulacion heterobifuncional y se podria unir a una entidad que comprende una amina con una entidad que
comprende un grupo tio. Algunos agentes de reticulacion con un nimero de grupos funcionales diferentes estan
ampliamente disponibles. Algunos ejemplos de tales grupos funcionales incluyen ésteres de NHS, tioésteres, haluros
de alquilo, haluros de acilo (por ejemplo, yodoacetamida), tioles, aminas, cisteinas, histidinas, disulfuros, maleimida,
cis-dioles, acido borénico, acido hidroxamico, azidas, hidrazinas, fosfinas, grupos fotorreactivos (por ejemplo,
antraquinona, benzofenona), acrilamida (por ejemplo, acridita), grupos de afinidad (por ejemplo, biotina,
estreptavidina, maltosa, proteina de unién a maltosa, glutation, glutation-S-transferasa), aldehidos, cetonas, acidos
carboxilicos, fosfatos, grupos hidréfobos (por ejemplo, fenilo, colesterol), etc.

Los expertos en la materia conocen otras alternativas de modificadores (tales como agentes de fotorreticulacion y de
reticulacion térmica). Algunas tecnologias disponibles en el mercado incluyen, por ejemplo, las de Mosiac
Technologies (Waltham, MA), EXIQON™ (Vedbaek, Dinamarca), Schleicher y Schuell (Keene, N.H.), Surmodics™
(St. Paul, MN), XENOPORE™ (Hawthorne, N.J.), Pamgene (Paises Bajos), Eppendorf (Alemania), Prolinx (Bothell,
WA), Spectral Genomics (Houston, TX), y COMBIMATRIX™ (Bothell, WA).

En algunas realizaciones, se proporciona superficies distintas del vidrio. Por ejemplo, también se pueden usar
superficies metalicas, tales como oro, silicio, cobre, titanio, y aluminio, 6xidos metalicos, tales como 6xido de silicio,
oxido de titanio y oxido de hierro, y plasticos, tales como poliestireno, y polietileno, zeolitas, y otros materiales. En
algunas realizaciones, las capas de estos materiales pueden ser finas, por ejemplo, con un espesor menor de
aproximadamente 100 nm para permitir la transmisién de luz.

3.1 Deteccion de acidos nucleicos

Un aparato de deteccion de acuerdo con la presente invencion se puede usar como parte de un sistema o en
métodos o procesos de deteccion de moléculas, por ejemplo, secuenciacion de acidos nucleicos. Este aparato, y
métodos o procesos que lo usan, son utiles, por ejemplo, para aplicaciones analiticas y de diagnoéstico. Estas
aplicaciones pueden ser privadas, publicas, comerciales, o industriales.

Un aparato de deteccién de acuerdo con la presente invencion se puede usar con una gran diversidad de
modalidades de secuenciacion y puede ser adecuado para la secuenciacion de moléculas individuales. Ademas, el
aparato de deteccion de acuerdo con la presente invencion tiene un disefio, ensamblaje, introduccion simplificados
con respecto a los dispositivos de biochip existentes. Por ejemplo, los acidos nucleicos a secuencia se pueden fijar a
sitios conectores aleatorios en la matriz del sistema, evitando la pérdida de tiempo y elementos de robdtica de coste
elevado para depositar o sintetizar acidos nucleicos en posiciones determinadas previamente.

Un aparato de deteccidon de acuerdo con la presente invencion se puede usar como parte de un sistema o en
métodos y procesos de deteccion de biomoléculas, que incluye hibridacion o secuenciacion de acidos nucleicos, por
ejemplo, para secuenciacion de todo el genoma, formacion de perfiles de transcripcion, formacion de perfiles de
transcripcion comparativos, o identificacion genética. La deteccién de biomoléculas también puede incluir deteccion
y/o medida de interacciones de union, por ejemplo, proteina/proteina, anticuerpo/antigeno, receptor/ligando, y acido
nucleico/proteina. Estas aplicaciones son utiles para procesos y métodos analiticos o de diagnostico.

Algunos acidos nucleicos adecuados para deteccion en el aparato proporcionado por la invencion pueden formar
parte, en algunas realizaciones, de una molécula de unién, que fija una molécula adecuada para someter al ensayo
interacciones de unién, por ejemplo, proteinas, otros acidos nucleicos, restos de carbohidratos, o moléculas
pequefias a un sitio conector en un dispositivo proporcionado por la invencion. La molécula de unién puede, en
algunas realizaciones, comprender adicionalmente una molécula de captura, que se une a la molécula que se esta
sometiendo a ensayo para interacciones de union. El acido nucleico en una molécula de unién sirve como una
etiqueta de identificacion para la molécula de captura de la molécula de unién mediante, por ejemplo, secuenciacion
directa o hibridacion.

Los métodos proporcionados por la divulgacion pueden comprender una etapa de fijacion de una molécula a
detectar a una matriz de direccion de un sistema de deteccion proporcionado por la invencion. En algunas
realizaciones, la matriz de direccién puede incluir una lamina ciega que tiene una pluralidad de agujeros de alfiler, y
se pueden formar sitios conectores en lo alrededor de los agujeros de alfiler. Por lo tanto, un sistema de deteccion
de acuerdo con la presente invencion puede leer de forma simultanea millones de segmentos de acidos nucleicos. Si
cada segmento tiene una longitud de, por ejemplo, 1000 bases, un solo dispositivo podria obtener billones de bits de
informacién de secuencias, haciendo posible, por ejemplo, la secuenciacion y la resecuenciacion de todo el genoma.

3.1.1 Moléculas a detectar

Los acidos nucleicos adecuados para deteccion con los métodos proporcionados por la presente divulgacion pueden
incluir cualquier acido nucleico, que incluye, por ejemplo, ADN, ARN, o PNA (acido nucleico peptidico), y pueden
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contener cualquier secuencia - tanto conocida como desconocida, incluyendo secuencias de origen natural o
artificiales. El acido nucleico se puede derivar de forma natural, se puede producir de forma recombinante, o se
puede sintetizar de forma quimica. El acido nucleico puede comprender nucleotidos de origen natural, analogos de
nucledtido no existentes en la naturaleza, o nucleétidos modificados. La longitud del acido nucleico a detectar debe
variar basandose en la aplicacion real. En algunas realizaciones, el acido nucleico puede incluir al menos 10, 20, 50,
100, 200, 500, 1000, 2000, 5000, 10000, 20000 bases, o mas. En algunas realizaciones, el acido nucleico puede
tener de 10 a 20, de 10 a 50, de 10 a 100, de 50 a 100, de 50 a 500, de 50 a 1000, de 50 a 5000, de 500 a 2000, de
500 a 5000, o de 1000 a 5000 bases.

Un acido nucleico puede ser monocatenario para detecciéon. Los moldes de acido nucleico monocatenario se pueden
derivar de una molécula bicatenaria con medios conocidos en la técnica que incluyen, por ejemplo, calentamiento o
tratamiento con alcalis u otro agente quimico. Los moldes de acido nucleico monocatenario también se pueden
producir, por ejemplo, mediante sintesis quimica o in vitro.

En algunas realizaciones, el acido nucleico a detectar se puede unir a un sitio conector en su extremo en las
posiciones 5' o 3'. En algunas realizaciones, el acido nucleico puede comprender adicionalmente uno o mas
cebadores de union terminal acoplados al extremo en la posicion 5, el extremo en la posicién 3', o tanto al extremo
en la posicién 5' como al extremo en la posicion 3' del acido nucleico. En realizaciones en particular, un conector de
union terminal se puede fijar al extremo en la posicion 3' del acido nucleico. Los cebadores de union terminal se
pueden usar tanto para fijar el acido nucleico a detectar a sitios conectores en el dispositivo como para proporcionar
una secuencia complementaria para uno o mas cebadores de deteccion, por ejemplo, un cebador de secuenciacion.

3.1.1.1 Cebador de unién terminal

Los cebadores de unién terminal son moléculas cortas de acido nucleico formadas normalmente por menos de 100
nucledtidos. En algunas realizaciones, el cebador de unién terminal puede tener una longitud de al menos 5, 10, 15,
20, 25, 30, 50, 75, 90 nucledtidos, o mas. En ciertas realizaciones, los cebadores de unién terminal pueden tener
una longitud de 8 a 25, de 10 a 20, de 10 a 30, o de 10 a 50 nucleoétidos. En algunas realizaciones, los cebadores de
union terminal pueden no estar ramificados, sin embargo, en ofras realizaciones, pueden estar ramificados.

El cebador de unién terminal se puede usar para unir el acido nucleico a detectar a un sitio conector en la matriz de
direccion. En algunas realizaciones, el cebador de unién terminal puede unir el acido nucleico a la superficie de la
matriz directamente, por ejemplo, mediante unién covalente (por ejemplo, union de éster o tiol) o unién no covalente,
por ejemplo, unién de antigeno/anticuerpo o biotina/avidina. En algunas realizaciones, el cebador de unién terminal
puede unir el acido nucleico a la superficie de la matriz indirectamente, por ejemplo, mediante la unién de una
molécula intermedia, por ejemplo, una polimerasa. Por consiguiente, el cebador de unién terminal puede contener
nucledétidos modificados o de otro modo se puede modificar para facilitar la unién a un sitio conector con medios
conocidos en la técnica, por ejemplo, uniones disulfuro, tioéster, amida, fosfodiéster, o éster; o, por ejemplo,
mediante unién de anticuerpo/antigeno o biotina/avidina, por ejemplo, el cebador de unién terminal puede contener
un nucleétido que comprende un resto de antigeno o un nucleétido biotinilado. En realizaciones en particular, un
nucledtido modificado puede estar en el extremo en la posicién 3' de un cebador de unién terminal, en algunas
realizaciones, el extremo en la posicion 5' de un cebador de unién terminal puede contener un nucleétido modificado.

El cebador de unién terminal también puede servir como un complemento para uno o mas cebadores usados para
detectar el acido nucleico, por ejemplo, un cebador de secuenciacion. En algunas realizaciones, el cebador se puede
usar para detectar el acido nucleico mediante hibridacion, por ejemplo, el cebador puede contener una etiqueta
detectable, por ejemplo, una etiqueta fluorescente. En algunas realizaciones, el extremo en la posicion 5' del
cebador de unién terminal puede comprender una secuencia complementaria con un cebador de secuenciacion. En
algunas realizaciones, la secuencia de cebador de unién terminal que es complementaria con el cebador de
secuenciacion se puede orientar de modo que el extremo en la posicion 3' del cebador de secuenciacion puede ser
inmediatamente adyacente al primer nucleotido en el acido nucleico a secuenciar.

En algunas realizaciones, se pueden afadir cebadores de union terminal a los extremos del acido nucleico a
detectar mediante una ligasa, por ejemplo, una ADN ligasa. En algunas realizaciones, el cebador de union terminal y
el acido nucleico a detectar pueden ser ambos monocatenarios antes de la ligacion. En otras realizaciones, ambos
pueden ser bicatenarios. En otras realizaciones mas, uno puede ser monocatenario y el otro puede ser bicatenario.
La ligacidn se conoce bien en la técnica. Por ejemplo, en el método de secuenciacion de colonias, Shendure et al.
(Science, 309: 1728-1732 (2005)) ligaron un cebador de unién terminal de T30 (32 pb) a un segmento de ADN de
muestra con el kit Quick Ligation de New England Biolabs' (NEB). En ese punto, la solucion de reaccion de ligacion
incluia a 0,26 pMoles de ADN, 0,8 pMoles de cebador de union terminal de T30, 4,0 pl de T4 ADN Ligasa, en 1X de
Tampodn Ligacion Quick. Después de mezclar, la solucién de reacciéon se incub6 durante aproximadamente 10
minutos a temperatura ambiente, y a continuacion se coloco en hielo. La reaccion de ligacion se detuvo calentando
las muestras a 65 °C durante 10 minutos.

En otras realizaciones, el cebador de unién terminal se puede sintetizar en el acido nucleico a detectar. Por ejemplo,
el cebador de union terminal puede ser un homopolimero afiadido, por ejemplo, mediante transferasa terminal. Por
ejemplo, Harris et al., (Science 320:106-109 (2008)) afadieron una cola de poli A moldes de ADN, que sirvié como el
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complemento para un cebador de secuenciacion de poli T en la secuenciaciéon de la molécula individual de un
genoma viral.

3.1.1.2 Cebador de secuenciacion

Un cebador de secuenciacion es un oligonucledtido monocatenario complementario con un segmento del acido
nucleico a detectar o su cebador de unién terminal asociado. En algunas realizaciones, el cebador de secuenciacion
puede tener una longitud de al menos 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 nuclettidos o mas. En realizaciones en
particular, el cebador de secuenciacion puede tener una longitud de 8 a 25, de 10 a 20, de 10 a 30, o de 10 a 50
nucledtidos. El cebador de secuenciacion puede estar formado por cualquier tipo de nucleédtido, incluyendo
nucledétidos de origen natural, analogos de nucleétido que no existen en la naturaleza, o nucleétidos modificados. En
ciertas realizaciones, el extremo en la posicién 5' de un cebador de secuenciacion se puede modificar para facilitar la
unién a un sitio conector en la matriz de direccién después de la hibridacién del cebador de secuenciacién con un
acido nucleico a secuenciar, incluyendo una o mas moléculas de unién terminal.

En algunas realizaciones, un cebador de secuenciacion puede contener nucleodtidos modificados, por ejemplo,
acidos nucleicos inmovilizados (LNA; ribonucleétidos modificados, que proporcionan aumento de interacciones de
apilamiento de bases en un acido polinucleico). Como una ilustracion de la utilidad de los LNA, Levin et al. (Nucleic
Acid Research 34 (20): 142 (2006)) mostraron que un cebador que contenia LNA presentaba un aumento de la
especificidad y presentaba una unidon mas fuerte con respecto al cebador correspondiente sin inmovilizar. Se
prepararon tres variantes del cebador MCP1 (5'-cttaaattticttgaat-3') que contenia 3 nucledtidos de LNA (en
protecciones) a diferentes posiciones en el cebador: MCP1-LNA-3'(5'-cttaaattttCtTgaAt-3'); MCP1-LNA-5'(5'-
CtTaAattttcttgaat-3'); y MCP1-LNA-par (S'-ctTaaatTttctTgaat-S'). Todos los cebadores sustituidos con LNA
presentaban un aumento de Tm, mientras que el cebador MCP1-LNA-5' presentaba una precision de secuenciacion
particularmente aumentado (recuentos de Phred Q30). Por consiguiente, en realizaciones en particular, el cebador
de secuenciacion puede contener al menos un nucleétido inmovilizado en su regién en la posicién 5', es decir, la
mitad, tercio, o cuarto del cebador de secuenciacién en la posicién 5'.

Algunos cebadores de secuenciacion y acidos nucleicos monocatenarios de muestra (es decir, un acido nucleico a
detectar que incluye al menos un cebador de union terminal) se puede hibridar antes de su aplicacion a un aparato
de deteccion de acuerdo con la presente invencion. El cebador de secuenciacion y la muestra de acido nucleico se
pueden hibridar mezclando la muestra de acido nucleico con un exceso molar de cebador de secuenciacion en una
solucion que contiene sal, tal como 5X de SSC (o 5X de SSPE), Tween 20 al 0,1 % (o SDS al 0,1 %), y tampon de
BSA al 0,1 %. La mezcla se puede calentar a 65 °C durante al menos 5 minutos y enfriar lentamente a temperatura
ambiente, para permitir la hibridacion del cebador/molde. Algunos cebadores residuales se pueden eliminar con
medios apropiados que incluyen, por ejemplo, un tamiz molecular.

Algunos cebadores, que incluyen los cebadores tanto de unién terminal como de secuenciacion, se pueden disefiar
con medios apropiados, que incluyen inspeccion visual de la secuencia o disefio de cebador asistido por ordenador.
Numerosos paquetes de software estan disponibles para ayudar en el disefio del cebador, que incluyen DNAStar™
(DNAStar, Inc., Madison, WI), OLIGO 4.0 (National Biosciences, Inc.), Vector NTI® (Invitrogen), Primer Premier 5
(Premierbiosoft), y Primer3 (Whitehead Institute for Biomedical Research, Cambridge, MA). Los cebadores se
pueden disefiar teniendo en cuenta, por ejemplo, la molécula a secuenciar, especificidad, longitud, temperatura de
fusion deseada, estructura secundaria, dimeros de cebador, contenido de GC, pH y fuerza iénica de la solucion
tampon, y la enzima usada (es decir, polimerasa o ligasa). Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press; 32 edicion (2001), de Joseph Sambrook y David Russell.

3.1.1.3 Uniodn a la superficie de la matriz

Después de hibridar el cebador de secuenciacion y el acido nucleico a secuenciar, incluyendo uno o mas cebadores
de union terminal, este complejo se puede preparar en un tampon adecuado, aplicado a la superficie de una matriz
de direccion, y se puede permitir que sea una. En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico (acido
nucleico a detectar y uno o mas cebadores de union terminal) se pueden fijar a sitios conectores y se pueden aplicar
posteriormente cebadores de secuenciacion o deteccion. En otras realizaciones, el complejo se puede hibridar antes
de su aplicacion a un dispositivo. Los sitios conectores en los que solamente se une una muestra de acido nucleico
se conocen como direcciones eficaces. En ciertas realizaciones, el complejo se puede aplicar al sistema de
deteccion y los acidos nucleicos de muestra se pueden fijar a sitios conectores aleatorios en la matriz de direccion.
En otras realizaciones, los acidos nucleicos de muestra se pueden aplicar a sitios conectores determinados
previamente en la matriz de direccion con medios apropiados, que incluyen, por ejemplo, sistemas de robética o de
manipulacién de liquidos.

En la técnica se conocen bien algunos medios apropiados para fijar acidos nucleicos a un soporte soélido. En algunas
realizaciones, la muestra de acido nucleico se puede fijar directamente a un sitio conector mediante unién covalente,
por ejemplo, uniones disulfuro, tioéster, amida, fosfodiéster, o éster; o mediante unién no covalente, por ejemplo,
union de anticuerpo/antigeno o biotina/avidina. En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico se puede fijar
a un sitio conector con una molécula de intervencion. En algunas realizaciones, la molécula de intervencion puede
ser una polimerasa, por ejemplo, una ADN polimerasa.
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Como un ejemplo ilustrativo de unidn covalente, directa de un acido nucleico, Adeesi et al. (Nucleic Acid Research,
28: 87 (2000)) modificaron el extremo en la posicion 5' de un cebador para que incluyera un grupo funcional SH. De
acuerdo con el método de Adeesi et al., un acido nucleico se puede preparar en solucion salina taponada con fosfato
50 uM ("PBS") (NaPi: NaH2PO4 0,1 M a pH 6,5, NaCl 0,1 M). A continuacién, aproximadamente 1 - 5 pl de solucion
de cebador se pueden aplicar a una superficie de porta objetos de vidrio silanizado y se puede incubar en una caja
de control de humedad a temperatura ambiente durante aproximadamente 5 horas para unir el cebador a la
superficie del chip. Después de completar la reaccién de unién, la soluciéon de PBS se lava con vibracion dos veces a
temperatura ambiente durante 5 minutos cada lavado para retirar el ADN no unido. Después de limpias, se afiade (3-
mercaptoetanol 10 mM a una solucion de PBS y se usa para aclarar la superficie de la matriz de direccion a
temperatura ambiente, para desactivar el grupo tiol del ADN no unido. A continuacion, la superficie de la matriz se
lava, por ejemplo, una vez con 5X de Tween al 0,1 % de SSC y una vez con 5X de solucién tampén de SSC. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, el método usado por Adeesi et al. se puede usar en los métodos
proporcionados por la invencion para fijar el complejo de muestra de acido nucleico a un sitio conector, por ejemplo,
a través del extremo en la posicién 5' de un cebador de secuenciacion o la muestra de acido nucleico.

En una realizaciéon alternativa, la muestra de acido nucleico puede comprender, por ejemplo, un nucleétido
biotinilado, y se une a avidina en la superficie del sitio conector. En ofra realizacién, la muestra de acido nucleico
puede comprender un resto antigénico, por ejemplo, BrdU o digoxigenina, que se une con un anticuerpo (o
fragmento del mismo) en el sitio conector. Por "anticuerpo” se debe entender que este término incluye fragmentos de
moléculas de inmunoglobina, que incluyen, por ejemplo, uno o mas dominios de CDR; o fragmentos pesados
variables o variables ligeros. Los anticuerpos pueden ser de origen natural, recombinante o sintético. Los
anticuerpos también pueden incluir, por ejemplo, variantes policlonales y monoclonales. En al%unas realizaciones,
los anticuerpos se pueden unir a sus antigeno(s) con constantes de asociacion de al menos 10°, 107, 108, 10° M, o
superiores. La estructura, funcion y produccion de anticuerpos se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo,
Making and Using Antibodies: A Practical Handbook CRC Press; 12 edicion (2006), de Gary Howard y Matthew
Kasser.

En ofra realizacion mas, la muestra de acido nucleico se puede fijar al sitio conector mediante una polimerasa, por
ejemplo, ADN polimerasa. El experto en la materia observara que, para retener la funcion enzimatica, se deberia
tener en cuenta la informacion disponible, tal como las estructuras primaria, secundaria y terciaria de la enzima. Por
ejemplo, las estructuras de las Taq y Phi29 polimerasas se conocen en la técnica, véase: Kim et al., Nature, 376:
612-616 (1995) y Kamtekar et al., Mot. Cell, 16: 609-618 (2004), respectivamente. En la técnica se conocen algunos
medios para fijar una polimerasa a una superficie, a la vez que mantiene la actividad y se describen, por ejemplo, en
la Publicacion de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2008/0199932, publicada el 21 de agosto de 2008 y en
Korlach et al., PNAS 105: 1176-1181 (2008).

En algunas realizaciones, una superficie de un sitio conector modificada con aldehido se trata con reactivo de silano
que contiene aldehido. Los aldehidos reaccionan rapidamente con aminas primarias en las proteinas para formar
una unién de base de Schiff. Dado que muchas proteinas presentan lisinas en sus superficies ademas de la a-amina
generalmente mas reactiva en el extremo NH,-terminal, estas se pueden unir a la lamina en una diversidad de
orientaciones, que permiten que diferentes lados de la proteina interactien con otras proteinas o moléculas
pequenias en solucién. En otra realizacion, un fotoNHS (una molécula de N-hidroxi succimido carboxilato unida a una
molécula de azidonitrobenceno con un conector de cadena del carbono) se puede unir a una superficie modificada
con amina en el dispositivo mediante fotoactivaciéon de UV. En estas realizaciones, la luz UV excita el resto de
azidonitrobenceno para producir nitreno altamente reactivo, por eliminacion de nitrogeno. El nitreno reacciona
rapidamente con NH; en la superficie del dispositivo y forma un enlace de hidrazina. El otro extremo del conector es
carboxilato de NHS, que reacciona con lisinas en la superficie de la polimerasa para producir un enlace covalente de
amida. En otra realizacién, se puede hacer reaccionar un resto de carboxilato de NHS con amina primaria en la
superficie del dispositivo en condiciones de tamponamiento. La luz UV se puede usar para activar un resto de
azidonitrobenceno y para formar un nitreno altamente reactivo como un grupo deficiente en electrones y que
reacciona facilmente con la amina primaria de restos de lisina en la polimerasa.

3.1.2 Modalidades de secuenciacion

Los aparatos de deteccion proporcionados por la presente invencion se pueden usar para detectar y secuenciar
acidos nucleicos con medios conocidos en la técnica, tal como se revisa, por ejemplo, en el documento de Patente
de Estados Unidos N° 6.946.249 y en Shendure et al., Nat. Rev. Genet. 5: 335-44 (2004). Las modalidades de
secuencia se pueden elegir entre métodos de secuenciacion de moléculas individuales conocidos en la técnica. En
algunas realizaciones, los métodos de secuenciacion pueden depender de la especificidad ya sea de una ADN
polimerasa o de una ADN ligasa y pueden incluir, por ejemplo, secuenciacion de extension de bases (extensiones
por etapas de bases individuales), secuenciacion de multiples bases mediante sintesis (incluyendo, por ejemplo,
secuenciacion con nucledtidos etiquetados de forma terminal), y secuenciacion oscilante, que se basa en la ligacion.
Los métodos por lo general implican proporcionar una muestra de acido nucleico, que puede incluir al menos un
cebador de unién terminal. El acido nucleico se puede fijar a un sustrato (ya sea directa o indirectamente), por
ejemplo, en un sitio conector. El acido nucleico se puede proporcionar en una forma monocatenaria o se puede
convertir en monocatenario, por ejemplo, mediante desnaturalizaciéon quimica o térmica. A continuacion, la
secuenciacion puede comenzar en un cebador de secuenciacion (la secuenciacion basada en ligasa normalmente
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se refiere a cebadores de ancla, que sirven para la finalidad analoga para cebadores de secuenciacion).

Para modalidades de secuenciacion de una sola molécula, la presente invenciéon puede ofrecer la ventaja de ser
capaz de volver a secuenciar moléculas individuales. Por ejemplo, después de la finalizacién de una lectura de la
secuenciacion, el cebador de secuenciacion y los nucleétidos extendidos se pueden separar de la muestra de acido
nucleico, el dispositivo se lava, y la secuenciacion se repite. En diversas realizaciones, la resecuenciacion se puede
realizar con el mismo método o con métodos diferentes. Al volver a secuenciar la misma molécula, se espera que
algunos errores de secuenciacion disminuyan como la potencia del niumero de lecturas de secuenciacion. Por
ejemplo, si las tasas de error por base para una sola lectura son 103, entonces después de dos lecturas, esto
disminuye a (10®)%, es decir, 10°. Esto es particularmente ventajoso para secuenciacién de moléculas individuales
ya que los nucleétidos modificados usados para la secuenciacion pueden perder sus etiquetas o grupos de bloqueo
dando como resultado, por ejemplo, supresiones falsas.

En general, en la secuenciacion de moléculas individuales, al menos una molécula de acido nucleico a secuenciar se
fija a un sustrato y se pone en contacto con un cebador. El cebador se modifica, por ejemplo, realizando al menos
una reaccioén de polimerizacién o ligacion catalizada con enzimas. La al menos una reacciéon conduce a la emision
de luz correlacionada con la identidad de al menos una base comprendida por el acido. Se entiende que "que
conduce a" emision de luz hace referencia a que la al menos una reaccién provoca al menos una condicién en la
que se produce la emision de luz correlacionada con la identidad de al menos una base comprendida por el acido
nucleico; esta aparicion se puede realizar a través de interaccion con luz excitatoria, un sistema quimio- o
bioluminiscente, etc. La al menos una condicidon puede ser, por ejemplo, incorporacion de un fluoréforo en el
producto de la al menos una reaccion, o la liberacién de pirofosfato. Por lo tanto, se puede generar luz con o sin
excitacion externa. Por ejemplo, la secuenciacion de una sola molécula se puede realizar con analogos de base
terminadora reversibles que comprenden una etiqueta detectable unidad de forma covalente, por ejemplo, una
etiqueta fluorescente, y un grupo de bloqueo para evitar cualquier extension secundaria, en la que el analogo se
excita y se detecta después de que se haya afiadido al cebador, y la etiqueta y el grupo de bloqueo se retiran
después de la adicion para permitir otra ronda de extension. Como alternativa, un producto de una etapa de
extension, tal como un pirofosfato, se puede detectar sin excitacion externa proporcionando un sistema de deteccién
quimio- o bioluminiscente que emite luz de una manera dependiente del pirofosfato. Esta y otras modalidades se
analizan con mas detalle a continuacion.

La luz emitida se correlaciona con la identidad de al menos una base comprendida por el acido nucleico. En algunas
realizaciones, la correlacion puede ser temporal; por ejemplo, el tiempo de emision de la luz indica la identidad de la
al menos una base, tal como es el caso cuando se proporcionan analogos de bases diferentes para uso en una
reaccion de polimerizacion en diferentes tiempos. En algunas realizaciones, la correlacion puede ser espectral; por
ejemplo, el espectro de la luz emitida indica la identidad de la al menos una base, tal como es el caso cuando se
proporcionan analogos de bases diferentes que comprenden diferentes fluoréforos para uso en una reaccion de
polimerizacion.

En algunas realizaciones, la secuenciacion de moléculas de acido nucleico individuales comprende muiltiples ciclos
de secuenciacion. Se entiende que un ciclo de secuenciacion hace referencia a los sucesos que conducen a una
emision de luz correlacionados con la identidad de al menos una base que se repetiria con el fin de identificar al
menos una segunda base comprendida por el acido nucleico después de haber identificado una primera base. Por lo
tanto, en los métodos de acuerdo con la invencidon que comprenden secuenciacidon de moléculas de acido nucleico
individuales, la secuencia de la molécula de acido nucleico individual puede comprender al menos un nimero dado
titulos de secuenciacion que conducen al menos el nimero dado de emisiones de luz correlacionadas de forma
colectiva con respecto a la identidad de al menos el nimero dado de bases comprendidas por el acido nucleico, y el
método comprende la identificacién de al menos el nimero dado de bases comprendidas por el acido nucleico. En
algunas realizaciones, el niumero dado puede ser, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 50, 100, 200, o 500.

Los métodos de secuenciacién pueden comprender la determinacion de la identidad de una o mas bases
comprendidas por un acido nucleico. En algunas realizaciones de los métodos de acuerdo con la invencion, en los
que la realizaciéon de secuenciacion de una sola molécula de acido nucleico conduce a la emisién de luz que se
detecta con al menos un detector de luz que comprende al menos un primer sensor 6ptico y un segundo sensor
optico, y se procesa la sefial de salida de los al menos dos sensores 6pticos, la identidad de al menos una base
comprendida por un acido nucleico se puede determinar por comparacion de al menos un resultado del
procesamiento con al menos un resultado conocido que corresponde al menos un tipo conocido.

Por ejemplo, un resultado del procesamiento por indicar un tiempo en el que se produjo la reaccion; cuando la luz
emitida se correlaciona temporalmente con la identidad de al menos una base comprendida por el acido nucleico,
dicho tiempo se puede usar para identificar al menos una base comprendida por el acido nucleico.

En otro ejemplo, un resultado del procesamiento puede ser una determinacion del fluoréforo que se incorporé en el
producto de una reaccion; cuando la luz emitida se correlaciona espectral mente con la identidad de al menos una
base comprendida por el acido nucleico, dicha determinacién se puede usar para identificar al menos una base
comprendida por el acido nucleico.
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3.1.2.1 Secuenciacion de extension de bases: extension en etapas

En algunas realizaciones, un aparato de deteccion proporcionado por la invencion se puede usar para detectar luz
generada durante la secuenciacion de extension de bases. En algunas realizaciones, la secuenciacion de extension
de bases comienza uniendo una muestra de acido nucleico duplex parcial que comprende un acido nucleico
monocatenario a secuenciar, un cebador de unién terminal asociado con el extremo en la posicién 3' del acido
nucleico a secuenciar, y un cebador de secuenciacion hibridado al mismo, a un sitio conector. En algunas
realizaciones, se pueden aplicar polimerasa y nucleétidos modificados a continuacion al aparato de deteccion de luz
en un tampon adecuado. En algunas realizaciones, el complejo de muestra de acido nucleico se puede fijar al sitio
conector mediante una polimerasa en un sitio conector. En algunas realizaciones, los nucleétidos pueden incluir una
etiqueta detectable unida de forma covalente, por ejemplo, una etiqueta fluorescente, y un grupo de bloqueo para
prevenir cualquier extension secundaria. Por consiguiente, la secuenciacion se detiene después de la adicion de un
solo nucleétido al extremo en la posicién 3' del cebador de secuenciacion.

En una primera etapa de una realizacién de una reaccion de secuenciacién de extension de bases, se puede afadir
un nucledtido con un grupo de bloqueo fluorescente mediante una ADN polimerasa al extremo en la posicién 3' del
cebador de secuenciacion. En algunas realizaciones, la etiqueta fluorescente puede actuar como el grupo de
blogueo. En otras realizaciones, pueden ser restos separados. Un solo nucleétido se puede incorporar en el extremo
en la posicién 3' del cebador de secuenciacion y se identifica por su etiqueta con el detector de luz correspondiente.
La etiqueta fluorescente y el grupo de bloqueo se retiran a continuacion, por ejemplo, mediante lisis quimica o
enzimatica, para permitir ciclos adicionales de extension de bases. En ciertas realizaciones, los grupos de etiqueta y
de blogueo se pueden eliminar de forma simultanea o de forma secuencial y en cualquier orden. Al recopilar el orden
de las bases afadidas, la secuencia de la muestra de acido nucleico se puede deducir en la direccién en la posicion
3'a 5, de una base a una base.

Generalmente, existen dos maneras para reconocer el nucleétido afiadido durante la extension en etapas. En el
primer caso, los cuatro nucleétidos pueden tener la misma etiqueta detectable, pero se afiaden de uno en uno, en un
orden determinado previamente. La identidad del nucleétido extendido se puede determinar mediante el orden en el
que se afiade el nucledtido en la reaccion de extension. El segundo modo para reconocer la base integrada durante
la extensién, se pueden afiadir cuatro nucleétidos diferentes al mismo tiempo y cada uno se acopla con una etiqueta
distinta. En diferentes realizaciones, los espectros y/o la intensidad de excitacion o de emision puede diferir. La
identidad del nucledtido afiadido en la extension se puede determinar mediante la intensidad y/o longitud de onda
(es decir, espectros de excitacion o emision) de la etiqueta detectada.

3.1.2.2 lay la secuenciacion mediante sintesis: extension en multiples etapas

En algunas realizaciones, la secuenciacion mediante sintesis puede evolucionar con multiples extensiones sin
interrumpir, por ejemplo, sin el uso de grupos de bloqueo. En esta realizacion es, la reaccion de polimerizacion se
puede controlar detectando la liberacién del pirofosfato después de la hidrélisis de nucledsido trifosfato, es decir, la
liberacion del complejo de fosfato B y y. Este complejo se puede detectar directamente, por ejemplo, con un resto
fluorescente en el complejo, o indirectamente, por ejemplo, por acoplamiento del pirofosfato a un sistema de
deteccién quimio- o bioluminiscente, como se ha analizado anteriormente.

En algunas realizaciones, la muestra de acido nucleico se puede secuenciar basicamente de forma continua
mediante el uso de nucledtidos etiquetados con fosfato terminal. Algunas realizaciones a modo de ejemplo de
nucledtidos etiquetados con fosfato terminal y métodos de su uso se describen, por ejemplo, en el documento de
Patente de Estados Unidos N° 7.361.466 y en la Publicacién de Patente de Estados Unidos N° 2007/0141598,
publicada el 21 de junio de 2007. En resumen, los nucleétidos se pueden aplicar al sistema proporcionado por la
invencion y, cuando se hidroliza durante la polimerizacion, el pirofosfato etiquetado se puede detectar mediante un
detector de luz correspondiente. En algunas realizaciones, los cuatro nucleétidos pueden comprender distintas
etiquetas y se pueden anadir de forma simultanea. En algunas realizaciones, los nucleétidos pueden comprender
etiqgueta que no se pueden distinguir, por ejemplo, idénticas, y se pueden afiadir secuencialmente en un orden
determinado previamente. La adicién ciclica, secuencia de nucleétidos con etiquetas que no se pueden distinguir
todavia permite multiples etapas de polimerizacion sin interrumpir, por ejemplo, en secuencias de homopolimeros.

3.1.2.3 Secuenciacion basada en ligasa

En otras realizaciones, una muestra de acido nucleico se puede secuenciar en el aparato proporcionado por la
invencion mediante secuenciacion con ligasa. Algunos métodos de secuenciacion basada en ligasa se desvelan, por
ejemplo, en el documento de Patente de Estados Unidos N° 5.750.341, la publicacion de PCT WO 06/073504, y
Shendure et al., Science, 309: 1728-1732 (2005). En el método de Shendure et al., por ejemplo, una muestra de
ADN monocatenario desconocido se puede flanquear con dos cebadores de union terminal y se puede inmovilizar en
un soporte solido. Una posicion en particular en la secuencia desconocida (por ejemplo, la n®*™ base proximal a un
cebador de unién terminal en particular) se puede interrogar mediante hibridacion de un cebador de ancla
denominado de este modo (que es analogo al un cebador de secuenciacidon) a uno de los cebadores de unién
terminal y a continuacion se puede aplicar una combinacion de 4 nonameros degenerados a la mezcla. Los cuatro
nonameros tienen distintas etiquetas fluorescentes y estan degenerados en todas las posiciones excepto en la
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posicion de busqueda, en la que cada nonamero interroga con una base distinta - A, C, G, o T. La muestra se lava,
se escanea con fluorescencia, y se identifica la base de busqueda. A continuacién, el cebador de ancla y el
nonamero ligado se separan de la muestra de acido nucleico, el dispositivo se lava, y el proceso se repite, buscando
una posicion diferente. De forma ventajosa, este método no es progresivo, es decir, no es necesario la busqueda de
las bases en orden. Por lo tanto, los errores no son acumulativos. Ademas, este método puede buscar nucleétidos
de cualquier direccién en la posiciéon 5' o en la posicién 3', es decir, no necesita sintesis candnica de ADN en la
posicion 5' — 3'. Por lo general con este método se puede secuenciar un total de aproximadamente 13 bases de una
muestra de acido nucleico.

3.1.2.4 Secuenciacion de tercera generacion

En algunas realizaciones, una muestra de acido nucleico se puede secuenciar en el aparato proporcionado por la
invencion usando secuenciacion de tercera generacion. En la secuenciacion de tercera generacion, un portaobjetos
con un revestimiento de aluminio con muchos agujeros pequefios (~50 nm) se usa como una via de onda en modo
cero (véase, por ejemplo, Levene et al., Science 299, 682-686 (2003)). La superficie de aluminio se protege de la
union de la ADN polimerasa mediante quimica de polifosfonato, por ejemplo, quimica de polivinilfosfonato (véase,
por ejemplo, Korlach et al., Proc Natl Acad Sci USA 105, 1176-1181 (2008)). Esto da como resultado una unién
preferente de las moléculas de ADN polimerasa a la silice expuesta en los agujeros del revestimiento de aluminio.
Esta organizacion permite que se usen fendmenos de ondas evanescentes para reducir el fondo de fluorescencia, lo
que permite el uso de concentraciones mas elevadas de dNTP etiquetados con fluorescencia. El fluoréforo se une al
fosfato terminal de los dNTP, de modo que la fluorescencia se libera después de la incorporacion del dNTP, pero el
fluoréforo no permanece unido al nucledtido recién incorporado, lo que significa que el complejo esta listo
inmediatamente para otra ronda de incorporacién. Con este método, se puede detectar la incorporacion de los dNTP
en complejos individuales de cebador-molde presentes en los agujeros del revestimiento de aluminio. Véase, por
efemplo, Eid et al., Science 323, 133-138 (2009). El uso del sistema de deteccion de acuerdo con la presente
invencion puede proporcionar una sensibilidad elevada, lo que permite una deteccién mas eficaz de los dNTP
incorporados, dando como resultado tasas de error relativamente bajo y/o lecturas mas largas de los datos de las
secuencias que se pueden interpretar.

3.1.3 Aplicaciones adicionales

Un sistema de deteccion de acuerdo con la presente invencién puede detectar de forma simultanea millones de
segmentos de acidos nucleicos. Si cada segmento tiene una longitud de, por ejemplo, 1000 bases, se podria obtener
un solo dispositivo cadena arriba de billones de secuencias de bases de una vez. A continuaciéon se analizan
algunas aplicaciones adicionales de los aparatos y métodos que se proporcionan en el presente documento.

3.1.3.1 Secuenciacion de todo el genoma

Un sistema de deteccién de acuerdo con la presente invencion se puede usar para realizar secuenciacion total o
parcial del genoma de, por ejemplo, un virus, bacterias, hongos, eucariotas, o vertebrado, por ejemplo, un mamifero,
por ejemplo, un ser humano.

El ADN gendmico se puede cortar en fragmentos de al menos 20, 50, 100, 200, 300, 500, 800, 1200, 1500
nucledétidos, o mas largos, para secuenciacion. En algunas realizaciones, el ADN gendmico cortado puede tener una
longitud de 20 a 50, de 20 a 100, de 20 a 500, de 20 a 1000, de 500 a 1200, o de 500 a 1500 nucledtidos. En
algunas realizaciones, se puede hacer que los acidos nucleicos a secuenciar, junto con cebadores de unién terminal
asociados, se han monocatenarios, se pueden hibridar a un cebador de secuenciacion, y se pueden aplicar a un
sistema proporcionado por la invencion para secuenciacion tal como se ha descrito anteriormente.

3.1.3.2 Formacion de perfiles de expresion genética

En otras realizaciones, un sistema de deteccién de acuerdo con la presente invencion se puede usar para
secuenciar ADNc para formacién de perfiles de expresion genética. Por ejemplo, los niveles de ARNm se pueden
cuantificar midiendo la frecuencia relativa a la que se detecta una secuencia en particular en un dispositivo. Se
pueden secuenciar varios millones de moléculas de ADNc en paralelo en un dispositivo proporcionado por la
invencion. Si una célula contiene, como promedio, 350.000 moléculas de ARNm, se espera que un transcrito
presente en incluso una copia por célula se pueda secuenciar aproximadamente tres veces en un millon de
reacciones de secuenciacion. Por consiguiente, los dispositivos proporcionados por la invencion son adecuados para
secuenciacion de una sola molécula con sensibilidad del nimero de copias individuales.

La sintesis del ADNc se conoce bien en la técnica y por lo general incluye extraccion de ARN total con
enriquecimiento opcional de ARNm. El ADNc se produce a partir de ARNm mediante etapas que incluyen, por
ejemplo: transcripcion inversa, para sintesis de la primera hebra; tratamiento de RNAsa, para retirar el ARN residual;
cebado aleatorio de hexamero de la primera hebra, y sintesis de la segunda hebra con ADN polimerasa. El ADNc
resultante es adecuado para secuenciacion en los dispositivos proporcionados por la invencion. Algunos métodos
para aislar y preparar tanto ADN como ARN se conocen bien en la técnica. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press; 3?2 edicion (2001), de Joseph Sambrook y David Russell.
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En algunas realizaciones, el ADNc se puede ligar con acidos poli nucleicos adaptadores, los adaptadores se pueden
procesar con enzimas de restriccion especializadas, y por Ultimo, los acidos nucleicos procesados se unen a
oligonucledtidos complementarios fijados en sitios conectores de un aparato proporcionado por la invencion. En
realizaciones en particular, las moléculas adaptadoras pueden ser cebadores de unién terminal.

En algunas realizaciones de acuerdo con la presente invencion, la cola de poli-A de un ARNm puede servir como un
cebador de unién terminal adecuado, que es complementario a un cebador de secuenciacion de poli T.

3.1.3.3 Deteccion y/o medida de interacciones de unién

En otras realizaciones, un aparato de deteccién se puede usar para detectar diversas interacciones de unién que
incluyen, por ejemplo, emparejamientos de bases de ADN/ADN, ARN/ARN, o ADN/ARN, interacciones de acido
nucleico/proteina, antigeno/anticuerpo, unidon de receptor/ligando, y unién de enzima/sustrato. En general, una
molécula de muestra se puede fijar a una molécula de unién que comprende una etiqueta de acido nucleico de
identificacion (ID). En algunas realizaciones, la molécula de unién puede comprender adicionalmente una molécula
de captura que se une a la molécula de muestra. La molécula de unién también debe comprender un medio para
unirse a un sitio conector; por ejemplo, un resto para facilitar la unién quimica covalente, tal como uniones de
disulfuro, tioéster, amida, fosfodiéster, o éster; o mediante unién no covalente, por ejemplo, uniéon de
anticuerpo/antigeno o de biotina/avidina. En algunas realizaciones, una molécula de union se puede fijar a la matriz
mediante la etiqueta de ID.

Una molécula de muestra se puede aplicar a un sistema de acuerdo con la presente invencion y se puede fijar a un
sitio conector aleatorio mediante su molécula conectora, por ejemplo, mediante la unién de una molécula de captura
localizada en la molécula de unién. En algunas realizaciones, la molécula de muestra de las moléculas conectoras
se pueden mezclar, se puede permitir que se unan, y a continuacién aplicar a un dispositivo proporcionado por la
invencion. En algunas realizaciones, la molécula conectora se puede aplicar primero al dispositivo, permitir que se
fije a un sitio conector, y a continuacion se puede aplicar la molécula de muestra. A continuacion, la ID se puede
detectar (por ejemplo, mediante hibridacién o secuenciacion) con los métodos de acuerdo con la invencion para
identificar la molécula de muestra asociada. Una pluralidad de especies de moléculas de muestra se pueden fijar a la
misma matriz y se pueden distinguir por su etiqueta aunque sus interacciones de union se pueden caracterizar
usando las ID Unicas de la molécula de captura a la que se une. Por lo tanto, en algunas realizaciones, un método
para detectar una molécula de muestra etiquetada puede comprender las etapas de uniéon de una molécula de
muestra a un sitio con lector de un sistema de acuerdo con la presente invenciéon con una molécula conectora que
comprende una etiqueta de acido nucleico (ID), realizacion de secuenciacion de acidos nucleicos de la ID, y
deteccion de la molécula de muestra etiquetada. En realizaciones en particular, la secuenciacién de acidos nucleicos
puede ser secuenciacion de extension de bases. En algunas realizaciones, la secuenciacion de los acidos nucleicos
se puede elegir entre secuenciacion basada en ligasa, o secuenciacion de nucleétidos etiquetados con fosfato
terminal.

Con el uso de "bits" de nucledtidos, se pueden fijar hasta 4" moléculas de captura distintas y se pueden fijar en un
sistema de deteccion de acuerdo con la presente invencién, en las que n es un nimero natural que representa la
longitud de la ID secuenciada. Por ejemplo, 5 nucleétidos podrian proporcionar aproximadamente mil ID Unicas,
mientras que 12 nucledtidos proporcionan aproximadamente 16 millones de combinaciones. Por ejemplo, algunas
moléculas conectoras se pueden fijar a un sistema de acuerdo con la presente invencion y sus ubicaciones se
pueden determinar detectando su etiqueta de ID correspondiente. A continuacién, las moléculas conectoras pueden
servir como sondas para, por ejemplo, investigar interacciones de unién con una o mas moléculas de muestra
etiqguetadas. Es decir, un sistema con uno o mas moléculas conectoras fijadas al mismo puede servir como una
matriz de ensayo.

En ciertas realizaciones, las moléculas de muestra etiquetadas se pueden etiquetar con fluorescencia. Cuando se
unen a la molécula de captura de una molécula conectora, una molécula de muestra etiquetada se puede detectar
con el detector de luz que corresponde al sitio conector en el que se fija la molécula conectora. Por consiguiente, la
presente divulgacion puede comprender adicionalmente las etapas de aplicacion de una molécula de muestra
etiqguetada ha un sistema de acuerdo con la presente invencién y deteccion de la molécula de muestra etiquetada.
En realizaciones en particular, el sistema puede tener moléculas conectoras que comprenden una etiqueta de acido
nucleico (ID) fijada a sus sitios conectores. Multiples moléculas de muestra etiquetadas se pueden aplicar a una
matriz de sonda de forma simultanea y se pueden diferencial por sus etiquetas, por ejemplo, por la intensidad y/o
longitud de onda de sus etiquetas fluorescentes. Las constantes de disociacion para interacciones de unién entre
moléculas de muestra y moléculas de busqueda etiquetadas se pueden deducir basandose tanto en la cinética (por
ejemplo, tasas de replicacién/no replicacion) como en la estadistica (por ejemplo, las porciones de moléculas de
muestra en el estado unido o no unido en un tiempo dado) a una concentraciéon dada de una molécula de busqueda
etiquetada.

En algunas realizaciones, la ID de una molécula de unién puede tener una longitud de al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 75, 90, 100, 150, 200, o mas o mas nucledtidos. En algunas realizaciones, la ID puede tener una longitud de
5 a 10, 20, 40, 80, o 160; o de 10 a 20 o 50; o de 20 a 35 nucledtidos. La ID contiene una secuencia de acidos
nucleicos Unica, es decir, un acido nucleico a detectar. En realizaciones en particular, la secuencia de acidos
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nucleicos unica puede tener una longitud de al menos 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 20, 24, 30, o mas nucledtidos. En
algunas realizaciones, la secuencia de acidos nucleicos Unica puede tener una longitud de 4 a 10, 12, 15, 0 20; o de
10 a 20 nucledtidos. La ID puede comprender al menos un cebador de unién terminal, es decir, la ID puede contener
una secuencia complementaria con un cebador de secuenciacion, que, en algunas realizaciones, se puede modificar
para que se una a un sitio conector, por ejemplo, conteniendo un nucleétido biotinilado. En algunas realizaciones, la
porcion de cebador de unién terminal de la ID puede estar en la posicidén 3' con respecto a la secuencia de acidos
nucleicos Unica. En algunas realizaciones, puede estar en la posicién 5' con respecto a la secuencia de acidos
nucleicos Unica. En otras realizaciones mas, los cebadores de unién terminal pueden estar presentes en los
extremos tanto en la posiciéon 3' como la posicién 5' de la secuencia de acidos nucleicos Unica.

En ciertas realizaciones, las moléculas de muestra y las moléculas de captura pueden comprender restos elegidos
entre un carbohidrato, lipido, proteina, péptido, antigeno, acido nucleico, hormona, molécula organica pequefa (por
ejemplo, un agente farmacéutico), o resto de vitamina; o una combinacién de los mismos. Estos restos pueden ser
de origen natural (por ejemplo, purificados de forma bioquimica) o sintéticos (por ejemplo, sintetizados de forma
quimica o producidos de forma recombinante). Ademas, estos sustratos pueden contener ningiin componente, algan
componente, o todos los componentes no nativos (por ejemplo, aminoacidos no naturales, grupos de bloqueo o
protectores, etc.). En realizaciones en particular, una molécula de muestra o moléculas de captura pueden ser
proteinas, por ejemplo, un factor de crecimiento, antigeno peptidico, anticuerpo, o receptor.

En la técnica se conocen diversos medios para la conjugacion de acidos nucleicos con moléculas conectoras o sitios
conectores, tal como se revisa, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 2004/0038331. La
publicacion '331 desvela métodos para formar conjugados de proteina y oligonucleétido en un soporte en fase
soélida. El documento de Patente de Estados Unidos N° 4.748.111 proporciona un ejemplo de conjugacion de una
proteina con el extremo en la posicion 3' de un acido nucleico. En ese punto, en primer lugar se usa transferasa
terminal para anadir un resto de ribosa a la porcién de la molécula en el extremo 3'. A continuacién, una reaccion de
oxidacion con peryodato genera un grupo aldehido en la posicién 3' en el acido nucleico, que a continuacién forma
un enlace covalente con un grupo amida de una proteina. Cuando una proteina se conjuga con el extremo en la
posicion 3' de la ID, la unién a un sitio conector se realiza a través del extremo en la posicién 5' de la ID.

En algunas realizaciones, una molécula de captura, por ejemplo, una proteina, se puede unir al extremo en la
posicién 5' de una ID. En estas realizaciones, el extremo en la posicion 3' de la ID o el extremo en la posiciéon 5' de
un cebador de secuenciacion se puede usar para fijar moléculas de captura a un sitio conector. El documento de
Patente de Estados Unidos N° 6.013.434, por ejemplo, desvela conjugados de oligonucleétido-poliamida, en los que
en la conexion se realiza a través del extremo en la posicion 5' del oligonucleétido. EI documento de Patente de
Estados Unidos N° 6.197.513 desvela conjugados tanto de PNA como de ADN a moléculas con restos de acido
carboxilico, por ejemplo, proteinas, a través del extremo en la posicion 5' del acido nucleico. Las moléculas de PNA
y ADN contienen restos de arilamina o aminooxiacetilo. El documento de Patente de Estados Unidos N° 6.153.737
desvela oligonucledtidos que contienen al menos un nucledsido funcionalizado en la posiciéon 2', adecuado para
conjugacion al mismo de una variedad de moléculas.

3.1.3.4 Métodos de deteccion adicionales
(a) FRET

En algunas realizaciones, una molécula se puede detectar en un aparato de deteccion proporcionado por la
invencion mediante transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET), en ocasiones conocida como
transferencia de energia de resonancia de fluorescencia. Como se conoce en la técnica, la FRET se produce cuando
una molécula dadora excitada transfiere energia de forma no radiativa a una molécula receptora, que emite la
energia, por lo general en forma de luz. La FRET puede ayudar a reducir la luz de fondo, por ejemplo,
proporcionando separacion espectral mayor entre longitudes de onda de excitaciéon y de emision eficaces para una
molécula que se esta detectando. A menudo, la FRET se usa para detectar interacciones moleculares cercanas ya
que su eficacia decae como la sexta potencia de la distancia entre moléculas dadoras y aceptoras. Por ejemplo,
Zhang et al. (Nature Materials 4: 826-31 (2005)) detectaron hibridacion de acidos nucleicos mediante FRET. Alli se
conjugd una diana de acido nucleico biotinilada con un dador de puntos cuanticos revestidos con avidina, que a
continuacién excité a una sonda de ADN conjugada con Cy5. En algunas realizaciones, una molécula de captura
etiguetada y una molécula de muestra etiquetada pueden formar un par de dador/aceptor (o viceversa) papara
deteccion mediante FRET.

En algunas realizaciones de secuenciacion de acidos nucleicos proporcionadas por la invencion, los nucleétidos
etiquetados de forma fluorescente pueden actuar como croméforos aceptores para un cromoforo dador unido a una
polimerasa o ligasa. Por consiguiente, en estas realizaciones, el cromdforo dador localizado en la polimerasa o
ligasa puede excitar a un croméforo aceptor en un nucleétido que se esta pulverizando sobre, o ligando a, la muestra
de acido nucleico. Los nucledtidos que no estan cerca de la polimerasa pueden no excitarse debido a la rapida
disminucion de la eficacia de FRET. En algunas realizaciones, la molécula dadora puede ser, por ejemplo, otro
fluoréforo, por ejemplo, un punto cuantico. En la técnica se conocen puntos cuanticos, por ejemplo, puntos cuanticos
semiconductores y se describen, por ejemplo, en la Publicacion Internacional N° WO 03/003015. En la técnica se
conocen algunos medios para acoplamiento de puntos cuanticos, por ejemplo, a biomoléculas, tal como se revisa,

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2559 004 T3

por ejemplo, en Mednitz et al., Nature Materials 4: 235-46 (2005) y en las Publicaciones de Patente de Estados
Unidos N°° 2006/0068506 y 2008/0087843, publicadas el 30 de marzo de 2006 y el 17 de abril de 2008,
respectivamente. En algunas realizaciones, los puntos cuanticos se pueden conjugar con una molécula de ADN
polimerasa. Como ya se ha analizado anteriormente para la conjugacion de enzimas a sitios conectores, el experto
en la materia observara indudablemente que cuando los fluoréforos se conjugan, por ejemplo, con una ADN
polimerasa o ligasa, se debe tener cuidado para retener la funcion enzimatica mediante el alivio de cualquier efecto
de conjugacion del fluoréforo en las estructuras primaria, secundaria y terciaria de la enzima.

(b) Excitacion de muiltiples fotones

En algunas realizaciones, un cromdéforo se puede excitar con dos o mas fotones. Por ejemplo, en algunas
realizaciones, la excitacion de ya sea un croméforo dador o aceptor en FRET se puede realizar mediante dos o mas
fotones. La excitacion de dos fotones y de muiltiples fotones se describe adicionalmente, por ejemplo, en los
documentos de Patente de Estados Unidos N°° 6.344.653 y 5.034.613.

(c) Deteccion en tiempo resuelto

En algunas realizaciones, la fuente de luz de excitacion y los detectores de luz de un aparato proporcionado por la
invencion se puede modular para que tenga un desplazamiento de fase caracteristico. Usando métodos conocidos
en la técnica, por ejemplo, como se desvela en la Publicacion de Patente de Estados Unidos N° 2008/0037008,
publicada el 14 de febrero de 2008, la luz emitida desde una molécula que se esta detectando en un aparato
proporcionado por la invencién se puede medir con un detector de luz correspondiente sin interferencia a partir de
una fuente de luz de excitacion.

(d) Citometria de flujo

En algunas realizaciones, la fuente de luz de excitacion y los detectores de luz de un aparato proporcionado por la
invencion se puede usar para adquirir datos de citometria de flujo. La citometria de flujo por lo general implica el
analisis 6ptico de una poblacién de objetos en una suspension liquida. Se puede que la suspension fluya pasado un
detector, permitiendo de este modo la deteccidn secuencial de la luz de muchos objetos en la poblacién. Los objetos
se pueden elegir entre, por ejemplo, cells, microperlas, u otras particulas de tamafios similares, tales como particulas
de un tamafo > 0,1 ym, 0,2 ypm, 0,5 ym, 1 pm, 2 ym, o 5 ym en al menos una dimensién (longitud, anchura, altura,
diametro, o similares, cuando sea apropiado para la forma de la particula), y/o menor que 5 mm, 2 mm, 1 mm, 500
pm, 200 um, 100 pm, 50 ym, 20 pm o 10 pm en al menos una dimensién o todas las dimensiones. Los objetos se
pueden hacer pasar en una sola fila entre una o mas fuentes de luz de excitacion y detectores, y se pueden adquirir
datos de fluorescencia y/o dispersion del. En algunas realizaciones, los objetos pueden comprender al menos una, al
menos dos, al menos tres, o al menos cuatro especies de fluoréforo. En algunas realizaciones, se detecta la luz
emitida por al menos una subpoblacion de los objetos.

El fluoréforo se puede elegir, por ejemplo, entre fluoréforos expresados de forma endégena por células, tales como
proteinas fluorescentes (GFP, BFP, CFP, YFP, RFP, etc.), ademas de los fluoréforos analizados anteriormente,
incluyendo fluoréforos con actividad de unién especifica para una clase de biomolécula o una estructura celular (por
ejemplo, DAPI, que es especifica para ADN, o Azul de Evans, que tifie membranas plasmaticas), fluoréforos
conjugados con analogos de nucleétido, por ejemplo, dUTP conjugado con colorante de cianina, y fluoréforos
sintéticos conjugados con un asociado de unién especifico, tal como un anticuerpo, avidina, o una sonda de acido
nucleico. La cantidad de fluoréforo presente en y/o unido a una particula, y por lo tanto la cantidad de de emisién que
el fluoréforo genera cuando se excita con luz de una longitud de onda apropiada, case pueden correlacionar con la
presencia y/o cantidad de una biomolécula, tal como ADN, membrana plasmatica, o un acido nucleico especifico,
proteina, otra biomolécula, o metabolito en o sobre la particula.

La citometria de flujo puede comprender el analisis de una poblacidn de particulas para producir una distribucion de
frecuencia de intensidades de fluorescencia tal como un histograma. Cuando se usa mas de un fluoréforo y/o
dispersion de luz, también se adquieren datos, o la adquisicién de los datos se realiza en tiempo resuelto, la
distribucion de la frecuencia puede ser multidimensional. El uso de una fuente de luz de excitacion y detectores de
luz de un aparato proporcionado por la invencion puede dar como resultado datos de alta calidad, por ejemplo,
permitiendo la adquisicion de datos con sensibilidad privada y/o una proporcion de sefial a ruido elevada.

En algunas realizaciones, la realizacion de citometria del flujo puede comprender adicionalmente clasificacion
activada con fluorescencia. En tales realizaciones, las particulas se analizan en tiempo real mediante citometria de
flujo y se clasifican de acuerdo con parametros definidos por el usuario. Por ejemplo, algunas particulas que
presentan fluorescencia detectable a partir de un fluoréforo dado, o que presentan tal florescencia dentro de un
intervalo dado, se pueden clasificar aparte de las particulas que no satisfacen el criterio. Estas particulas se pueden
recoger para analisis adicional. En algunas realizaciones, las particulas clasificadas de este modo son células vivas.
La sensibilidad de los aparatos de deteccién de acuerdo con la invencion puede permitir la clasificacién de células
con un nivel bajo de una actividad, tal como una actividad enzimatica o una actividad promotora, aparte de las
células en actividad indetectable y de células con actividad elevada. Por lo tanto, los métodos y aparatos de la
invencion pueden permitir el acceso a las poblaciones de células enriquecidas previamente inaccesibles con una
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actividad promotora o enzimatica baja dada.
(e) Otros aparatos y métodos de deteccion con fluorescencia

En algunas realizaciones, los métodos de la invencion se refieren a deteccion de luz emitida por al menos un objeto
que consiste en una célula biolégica, que puede ser una célula viva o fijada. En algunas realizaciones, el al menos
un objeto se elige entre al menos un objeto que comprende al menos un punto cuantico, al menos un objeto que
comprende al menos una proteina fluorescente, y al menos un objeto que comprende al menos un resto timico
pequefio fluorescente. En algunas realizaciones, él al menos un objeto se etiqueta de forma fluorescente y
comprende al menos un oligonucledtido, polinucledtido, oligopéptido, polipéptido, oligosacaridos polisacarido, o
lipido.

En algunas realizaciones, el al menos un objeto comprende un nimero fijo y limitado de fluoréforos, tal como, como
maximo 20,10, 5, o 2 fluoréforos, que se pueden elegir entre puntos cuanticos, proteinas fluorescentes, y restos
quimicos pequefios fluorescentes. En algunas realizaciones, €l al menos un objeto comprende solamente un solo
fluoréforo elegido entre un punto cuantico, una proteina fluorescente, y un resto quimico pequefio fluorescente.
Anteriormente se analizaron muchos ejemplos de restos quimicos pequefios fluorescentes. En algunas
realizaciones, los restos quimicos pequefios fluorescentes pueden tener un pico de emision entre 300 y 800 nm y/o
un rendimiento cuantico (fraccion de fotones emitidos por fotén de longitud de onda de absorcién maxima absorbida)
de al menos 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0 0,9.

3.2 Servicio de analisis de biomoléculas

La presente divulgacion también proporciona un método para proporcionar servicio de analisis de biomoléculas
usando un aparato de deteccion de acuerdo con realizaciones de acuerdo con la presente invenciéon. En algunas
realizaciones, el método puede incluir las etapas de proporcionar una muestra que incluye una biomolécula a
analizar desde un solicitante del servicio hasta un proveedor del servicio y el solicitante del servicio recibe los
resultados analiticos del proveedor del servicio, en el que los resultados se pueden producir usando un aparato
proporcionado por la invencion. En algunos ejemplos, el método se puede realizar para consideracion remunerativa,
por ejemplo, convenios que de cuota por servicio o servicio contractual, ademas, la muestra se puede enviar
directamente entre el solicitante del servicio y el proveedor del servicio, 0 se puede mediar con un vendedor. En
algunas realizaciones, el proveedor o vendedor del servicio pueden estar localizados geograficamente en un
territorio fuera de los Estados Unidos de América, por ejemplo en otro pais.

4. Ejemplos
Ejemplo |

En este ejemplo, un aparato como se muestra en la FIG. 1 se usa para detectar y diferenciar tres tipos de objetos. El
detector de luz usado en este ejemplo es un fotodiodo de multiples uniones con una estructura P-N-P-N-P como se
muestra en la FIG. 17. La capa de tipo p, 601, y la capa de tipo n, 602, constituyen el primer sensor éptico. La capa
de tipo p, 603, y la capa de tipo n, 604, constituyen el segundo sensor éptico. Las tres capas de tipo p se conectan a
tierra. Las capas de tipo n, 602 y 604, se conectan a electrodos para las sefiales de salida J1y J2, respectivamente.

Como la fuente de excitacion para excitar el objeto a detectar se usa un laser de diodo de 6,5 mW una longitud de
onda central de 407 nm. La luz emitida desde el objeto es incidente en el detector de luz y la absorbe parcialmente el
primer sensor 6ptico y el segundo sensor 6ptico, de forma secuencial. Las FIGS. 18 y 19 muestran las curvas de
respuesta del primer sensor optico y del segundo sensor optico, respectivamente.

El fotodiodo de multiples uniones se encierra dentro de una caja de color negro para minimizar el impacto de la luz
del entorno. Se abre un agujero pequefio en la superficie de la caja por encima del fotodiodo. El objeto que se esta
detectando se inserta a través del agujero hasta una zona de deteccion, en la que el objeto se expone a la luz de
excitacion emitida desde la fuente de excitacion. Un filtro 6ptico de capa fina de interferencia de paso largo se puede
colocar entre la zona de deteccion y el fotodiodo para bloquear parcialmente la luz de excitacion dispersada.

Para someter al ensayo del aparato de deteccion se usan tres objetos. El Objeto 1 es una prlmera solucion de
colorante que comprende Piranina disuelta en H,O desionizada con una concentracién de 5,0 x 10° M, el Objeto 2
es una segunda solucién de colorante que comprende Rodamina 6G (R6G) disuelta en H,O desionizada con una
concentracion de 5,0 x 10° M, y el Objeto 3 es una solucion de puntos cuanticos que comprende puntos cuanticos
con la composicion de Cd,Zns,Se disuelta en Tolueno con una concentracion de 6,25 x 10 M. Las FIGS. 20 y 21
muestran los espectros de absorcion en los espectros de emision de los tres objetos, respectivamente.

En este ejemplo, también se somete a ensayo una muestra de referencia que agua sin colorante ni puntos cuanticos.
Los objetos y la muestra de referencia se someten a ensayo uno en cada etapa. La sefial de salida J1 del primer
sensor optico y la sefial de salida J2 del segundo sensor éptico se registran cada 5,12 milisegundos. Un registro de
10 lecturas consecutivas de cada objeto y las de la muestra de referencia se muestra en la Tabla 1.
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Objeto Sin objeto Objeto 1 Objeto 2 Objeto 3
Sefial J1 J2 J1 J2 J1 J2 J1 J2
1| 0,0012 0,017 0,4861 1,036 0,1423 | 0,787 0,051 0,3807
2| 0,0022 0,017 0,4866 1,036 0,1428 | 0,787 0,0515 | 0,3807
3| 0,0017 0,017 0,4851 1,036 0,1433 | 0,7865 0,051 0,3802
4( 0,0017 0,017 0,4846 1,036 0,1418 | 0,7865 | 0,0505 | 0,3798
5| 0,0007 0,0165 | 0,4866 1,036 0,1433 | 0,7865 | 0,0505 | 0,3807
6 0,0012 0,0165 | 0,4861 1,036 0,1423 | 0,787 0,0505 | 0,3807
7| 0,0022 0,016 0,4851 1,036 0,1423 | 0,787 0,0501 0,3798
8| 0,0022 0,016 0,4856 1,036 0,1428 | 0,787 0,0505 | 0,3812
9| 0,0027 0,0165 | 0,4856 1,036 0,1438 | 0,7875 | 0,0501 0,3802
10[ 0,0022 0,0165 | 0,4851 1,036 0,1423 | 0,787 0,051 0,3798
Promedio| 0,0020 0,017 0,486 1,036 0,143 0,787 0,051 0,380
STD| 0,0006 0,0004 | 0,0007 0,0000 0,0006 | 0,0003 | 0,0004 | 0,0005

En este ejemplo, un valor de 0,2 se selecciona como el valor del umbral para determinar si un objeto esta presente.
Si una cualquiera de las sefales de salida, J1y J2, es mayor que 0,2, se determina que un objeto esta presente.

Después de determinar la presencia de un objeto, se calcula una proporcién R = J2/(2 x J1). Si 0,5 <R < 1,5, se
determina que el objeto que se esta detectando es el Objeto 1. Si 2,0 < R < 3,0, se determina que el objeto que se
esta detectando es el Objeto 2. Si 3,5 < R < 4,5, se determina que el objeto que se esta detectando es el Objeto 3.
La Tabla 2 muestra algunos ejemplos de resultados de deteccion.

Tabla 2. Ejemplos de resultados de deteccion

Condiciones del Ensayo

Operacion y Resultado

Diferenciacion

Presencia
Criterios Objeto 1 Objeto 2 Objeto 3

Lectura | J1 J2 Tipo SiJ10J2>0,2 R=J2/(2 x J1) 0,5<R< 1,5 20<R<3,0 356<R<4,5

1 0,0017| 0,0155 | Sin objeto FALSO - - - -

2 0,0032| 0,0155 | Sin objeto FALSO - - - -

3 0,4856| 1,036 Objeto 1 VERDADERO 1,067 VERDADERO FALSO FALSO

4 0,4841| 1,036 Objeto 1 VERDADERO 1,070 VERDADERO FALSO FALSO

5 0,4851| 1,036 Objeto 1 VERDADERO 1,068 VERDADERO FALSO FALSO

6 0,1423| 0,787 Objeto 2 VERDADERO 2,765 FALSO VERDADERO FALSO

7 0,1423| 0,7855 Objeto 2 VERDADERO 2,760 FALSO VERDADERO FALSO

8 0,0501| 0,3749 Objeto 3 VERDADERO 3,742 FALSO FALSO VERDADERO

9 0,0476| 0,3734 Objeto 3 VERDADERO 3,922 FALSO FALSO VERDADERO
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Operacion y Resultado
Condiciones del Ensayo Diferenciacion
Presencia
Criterios Objeto 1 Objeto 2 Objeto 3
Lectura | J1 J2 Tipo SiJ10J2>0,2 R=J2/(2 x J1) 0,5<R< 1,5 20<R<3,0 356<R<4,5
10 0,0501| 0,3739 Objeto 3 VERDADERO 3,732 FALSO FALSO VERDADERO
Ejemplo I

Un estudio reciente mostré que se puede producir un defecto en la activacion de citoquinas en personas
coinfectadas con VHC/VIH que limita la eficacia de la eliminacion del VHC del higado. (J. Med. Virol. 78: 202-207,
2006). El ARN viral de VHC y VIH de personas monoinfectadas con VHC y coinfectadas con VHC/VIH se podria
cuantificar usando un enfoque de baliza y detector molecular del Ejemplo 1.

Extraccion de ARN

El ARN total se puede extraer de biopsias de higado de personas monoinfectadas con VHC y coinfectadas con
VHC/VIH usando el kit de Tejido de ARN de Pureza Elevada (Roche Diagnostics; Meylan, Francia) y se puede eluir
en 100 ul de agua sin Rnasa.

Sintesis de ADNc

El ARN total extraido de biopsias de higado se transcribe de forma inversa con el kit de Transcriptasa Inversa
Thermoscript usando el cebador RC21 (5-CTC CCG GGG CAC TCG CAA GC-3' (SEC ID N° 1)) ala VHC y el
cebador gagR (5-TTTGGTCCTTGTCTTA TGTCCAGAATG-3' (SEC ID N°: 2)) para el VIH, respectivamente. La
presencia de cualquier ARN de VHC o/y VIH en la muestra provocara transcripcion inversa y producira ADNc
monocatenarios complementarios. A continuacion, el ARN se retira de la muestra.

Sondas de baliza molecular

Se sintetizan diferentes colores de balizas moleculares para deteccion de VHC o VIH. VHF: (5-FAM-
GCTAGCATTTGGGCGTGCCCCCGCIAGAGCTAGC-DABCYL-3' (SEC ID N°  3)). VIH: (5-HEX-
GCTAGCATTTGGGCGTGCCCCCGCIAGAGCTAGC-DABCYL-3' (SEC ID N°: 4)). La deteccion de productos de
ADNCc en solucion se realiza usando sondas de Balizas Moleculares (MB) que se divido con sus secuencias
complementarias con etapa de desnaturalizacion a 95 °C durante 10 min, seguido de hibridaciéon a 55 °C durante
4 horas.

Deteccion de las Dianas

La muestra de ADNc hibridar o se transporta a un reactor microfluidico embebido en electrodo (Wang, TH et al.,
2005) en el que se pone en marcha una region de deteccion enfocada con laser para rastreo de una sola molécula.
La solucién de muestra se introduce en la entrada de un microcanal y a continuaciéon se dirige mediante bombeo
hidrodinamico. Cuando las moléculas entran en la region del electrodo, su transporte esta gobernado por fuerzas
electrocinéticas controladas con electrodo, que las dirigen hacia la regién de minima energia, localizada en el centro
del electrodo medio. El rayo laser enfocado de un espectroscopio de fluorescencia confocal se coloca en el extremo
corriente debajo de la regidon de minima energia, en el que se detectan estallidos fluorescentes emitidos desde
moléculas individuales con un detector del Ejemplo 1. La presencia de VHC y VIH en la muestra se detectan y se
diferencian a partir del colorante etiquetado en las sondas de baliza usando un método tal como en el Ejemplo I. La
cantidad de ARN viral de VHC y VIH en la muestra se cuantifica de acuerdo con el nimero de la deteccién informada
con el aparato de deteccion.

La memoria descriptiva se entiende mas minuciosamente a la vista de las ensefianzas de las referencias
mencionadas dentro de la memoria descriptiva. Las realizaciones dentro de la memoria descriptiva proporcionan una
ilustracion de realizaciones de la invencion y no se deberian interpretar como limitantes del alcance de la invencion.
El experto en la materia reconoce facilmente que otras muchas realizaciones estan incluidas en la invencion.

A menos que se indiqgue de otro modo, se va a entender que todos los numeros expresan cantidades de
ingredientes, condiciones de reaccion, etc. usados en la memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones, se
modifican en todos los casos con el término "aproximadamente". Por consiguiente, a menos que se indique de otro
modo al contrario, los parametros numéricos son aproximaciones y pueden variar dependiendo de las propiedades
deseadas que se busca obtener con la presente invencion. Por lo menos, y no como un intento de limitar la solicitud
de la doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parametro numérico se deberia interpretar a
la vista del numero de digitos significativos y enfoques de redondeo habituales.
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A menos que se indique de otro modo, se va a entender que la expresiéon "al menos" que precede a una serie de
elementos hace referencia a cada elemento en la serie. Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de
determinar usando no mas que experimentacion de rutina, muchos equivalentes para las realizaciones especificas
de la invencién que se describe en el presente documento. Se pretende que tales equivalentes se incluyan en las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un aparato para detectar un objeto capaz de emitir luz que comprende:
(a) un detector de luz (11)

que comprende al menos un primer sensor Optico y un segundo sensor Optico capaces de determinar la
intensidad de la luz, en el que el primer sensor éptico (111)

y el segundo sensor 6ptico (112) estan apilados y la luz emitida desde un objeto pasa a través del primer sensor
optico y a continuacion pasa a través del segundo sensor optico,

y en el que el primer sensor 6ptico y el segundo sensor 6ptico determinan intensidades de sefiales dpticas que
son diferentes y estas sefales oOpticas diferentes se relacionan con diferentes longitudes de onda de la luz
detectada; y

(b) un ordenador (12; 121)

que procesa las sefales de salida generadas por los sensores Opticos y que compara un resultado del
procesamiento con un resultado conocido que corresponde a un tipo de objeto conocido para determinar si el
objeto pertenece al tipo de objeto conocido,

en el que el procesamiento de las sefiales comprende: calcular una suma de las sefiales; y comparar la suma
con un valor de umbral para determinar la presencia de un objeto, en el que: cuando la suma es igual o mayor
que el valor del umbral, se determina que un objeto esta presente: y cuando la suma es menor que el valor del
umbral, se determina que un objeto esta ausente,

y en el que el procesamiento de las sefiales comprende adicionalmente:

cuando se determina que un objeto estd presente; calcular una proporcién de las sefales; en el que la
comparacion de los resultados con el resultado conocido comprende la comparacién de la proporcion calculada
con una proporcion conocida que corresponde a un tipo conocido; y cuando la diferencia entre la proporcion
calculada y la proporcién conocida esta dentro de un cierto intervalo, se determina que el objeto pertenece al tipo
conocido.

2. El aparato de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente:

(c) una estructura dptica que capta y dirige una luz emitida desde el objeto a sensores 6pticos.
3. El aparato de la reivindicacion 2, en el que la estructura éptica comprende una lente.
4. El aparato de la reivindicacion 1, en el que los sensores 6pticos son fotodiodos.

5. El aparato de la reivindicaciéon 1, en el que los al menos dos sensores épticos se forman mediante al menos dos
uniones p-n apiladas dentro de un dispositivo.

6. El aparato de la reivindicacién 1, en el que el detector de luz comprende un circuito de amplificador de sefiales,
convertidor de A/D, integrador, comparador, circuito logico, circuito de lectura, memoria, microprocesador, reloj, y/o
direccion.

7. El aparato de la reivindicacion 1, en el que el ordenador compara adicionalmente el resultado del procesamiento
con una pluralidad de resultados conocidos que corresponden a una pluralidad de tipos conocidos para determinar el
tipo al que pertenece el objeto.

8. El aparato de la reivindicacién 1, en el que el ordenador compara adicionalmente la proporcioén calculada con una
pluralidad de proporciones conocidas que corresponden a una pluralidad de tipos conocidos para determinar el tipo
al que pertenece el objeto.

9. El aparato de la reivindicacion 8, en el que se determina que un tipo conocido que tiene una proporcién conocida
que tiene la diferencia mas pequefia con respecto a la proporcion calculada entre la pluralidad de proporciones
conocidas es el tipo al que pertenece el objeto.

10. El aparato de la reivindicacion 1, en el que el objeto comprende al menos un punto cuantico, al menos una
proteina fluorescente, o al menos un resto quimico pequefo fluorescente.

11. El aparato de la reivindicacion 1, en el que el objeto se etiqueta de forma fluorescente y comprende al menos un
oligonucledtido, polinucledtido, oligopéptido, polipéptido, oligosacarido, polisacarido, o lipido.

12. El aparato de la reivindicacion 1, en el que el objeto comprende un objeto diana sin capacidad de emisién de luz
y un objeto de etiquetado con capacidad de emision de luz.
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13. El aparato de la reivindicacion 1, en el que el objeto comprende un objeto diana sin capacidad de emisién de luz
y un grupo de objetos etiquetados con capacidad de emision de luz.

14. El aparato de la reivindicacién 1, en el que el detector de luz es uno de al menos un detector de luz para detectar
una pluralidad de objetos, estando la pluralidad de objetos formada por una suspension liquida, y la suspension fluye
después del al menos un detector de luz.

15. Un sistema para detectar una pluralidad de objetos, sistema que comprende una matriz de los aparatos de la
reivindicacion 1.
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