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DESCRIPCION
Caracterizacion termo-6ptica rapida de particulas

La presente invencion, que se define por las reivindicaciones adjuntas, se refiere a un procedimiento y un dispositivo
para una caracterizacion termo-6ptico rapida de particulas y al uso de tal procedimiento y dispositivo.

En particular, la presente invencion se refiere a un procedimiento y un dispositivo para medir las interacciones inter
y/o intramoleculares de (bio)moléculas o particulas.

Sin embargo, cabe sefialar que la presente invencion no se limita a la medicion/caracterizacion de biomoléculas. Por
lo tanto, dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, también pueden medirse y determinarse las
caracteristicas de otros compuestos/particulas por los medios y procedimientos desvelados en el presente
documento, por ejemplo, pueden determinarse y/o medirse eventos cinéticos e interacciones de moléculas. Por
consiguiente, también pueden medirse las reacciones quimicas (como reacciones inorganicas u organicas) mediante
los procedimientos y bajo el uso de los dispositivos de la presente invencion. También se prevé determinar
formaciones complejas y / o su disociacion.

En los procedimientos convencionales conocidos en la técnica para la caracterizacion de biomoléculas totalmente
opticas, las muestras con biomoléculas en soluciones se calientan homogéneamente hasta una cierta temperatura a
la vez seguido de calentamiento adicional hasta el siguiente punto de temperatura. Un procedimiento comun es
comenzar a 20 °C. A continuacion, se aumenta la temperatura, por ejemplo, en 1 °C. Después, se requiere un
tiempo de espera de aprox. 2 minutos hasta que todo el sistema (cubeta y solucién) ha alcanzado la temperatura
aplicada. Esto se debe a la gran masa térmica. Sélo entonces se mide la fluorescencia. Este procedimiento se repite
hasta 90 °C de una manera gradual. De acuerdo con ello, el calentamiento de todo el volumen de la muestra lleva
mucho tiempo y es necesario emplear materiales conductores de calor en contacto con el liquido.

Las técnicas de separacion conocidas en la técnica, tal como electroforesis en gel estan en el nicleo de ADN
moderno y de la biotecnologia de proteinas. Sin embargo, la electroforesis es dificil de miniaturizar debido a los
efectos electroquimicos en la interfaz metal-tampén y la tediosa preparacion de la fase en gel.

Duhr et al. en Physical Review Letters, 97, 038103, 2006, se refiere al "Atrapamiento de moléculas optotérmicas por
flujo de fluido opuesto con deriva termofora” y aprovecha el atrapamiento de moléculas optotérmicas, en particular,
el atrapamiento de ADN en un unico punto en flujos de fluido opuestos en el que uno de los flujos esta causado por
la gravedad y el otro flujo esta causado por el calentamiento del laser en la muestra. La concentracion creciente del
ADN acumulativo, es decir, "atrapado”, en el punto se observa por deteccién de fluorescencia.

Duhr et. al. en European Phys. J. E 15, 277, 2004 se refiere a la "termoforesis del ADN determinada por
fluorescencia microfluida" y hace uso de fuerzas motrices termdéfora en dispositivos miniaturizados de biotecnologia.
Este articulo analiza un enfoque totalmente éptico en microfluidos delgados para medir y aplicar la termoforesis para
biomoléculas en pequefios volimenes. Las temperaturas se miden con alta resolucién espacial por la fluorescencia
sensible a la temperatura de un colorante fluorescente. Tipicamente, una medicion de acuerdo con Duhr et al. (2004,
loc. cit.) tarda 300 s o incluso mas. También se especula en Duhr et al. (2004, loc. cit.), que el movimiento de los
polimeros, en particular el ADN, en un gradiente de temperatura es independiente de la longitud de la cadena de la
molécula, una suposicién acorde con las consideraciones tedricas, véase, por ejemplo, Braun y Libchaber, Physical
Review Letters 89, 18 (2002). Esta hipotesis limita fuertemente la caracterizacion termo-optica de las moléculas
basada en la termoforesis, ya que la técnica Unicamente dependera de cambios en el tamafio de las moléculas y no
mostrara ninguna sensibilidad a las propiedades superficiales, ya que es la esencia de la presente invencion.

El procedimiento que se ha mencionado anteriormente tiene la desventaja de que tarda mucho tiempo. Este es
también el caso de los procedimientos establecidos para la medicion de las interacciones, el tamafio y la estabilidad,
como Biacore (GE Healthcare), Evotec FCS-plus (Perkin-Elmer) o LightCycler 480 (Roche Applied Science). La
tardanza de estas técnicas es tipicamente de mas de una hora.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento y un dispositivo mejorados para
una caracterizacion termo-6ptica de particulas o moléculas, en particular para proporcionar un procedimiento muy
rapido para medir procesos inducidos térmicamente de particulas o moléculas, en particular de biomoléculas.

Estos objetos se consiguen mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. En las
reivindicaciones independientes se caracterizan las realizaciones preferidas adicionales.

La presente invencion se refiere en particular a un procedimiento y un dispositivo para medir las interacciones inter
y/o intramoleculares de las biomoléculas, particulas (por ejemplo, nanoparticulas o microparticulas, microesferas,
perlas, por ejemplo, microesferas).

El procedimiento de la presente invencién permite mediciones de contacto libres, termo-Opticas de estos
parametros/caracteristicas dentro de un lapso de tiempo de unos pocos milisegundos hasta unos pocos segundos,
es decir, es posible un analisis muy rapido. En el contexto de la presente invencion, una nanoparticula es una
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particula microscopica con al menos una dimension de menos de 100 nm y una microparticula/microperla es una
particula/perla que tiene una dimensién caracteristica de menos de 1 mm, pero normalmente mas de 100 nm.

En el contexto de esta invencién, en particular las reivindicaciones, se observa que los términos "particula" o
"particulas" también se refieren a perlas, particularmente microperlas, nanoparticulas o moléculas, particularmente
biomoléculas, por ejemplo, acidos nucleicos (tales como ADN, ARN, LNA, PNA), proteinas y otros biopolimeros, asi
como células bioldgicas (por ejemplo, células bacterianas o eucariotas) o fragmentos subcelulares, particulas viricas
o virus y organulos celulares y similares. El término "particula modificada" o "perla modificada" se refiere en
particular a perlas o particulas que comprenden o estan unidas a las moléculas, preferiblemente biomoléculas. Esto
también comprende el recubrimiento de dichas perlas o particulas con estas (bio)moléculas.

De acuerdo con un modo de realizacion ejemplar de la invencion, el procedimiento de la invencion se basa en la
absorbancia de la radiacion laser infrarroja por soluciones acuosas y la posterior conversion en calor. De este modo,
es posible crear amplias distribuciones de temperatura espaciales, es decir, bidimensionales o tridimensionales (2D,
3D) que comprenden todas las temperaturas deseadas, por ejemplo, entre 0 °C y 100 °C dentro de un area de, por
ejemplo, aproximadamente 250 ym de diametro o longitud, establecidas mediante calentamiento por laser local, por
lo que se crean gradientes de temperatura deseados, en particular gradientes de temperatura fuertes. Tanto las
distribuciones locales de temperatura como los gradientes de temperatura pueden utilizarse como se describe a
continuacion para medir parametros, en particular parametros biomoleculares. En un modo de realizacién ejemplar
particular, la distribucién de la temperatura esta en la escala micrométrica. Esto puede ser ventajoso ya que los
fuertes gradientes de temperatura acortan el tiempo de equilibrado de las necesidades del sistema a equilibrar (es
decir, el tiempo de medicion). En realizaciones ejemplares particulares, es ventajoso aumentar la temperatura en
una escala de longitud de menos de 100 pym.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para medir interacciones inter y/o intramoleculares de particulas
en una solucién, segun se define en la reivindicacién 1 adjunta, con las etapas de: proporcionar una sonda de
muestra con particulas marcadas en una solucion; excitar con fluorescencia dichas particulas marcadas y detectar
en primer lugar la fluorescencia de dichas particulas excitadas; irradiar un haz de luz laser en la solucién para
obtener una distribucion de temperatura espacial en la solucion alrededor del haz de luz laser irradiado (es decir, en
y/o cerca del area de la solucién que se irradia directamente por el haz de luz laser); detectar en segundo lugar una
fluorescencia de las particulas en la solucién en un tiempo predeterminado después de que se ha iniciado la
irradiacion laser en la solucion, y caracterizar las interacciones inter y/o intramoleculares de las particulas en base a
dichas dos detecciones, donde la irradiacion del laser y la deteccion de la fluorescencia se realiza desde el mismo
lado con respecto a la sonda de muestra.

Ademas, para particulas mayores de 100 nm, el movimiento de tales particulas puede ser detectado por el
seguimiento de particulas individuales.

La caracterizacion termo-6ptica de acuerdo con esta invencién permite determinar las propiedades de las moléculas
o particulas en soluciones, en particular en soluciones acuosas. También permite discriminar entre diferentes
conformaciones de una especie de particulas o moléculas y también permite discriminar entre diferentes especies de
particulas o moléculas diferentes. La caracterizacion se puede utilizar en todos los casos en los que las particulas
muestran una respuesta a los cambios en el gradiente de temperatura y cambios en la temperatura absoluta. Una
caracteristica ventajosa de la presente invencion es la presencia de una distribucion de temperatura espacial
definida. En particular, la distribucién de temperatura se genera localmente a escalas de longitud microscopicas por
calentamiento local con un laser enfocado. Otra caracteristica ventajosa es que la respuesta de las particulas o
moléculas se asigna a un determinado lugar de la distribucién de temperatura espacial conocida generada
opticamente. Por consiguiente, la temperatura, el lugar y la respuesta de las particulas estan directamente
correlacionados.

Ademas, y en contraste con DUHR (2004; loc. cit.) la presente invencion proporciona medios y procedimientos para
las mediciones termo-Opticas y/o la caracterizacion termo-Optica de particulas o moléculas, en particular
biomoléculas, mediante las mediciones y/o la deteccion de diferencias en las propiedades termo-opticas. Sus
propiedades termo-dpticas se originan principalmente a partir de diferencias en la movilidad terméfora DT (es decir,
la velocidad de las particulas/moléculas en un gradiente de temperatura). En particular, la sefial detectada depende
de la movilidad termdéfora c/co = exp[-(D+#/D)(T-To)], con el coeficiente de difusion D, la concentracion c y la
temperatura T. Una DT independiente de la longitud del polimero como se espera en Duhr (2004; loc. cit.) y otros
(por ejemplo, Chan et al., Journal of Solution Chemistry 32, 3 (2003); Schimpf et al., Macromolecules 20, 1561-1563
(1987)) haran la analitica de biopolimeros como el ADN Yy las proteinas casi imposible, ya que sélo los cambios en la
constante de difusion contribuirian a las propiedades termo-6pticas, que son minimas en la mayoria de los casos.

La caracterizacion termo-optica de acuerdo con esta invencion se basa en la creacion de fuertes gradientes de
temperatura a escalas de longitud microscoépicas en solucién, en particular en solucidon acuosa. De este modo, los
estados energéticos de las moléculas en la solucion se cambian dependiendo de la temperatura y las propiedades
de la molécula, es decir, las moléculas experimentan un potencial espacial que se origina a partir de las diferencias
espaciales de temperatura. Este potencial impulsa un movimiento dirigido de moléculas a lo largo del gradiente de
temperatura, un efecto llamado termoforesis. En otros casos, el cambio de temperatura conduce, ademas de a la
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termoforesis, a un despliegue de biopolimeros, como proteinas o ADN. El efecto de despliegue se observa a altas
temperaturas y es una medida para la estabilidad de las moléculas (la razén del despliegue es la influencia
aumentada de la componente de entropia de la energia), el efecto se separa de la termoforesis por una escala de
tiempo caracteristica. El analisis de estabilidad tiene lugar en milisegundos a un segundo, preferiblemente de
aproximadamente 1 ms a 250 ms, de 1 ms a 200 ms, de 1 ms a 100 ms, de 1 ms a 80 ms, de 1 ms a 50 ms, mas
preferiblemente aproximadamente 40 ms, 80 ms-180ms, 80 ms-150 ms, mucho mas preferiblemente de
aproximadamente 50 ms.

La termoforesis se observa a veces en un intervalo de aproximadamente 0,5 segundos a 250 segundos,
preferiblemente de 0,5 segundos a 50 segundos, preferiblemente de 1 segundo a 250 segundos, de preferiblemente
1 segundo a 50 segundos, preferiblemente de 1 segundo a 40 segundos, preferiblemente de 5 segundos a 20
segundos, preferiblemente de 5 segundos a 40 segundos, preferiblemente de 5 segundos a 50 segundos,
preferiblemente de 5 segundos a aproximadamente 80 segundos, mas preferiblemente de 5 segundos a 100
segundos. La termoforesis es un procedimiento que es sensible a las propiedades superficiales de las moléculas en
una solucién. No es necesario exponer las moléculas a una matriz diferente (como en la cromatografia) o interactuar
con las moléculas fisicamente de ninguna manera (por ejemplo, por contacto directo o afiadiendo sustancias). Sélo
son necesarias las interacciones entre las ondas electromagnéticas y la materia. La radiacion infrarroja se utiliza
para el calentamiento espacial (es decir, la manipulacion de la materia) y la fluorescencia para detectar moléculas.

La esencia de la caracterizacién termo-Optica basada en la termoforesis, tal como se proporciona en el presente
documento, es que las diferencias en la movilidad terméfora (es decir, la velocidad de las moléculas en un gradiente
de temperatura), y el radio hidrodinamico pueden detectarse analizando la distribucién espacial de la concentracion
(es decir, por la distribucion espacial de, por ejemplo, la fluorescencia) o las fluctuaciones de particulas aisladas
atrapadas en el perfil de temperatura espacial. Este ejemplo es de particular relevancia para la trampa termo-6ptica
descrita en el presente documento para atrapar particulas, moléculas, perlas, componentes celulares, vesiculas,
liposomas, células y similares. Mientras que el radio hidrodinamico sélo esta relacionado con el radio de una
molécula, la movilidad termdéfora es sensible a la carga, las propiedades superficiales (por ejemplo, los grupos
quimicos en la superficie), la forma de una molécula (es decir, el tamafio de la superficie), la conformacion de una
proteina o la interaccion entre biomoléculas o biomoléculas y particulas/nanocristales/microperlas. Esto significa que
si se cambia cualquiera de las propiedades mencionadas, las moléculas experimentaran un potencial termodinamico
diferente, dando como resultado diferencias en la movilidad termdéfora (es decir, cambio en el perfil de concentracion
espacial o amplitud de fluctuacién de las particulas atrapadas).

Por lo tanto, las realizaciones ejemplares de la presente invencion se refieren a procedimientos inducidos
térmicamente, por ejemplo, un movimiento dirigido inducido por gradiente de temperatura o desnaturalizacion
térmica.

La caracterizacion termo-6ptica que se ha mencionado anteriormente proporciona los medios para el analisis termo-
optico rapido de particulas y/o moléculas, en particular para la caracterizacion termo-6ptica de biomoléculas, como
moléculas de acido nucleico (por ejemplo, ADN, ARN, PNA) o proteinas y péptidos. Esta caracterizacion comprende,
entre otros, interacciones proteina-proteina, plegado/desplegado de proteinas o péptidos, interacciones
intramoleculares, interacciones intermoleculares, la determinacion de interacciones entre particulas o moléculas, y
similares. Los procedimientos de la técnica anterior para la deteccion y cuantificacion de interacciones y
caracteristicas moleculares, en particular interacciones y caracteristicas biomoleculares, tardan mucho tiempo, lo
que significa que el tiempo necesario para un analisis es del orden de 30 minutos hasta horas. De acuerdo con la
presente invencién, una medicion tipicamente tarda menos de 300 s, menos de 200 s, menos de 100 s o incluso
menos de 50 s, lo cual es claramente mas rapido que los procedimientos descritos en la técnica anterior. La
presente invencion puede detectar y cuantificar interacciones y caracterizaciones moleculares, en particular
interacciones biomoleculares y/o propiedades bioquimicas/biofisicas de 1 segundo a 50 segundos. El término
interaccion comprende la interaccion entre biomoléculas (por ejemplo, proteina, ADN, ARN, acidos hialurénicos,
etc.), pero también entre (nano)particulas/micro(perlas) (modificadas) y biomoléculas. En este contexto, las
particulas, moléculas, biomoléculas, nanoparticulas, microparticulas, perlas o microperlas modificadas comprenden
particulas, moléculas, biomoléculas, nanoparticulas, microparticulas, perlas o microperlas marcadas con
fluorescencia. Las particulas, moléculas, biomoléculas, nanoparticulas, microparticulas, perlas o microperlas
marcadas con fluorescencia pueden ser, por ejemplo, particulas, moléculas, biomoléculas, nanoparticulas,
microparticulas, perlas o microperlas, a las que se han unido uno o mas colorantes fluorescentes, por ejemplo,
unidos de forma covalente. Por ejemplo, los colorantes fluorescentes pueden seleccionarse del grupo de 6-carboxi-
2'4,4'5'7,7-hexaclorofluoresceina (6-HEX SE, C20091, Invitrogen), 6-JOE SE o 6-TET SE (véase también la figura
6 adjunta).

Los términos "marcados" y "etiquetados" se usan como sinénimos en el contexto de esta invencion. En el contexto
de esta invencion, las "particulas marcadas" se refieren a moléculas/particulas marcadas con fluorescencia u otras
moléculas/particulas que pueden ser detectadas por medio de fluorescencia, por ejemplo, moléculas/particulas que
comprenden un fluoréforo intrinseco, moléculas/particulas que comprenden colorantes intercalantes o
particulas/moléculas con fluoréforos unidos.

Un experimento tipico de acuerdo con esta invencion, pero que no limita el alcance de la invencién, para
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detectar/cuantificar interacciones puede describirse como se indica a continuacion:
Etapa 1a, medicién de fondo:

Un tampdn de muestra sin moléculas/particulas de muestra marcadas con fluorescencia se carga en una camara de
microfluidos y se mide la fluorescencia, mientras se enciende la fuente de luz de excitacion.

Etapa 1b, Determinacion del nivel de fluorescencia antes del calentamiento laser:

Una solucidon acuosa de una muestra marcada con fluorescencia (por ejemplo, biomoléculas, particulas, como
nanoparticulas o microparticulas, perlas, particularmente microperlas, en las que, en realizaciones particulares,
todas tienen una afinidad especifica a otras biomoléculas) a una concentracion dada se carga en la camara de
microfluidos (preferiblemente un capilar) que proporciona preferiblemente una altura definida de la camara. La
fluorescencia se excita y se registra con (por ejemplo, camara CCD) o sin (por ejemplo, tubo fotomultiplicador,
fotodiodo de avalancha) resolucion espacial durante menos de 10 segundos, por ejemplo, en un dispositivo CCD o
fotomultiplicador con tiempos de exposicion de 25 milisegundos hasta 0,5 segundos. A continuacion, la excitaciéon de
fluorescencia se desactiva.

Etapa 2, partiendo del calentamiento laser infrarrojo:

El laser de calentamiento por infrarrojos se activa y la distribucion de temperatura espacial se establece dentro de
unos pocos milisegundos en la solucion. El gradiente de temperatura se ha calibrado una vez y no es necesario
repetir esta calibracién cada vez que se realiza un experimento. En particular, una configuracion en la que el
calentamiento por infrarrojos y la formacién de imagenes de fluorescencia se realizan a través del mismo elemento
optico desde un lado es ventajoso para la estabilidad de los focos 6ptico e infrarrojo.

Una disminucion del colorante de fluorescencia debido al fotoblanqueo inferior al 5% es ventajosa en el
experimento. En realizaciones particulares de la invencion, no es necesaria ninguna correccion para el fotoblanqueo.

En algunas realizaciones particulares para medir las propiedades termdforas, la temperatura maxima esta por debajo
de la temperatura que se sabe que causa dafio a las moléculas en la solucidn o altera su interaccion (por ejemplo,
temperaturas entre 1y 5 °C por encima de la temperatura ambiente).

Dependiendo de las propiedades termdéforas de las particulas o moléculas en la solucion (es decir, si se mueven
rapidamente en un gradiente térmico o lento), el laser infrarrojo calienta la solucion durante 5 segundos hasta 100
segundos, preferiblemente durante 5 segundos hasta 50 segundos, mas preferiblemente durante 5 segundos hasta
20 segundos.

Etapa 3, registro del perfil de fluorescencia espacial (es decir, concentracion):

Después de este periodo de tiempo, la excitacion de fluorescencia se activa y las imagenes se registran con la
misma velocidad de fotogramas y longitud que se describe en la etapa 1b. La etapa 3 es la Ultima etapa de
adquisicidon necesaria para la evaluacion de propiedades termo-6pticas.

Para la deteccion y cuantificacion de interacciones son necesarias mas mediciones siguiendo el protocolo que se ha
descrito anteriormente. La etapa 1a se repite con un tampén de muestra y en la etapa 1b la solucién acuosa de una
muestra marcada con fluorescencia se mezcla con una cantidad de la biomolécula con la que se debe detectar o
cuantificar la interaccion. Por ejemplo, en la deteccidén de una interaccion de particulas y/o moléculas, la muestra
marcada con fluorescencia (que comprende una pareja de unién) se mezcla con una cantidad suficiente de la
segunda pareja de unidon de manera que una cantidad sustancial de la molécula o particula marcada con
fluorescencia esté en el complejo con la pareja de union. Si la fuerza de la interacciéon se cuantificara en cuanto a,
por ejemplo, una disociaciéon o asociacion constante (Ka, Kd), que el procedimiento descrito anteriormente puede
realizarse con concentraciones variables de la pareja de unidn (por ejemplo, 0,1x - 10x la concentracién de la pareja
de unidn marcada con fluorescencia). Esto significa que puede realizarse una titulacion de pareja de union.

Procesamiento de los datos en bruto: Opcionalmente, se puede realizar una correccién de blanqueo (lineal) para
la cual es ventajoso esperar la retro-difusion de todas las moléculas después del final de la etapa 3. Esto aumenta el
consumo de tiempo del analisis drasticamente. Para mediciones precisas y rapidas es ventajoso determinar la fuerza
de blanqueo de una imagen a otra y corregir cada imagen individual con su propio factor de blanqueo. Para una
correccion de blanqueo precisa, es ventajoso que el gradiente de temperatura a distancia del punto de calor sea bajo
(por ejemplo, por debajo de 0,001 K/um). Las imagenes tomadas en la etapa 1b se utilizan para corregir todas las
imagenes para la iluminacion no homogénea. En caso de que la fluorescencia se registre sin resolucion espacial
(por ejemplo, fotodiodo de avalancha o fotomultiplicador), el fotoblanqueo se corrige mejor determinando una vez la
caracteristica de blanqueo de un cierto colorante sin calentamiento laser en un experimento de control.

Evaluacion de los datos: Deteccion cualitativa de la interaccion: A partir de la serie de imagenes se extrae la
distribucion de fluorescencia espacial del experimento de referencia (es decir, molécula/particula marcada con
fluorescencia sin pareja de unién) y el segundo experimento (es decir, si la pareja de union esta presente). La



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2611996 T3

fluorescencia se representa en funcién de la distancia desde el punto de calor. Un promedio sélo es posible para
pixeles con la misma temperatura y la misma distancia. La distribucién espacial de la concentracion se obtiene
corrigiendo las intensidades de fluorescencia para la respectiva dependencia de la temperatura del colorante. Con el
conocimiento de la dependencia de la temperatura del colorante fluorescente y la distribucién de temperatura
espacial, el efecto de una fluorescencia decreciente debido al aumento de la temperatura se puede corregir. En
realizaciones particulares, no es necesaria una correccion de la dependencia de la temperatura para la deteccién
cualitativa de la interaccion, asi como para su cuantificacion, y la distribucion de fluorescencia espacial es suficiente.
Puede utilizarse cualquier colorante fluorescente en el mercado, en particular realizaciones incluso sin
caracterizacion de su dependencia de la temperatura. Las propiedades fluorescentes de un colorante pueden variar
con las condiciones del tampon, tales como el pH.

Los valores del perfil de fluorescencia se integran hasta la distancia en la que la temperatura esta por debajo de, por
ejemplo, el 10 % de la temperatura maxima (por ejemplo 70 pm). Los valores integrados se comparan y un cambio
da una indicacién precisa si existe una afinidad entre las sustancias a las concentraciones utilizadas, ya que la
interaccion cambia las propiedades termo-6pticas (por ejemplo, movilidad termoéfora, tamafio superficial y grupos
quimicos en la superficie). En la mayoria de los casos, la interaccion conduce a una mayor fluorescencia
(concentracion) a temperaturas mas altas.

En el caso de que toda la seccion transversal de un capilar se caliente (es decir, usando, por ejemplo, lentes
cilindricas para dar al haz laser IR una forma elipsoidal, que calienta una seccién transversal de un capilar
homogéneamente), la intensidad de dos o mas pixeles del punto de calor centrado puede promediarse. En
realizaciones particulares, todos los pixeles a la misma distancia que la linea caliente tienen la misma temperatura.
Esto es ventajoso para mediciones de alta precisién. En caso de que la fluorescencia se registre sin resolucion
espacial, se mide el cambio de fluorescencia en el centro del punto/linea de calor. En realizaciones particulares,
puede ser ventajoso calentar toda la seccion transversal. En general, si se registra mas de una unica trama en la
etapa 1b y 3 es posible una integracion de tramas multiples.

Para una cuantificacion de afinidades moleculares o afinidades de particulas, se lleva a cabo el mismo
procedimiento para todos los experimentos a diversas concentraciones de parejas de union no fluorescentes. El
resultado de la integracion para el experimento de referencia (es decir, sin pareja de unidn) se resta de los valores
integrados obtenidos para las diferentes concentraciones de parejas de unién. A partir de esta evaluacion, se puede
obtener la cantidad de complejos que interactian en unidades arbitrarias. Mediante la division de estos valores por
el valor en el que la unién se satura, se puede obtener la cantidad relativa de complejos formados entre las
moléculas que interactuan, en particular la pareja de union, a una cierta concentracion de aglutinante. A partir de
estos conjuntos de datos también la concentracion de la pareja de union libre, por ejemplo, no fluorescente, se
puede determinar y la intensidad de la interaccion puede cuantificarse en cuanto a la constante de asociacion o de
disociacion (véanse también los ejemplos adjuntos).

Como se ha menciond previamente, también es posible detectar la unién de moléculas a particulas inorganicas o
nanocristales mas grandes utilizando el procedimiento que se ha descrito anteriormente y en el presente documento
a continuacion. Las particulas inorganicas, por ejemplo, particulas de CdSe, pueden modificarse con un nimero
variable (por ejemplo 1, 2, 3, 0 3 0 mas, pero preferiblemente hasta 3) de poli-etilen-glicol (PEG) de diferente peso
molecular. En realizaciones particulares, se unen de 1 a 3 moléculas de polietilenglicol (PEG) a las particulas. El
perfil de fluorescencia espacial se mide tal como se describe en el presente documento para la deteccién de
interacciones biomoleculares (véanse los ejemplos adjuntos). Ademas, los datos sin procesar se procesan como se
describe en el presente documento. Para medir el nimero o tamafio de las moléculas de PEG unidas a las
particulas o nanocristales, puede ser suficiente comparar los perfiles de fluorescencia espacial obtenidos con el
protocolo que se ha descrito anteriormente. Sin embargo, una correccion para la disminucion dependiente de la
temperatura de la fluorescencia permite una cuantificacién en cuando al coeficiente de Soret. Se ilustra en las
figuras y ejemplos adjuntos, particularmente en la Fig. 26, que el coeficiente de Soret aumenta linealmente con el
numero de moléculas de PEG unidas a los nanocristales. La pendiente del aumento depende del peso molecular del
PEG. La unién de moléculas individuales del tamarfio de una proteina es detectable como se ilustra en, por ejemplo,
la Fig. 26 adjunta.

Los términos "interaccion" o "afinidad" como se usan en el presente documento, y en particular en el experimento
ilustrativo no limitativo que se ha descrito anteriormente, no solo se refieren a la interaccion de moléculas/particulas
distintas (por ejemplo, interacciones intermoleculares), sino también con interacciones intramoleculares, como
eventos de plegado de proteinas y similares.

Se entiende por el experto en la técnica que el término "fluorescencia”, como se emplea en el presente documento,
no se limita a la "fluorescencia" en si, sino que los medios, procedimientos y dispositivos desvelados en el presente
documento también pueden usarse y emplearse mediante el uso de otros medios, en particular, la luminiscencia,
como la fosforescencia. Por consiguiente, la expresion "excitar con fluorescencia dichas particulas marcadas y en
primer lugar detectar y/o medir la fluorescencia de dichas particulas excitadas" se refiere a la "etapa de excitacion”
en el procedimiento identificado anteriormente y puede comprender la excitacion correspondiente de la
luminiscencia, es decir, la excitacion se realiza con una longitud de onda mas corta que la deteccion de la siguiente
emision. Por lo tanto, la expresion "detectar y/o medir en segundo lugar una fluorescencia de las particulas" en el
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contexto de esta invencion se refiere a una etapa de deteccién de dicha emision después de la excitacion. El experto
en la técnica conoce en el contexto de esta invencion que la longitud de onda de "excitaciéon" y la longitud de onda
de "emision" tienen que estar separadas.

De acuerdo con una primera realizacion ilustrativa de la presente invencion, el tiempo predeterminado (después del
cual se detecta y/o se mide en segundo lugar una fluorescencia de las particulas/moléculas en la solucién) es
suficientemente pequefio para que los cambios de concentraciéon inducidos por la termoforesis y el artefacto
relacionado con o debido a la conveccion son insignificantes. En otras palabras, el tiempo predeterminado es
suficientemente corto para separar la escala del tiempo de reaccion inter e intramolecular de efectos de temperatura
mas lenta, por ejemplo, termoforesis, conveccién térmica. Por lo tanto, el tiempo predeterminado esta
preferiblemente dentro del intervalo de 1 ms a 250 ms, mas preferiblemente entre 80 ms y 180 ms, en particular 150
ms. En particular, en los casos en los que la solucién se proporciona en una camara con buena conductividad
térmica, por ejemplo, zafiro, diamante y/o silicio, un tiempo predeterminado mas corto ya es suficiente, por ejemplo,
1 ms, 5ms, 10 ms o 15 ms. Para la medicién, es ventajoso que la camara y la solucién estén en un equilibrio
térmico. En otras palabras, para camaras con una buena conductividad térmica, la solucién y la camara son mas
rapidas en un equilibrio térmico de tal manera que son suficientes tiempos cortos predeterminados. En el caso de
que la conductividad térmica sea deficiente, tarda mas tiempo hasta que la camara y la solucién estan en equilibrio
térmico, es decir, el tiempo predeterminado es mas largo, por ejemplo, 100 ms a 250 ms.

En realizaciones particulares de la invencion, el tiempo de deteccién o de exposicidn esta en el intervalo de 1 ms a
50 ms. El tiempo en el que se registra la sefial de deteccion debe ser suficientemente corto para que el cambio de
posicion de una molécula individual sea insignificante para la deteccién durante la etapa de deteccion. Por ejemplo,
en caso de que la deteccion se realice con una camara CCD con una resolucion de 320 x 200 pixeles, es ventajoso
que durante el tiempo de deteccion una molécula/particula individual sea detectada por sélo un pixel, ya que cada
pixel representa una cierta temperatura. Si la posicién de una particula cambia demasiado, es decir, mas de un
pixel, la particula puede estar expuesta a una temperatura diferente, lo que disminuye la precision de medicion. El
uso de un dispositivo de camara CCD para la deteccién también comprende el uso de una camara con sélo una
Unica linea de pixel (por ejemplo, camara de linea) para la deteccion unidimensional.

En una realizacion particular de la invencion, el haz laser se desenfoca de tal forma que un gradiente de temperatura
dentro de la distribucion de la temperatura esta en el intervalo de 0,0 a 2K/um, preferiblemente de 0,0 a 5 K/um. Por
lo tanto, los pequefios gradientes de temperatura aseguran que el movimiento de particulas termoforo es
insignificante durante el tiempo desde el inicio de la irradiacion laser hasta el final de la deteccion.

Al menos todas las temperaturas necesarias para detectar la desnaturalizacién térmica de una molécula tienen que
estar dentro del campo de vision del dispositivo de camara.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, el haz de laser se irradia a través de uno o una
pluralidad de elementos opticos en la solucion. El enfoque del haz laser se realiza en algunas realizaciones
realizadas de tal manera que los gradientes de temperatura se encuentran dentro de los intervalos definidos
anteriormente. El enfoque del laser puede conseguirse, por ejemplo, por una Unica lente, una pluralidad de lentes o
una combinacion de una fibra dptica y una lente o una pluralidad de lentes o un objetivo donde la divergencia del haz
laser incidente se ajusta adecuadamente. Ademas, pueden disponerse otros elementos 6pticos para controlar el
foco y/o la direccion del haz laser entre la soluciéon y el laser.

De acuerdo con otra realizacion mas de la presente invencion, la distribucion de temperatura alrededor del haz laser
se mide mediante una medicion adicional, por ejemplo, la distribucién de la temperatura se mide en las mismas
condiciones en base a la fluorescencia dependiente de la temperatura conocida del colorante, como se ilustra en las
figuras adjuntas, en particular la Fig. 3a, 3b y 15). En particular, se puede determinar una distribucién de temperatura
en base a la fluorescencia detectada del colorante sensible a la temperatura, en la que dicho colorante sensible a la
temperatura se calienta (a través de la solucién) mediante el haz laser irradiado y la intensidad de fluorescencia
espacial de fluorescencia se mide sustancialmente perpendicular alrededor del haz laser.

De acuerdo con un ejemplo, el tiempo predeterminado (después de lo cual (por ejemplo, una fluorescencia de) las
particulas/moléculas en la solucion se detectan y/o se miden en segundo lugar) es suficientemente largo para que
los cambios de concentraciéon basados en el movimiento terméforo puedan detectarse. Por lo tanto, el tiempo
predeterminado esta preferiblemente dentro del intervalo de 0,5 a 250 s. En dicho tiempo predeterminado, la
concentracion cambia dentro de la distribucion de temperatura espacial en la solucion debido a efectos terméforos, y
tal cambio de concentracion puede detectarse mediante un cambio en la distribucién de fluorescencia.

En realizaciones particulares de la invencion, el haz laser se enfoca de tal manera que se consigue un gradiente de
temperatura dentro de la distribucién de temperatura en el intervalo de 0,001 a 10 K/um. La temperatura dentro del
campo de vision (particularmente en el borde del campo de visidon) no alcanza necesariamente el valor de la
temperatura ambiente. Es ventajoso un aumento de temperatura a una distancia hasta el centro de calor (es decir,
en el borde del campo de visién) del 10 % o menos (en °C) en comparacion con la temperatura maxima (en °C).

De acuerdo con una realizacion adicional, la fluorescencia antes y después de la irradiacion del laser se detecta con
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una camara CCD. El uso de una camara CCD proporciona la ventaja de que el cambio de la concentraciéon puede
detectarse en una pluralidad de posiciones de forma simultanea. En realizaciones particulares, la camara CCD es
una camara CCD 2D (bidimensional), es decir, la matriz CCD comprende una pluralidad de pixeles de sensor
(sensores fotoeléctricos de luz) en una primera y una segunda direccion, en la que las direcciones primera y
segunda son preferiblemente perpendiculares entre si. De acuerdo con una realizacion adicional, la camara CCD es
una camara de linea o de exploracion de linea, es decir, la matriz CCD comprende una pluralidad de pixeles de
sensor en una primera direccion (una linea de pixeles de sensor) pero simplemente un pixel en una segunda
direccion. Dicha camara se denomina también como camara CCD 1D (unidimensional). En otras palabras, una
matriz unidimensional, usada en camaras de barrido en linea, captura una Unica porcion o linea de una imagen,
mientras que una matriz bidimensional captura una imagen 2D entera. La matriz CCD de la camara de linea también
puede comprender tres lineas de sensores, cada una para un canal de color (rojo, verde y azul). Sin embargo, de
acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencion, también es posible medir las caracteristicas de las
particulas basandose en un cambio de fluorescencia detectado de un unico pixel del CCD. Por lo tanto, también es
posible utilizar un fotodiodo o un fotomultiplicador en lugar de un solo pixel del CCD. En algunas realizaciones, el
brillo de la fluorescencia antes y después de la irradiacion del laser se mide con un fotodiodo o un Unico pixel con el
CCD en el centro del haz laser.

Mediante la formacion de imagenes en un dispositivo de camara CCD, una camara de linea o un fotodiodo
PMT/Avalancha, la fluorescencia puede promediarse a lo largo de la altura de la lamina liquida usada. Por
consiguiente, la solucién tridimensional puede reducirse a dos dimensiones. Por lo tanto, el procedimiento descrito
en las realizaciones es también aplicable a laminas lipidicas bidimensionales, tipicamente usadas como sistemas
modelo para procesos de membrana (por ejemplo, membrana lipidica bicapa unida a superficie soportada (tBLM,
como se ilustra en las figuras adjuntas, particularmente la figura 38), o monocapas clasicas de Langmuir). Los
compuestos marcados con fluorescencia que flotan en esta membrana (por ejemplo, lipidos, proteinas y similares)
se mueven en gradientes de temperatura y se reordenan de acuerdo con su energia de solvatacion. La
redistribucion de fluorescencia en estas capas o membranas lipidicas se puede emplear en el contexto de la
invencion, como la redistribucién de los compuestos en solucién para detectar propiedades o caracteristicas
bioquimicas o biofisicas, como cambios conformacionales, interacciones, radio hidrodinamico y similares. En el
sistema de membrana, la distribucion de la temperatura local se establece por la solucién acuosa circundante, por
ejemplo, la solucién acuosa por encima de una superficie soportada por membrana. Por la conduccion de calor, la
capa lipidica por encima de una solucién acuosa también adopta la temperatura correspondiente.

De acuerdo con el primer modo de realizacion ilustrativo de la invencion, las particulas pueden ser biomoléculas y/o
(nano o micro) particulas y/o perlas, en particular microperlas, y combinaciones de estos. Con el uso de
nanoparticulas modificadas/microparticulas/proteinas de microperlas, el ADN y/o ARN pueden ser detectados
mediante uniones especificas de proteinas, ADN y/o ARN a las nanoparticulas/microperlas, ya que la unién
especifica cambia el movimiento terméforo de las nanoparticulas/microperlas. La velocidad de las particulas
mayores de 100 nm puede detectarse por un Unico seguimiento de particulas.

La luz laser puede estar dentro del intervalo de 1200 nm a 2000 nm. Esta gama es ventajosa para soluciones
acuosas. El grupo hidroxilo de agua se absorbe fuertemente en dicho intervalo de longitudes de onda. Ademas,
otros disolventes con un grupo hidroxilo como el glicerol, pueden calentarse por calentamiento con laser infrarrojo).
El laser es, en algunos modos de realizacion, un laser de alta potencia dentro del intervalo de 0,1 W a 10 W,
preferiblemente de 1 W a 10 W, mas preferiblemente de 4 W a 6 W. En algunos modos de realizacion, las
concentraciones de particulas de una soluciéon acuosa estan dentro del intervalo de 1 atto Molar (por ejemplo,
microperlas de particula individual) a 1 Molar, preferiblemente de 1 atto Molar a 100 pMolar.

De acuerdo con una realizacién adicional, la soluciéon puede ser una solucién salina con concentraciones en el
intervalode 0 a1 M.

De acuerdo con aun otra realizacion adicional de la invencion, la distribucion de la temperatura espacial generada
por los haces laser esta en un intervalo de 0,1 °C a 100 °C. La sensibilidad a la temperatura del material de interés
establece los limites de la temperatura maxima utilizada en experimentos. En particular, se generan rangos de
temperatura de 0,1 °C hasta al menos 40 °C, preferiblemente hasta al menos 60 °C, mas preferiblemente hasta al
menos 80 °C, e incluso mas preferiblemente hasta al menos 100 °C mediante el haz LASER para medir la
estabilidad del ADN, por ejemplo. El experto en la técnica es consciente de que las temperaturas correspondientes
se pueden lograr, por ejemplo, enfriando el sistema experimental, asi como mediante el uso de LASER con la
potencia correspondiente. El experto en la técnica también es consciente de que mediante enfriamiento de la
muestra global es posible una mayor amplitud de aumento de temperatura (es decir, mediante calentamiento por
laser) sin causar dafo a los materiales sensibles a la temperatura. Los intervalos de temperatura ilustrativos, pero no
limitativos, y las temperaturas maximas para diferentes materiales y caracterizaciones termo-6pticas, se dan en la
tabla 1. Por consiguiente, también pueden alcanzarse temperaturas mas altas en el centro del gradiente de calor
(punto de potencia del laser maxima en y sobre la analizar/caracterizar) como se ilustra, entre otros, en la figura 3
adjunta. Dichas altas temperaturas pueden alcanzarse en camaras de alta presion. Ademas, en algunos modos de
re,alizacién, se crea un gradiente de temperatura dentro del intervalo de 0,1 nm a 500 pm de diametro en torno al haz
LASER.
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En el contexto de la invencién, el término LASER es equivalente al término "laser" y viceversa.

Un ejemplo se refiere a un dispositivo para medir las caracteristicas termo-6pticas de las particulas en una solucion.
Tal dispositivo de este tipo comprende un medio de recepcién para recibir particulas/moléculas, particularmente
particulas o moléculas marcadas o etiquetadas, dentro de la solucién, medios para excitar las particulas/moléculas,
particularmente las particulas/moléculas marcadas o etiquetadas, medios para detectar la excitacion de las
particulas/moléculas, en particular las particulas/moléculas marcadas o etiquetadas, y medios para obtener una
distribucién de temperatura espacial en la solucién. Tal dispositivo conocido como dispositivo de acuerdo con la
presente invencion para la medicion de interacciones inter y/o intramoleculares de particulas en una soluciéon como
se define en la reivindicacion adjunta 26, comprende un medio de recepcion para recibir las particulas marcadas
dentro de una solucién, medios para excitar con fluorescencia las particulas marcadas, medios para detectar la
fluorescencia excitada en dicha solucién, y un laser para irradiar un haz de luz laser en la solucién para obtener una
distribucion de temperatura espacial en la solucion alrededor del haz de luz laser irradiada, en el que el laser y los
medios para detectar la fluorescencia excitada se disponen en el mismo lado con respecto a los medios de
recepcion.

Particularmente, la luz laser puede enfocarse localmente en la solucion y la distribucion de temperatura espacial
puede obtenerse mediante la conduccién de la energia absorbida como calor en la solucién. Mediante el ajuste del
ancho de enfoque de la radiacion IR electromagnética, se pueden ajustar las dimensiones espaciales de la
distribucion de temperatura, es decir, se consigue una distribucién de temperatura amplia o estrecha. Se pueden
conseguir ajustes adicionales con respecto a la geometria de la distribucion de la temperatura escogiendo un
material para la camara de microfluidos/capilar que presenta cierta conductividad térmica (por ejemplo, alta
conductividad térmica, estrecha distribucion de la temperatura y viceversa). De acuerdo con c/co = exp[-(D/D)(T-
To)], la amplitud de estado estacionario de la sefial termo-6ptica esta relacionada exponencialmente con el aumento
de temperatura. Utilizando la relacién que se ha mostrado anteriormente, una distribucién de la temperatura espacial
se puede ajustar exactamente a la distribucion de la concentracion espacial ajustando los coeficientes Dy y D. El
tiempo que tarda el sistema en alcanzar el estado estacionario tiene, ademas de una dependencia de D, también
una fuerte dependencia de Dty el gradiente de temperatura. El producto del gradiente de temperatura y la movilidad
termofora Dt da la velocidad con la que las particulas se mueven a lo largo del gradiente de temperatura. Como
regla empirica, cuanto mas fuerte es el gradiente de temperatura y mayor es la movilidad terméfora, mas corto es el
tiempo necesario para medir las propiedades termo-Opticas. Por lo tanto, es ventajoso que se establezca una
distribucion de temperatura en escalas de longitud microscopicas (por ejemplo, 250 uym) para obtener un fuerte
gradiente de temperatura.

De acuerdo con realizaciones adicionales de la presente invencién, los medios para excitar con fluorescencia las
particulas/moléculas o particulas/moléculas marcadas pueden ser cualquier dispositivo adecuado seleccionado del
grupo que consiste en laser, fibra laser, diodo-laser, LED, halégeno, HBO (las lamparas HBO son, por ejemplo,
lamparas de arco corto en las que se quema el arco de descarga en una atmdsfera de vapor de mercurio a alta
presion), HXP (las lamparas HXP son, por ejemplo, lamparas de arco corto en las que el arco de descarga se quema
en una atmdsfera de vapor de mercurio a una presion muy alta. Por ejemplo, a diferencia de las lamparas HBO
funcionan a una presion sustancialmente mas alta y emplean un ciclo halégeno. Las lamparas HXP generan luz UV
y visible, incluida una porcidn significativa de luz roja. También se utilizan preferiblemente medios adicionales para la
excitacion como se menciona en la memoria descriptiva.

De acuerdo con realizaciones particulares de la presente invencion, los medios para detectar la fluorescencia, en la
solucién, pueden ser cualquier dispositivo adecuado seleccionado del grupo que consiste en una camara CCD (CCD
2D o exploracion lineal), camara de linea, tubo fotomultiplicador (PMT), fotodiodo de avalancha (APD), camara
CMOS. Los medios adicionales de deteccion a los que se hace referencia en la memoria descriptiva también se
utilizan en realizaciones particulares.

Los medios de recepcion para recibir las particulas marcadas dentro de una solucién pueden ser una camara, una
camara de microfluidos delgada, una cubeta o un dispositivo para proporcionar la muestra en forma de una Unica
gotita. Es ventajoso proporcionar la sonda de muestra dentro de una camara que tiene un espesor en la direccion
del haz de luz laser de 1 um a 500 um, en particular de 1 ym a 250 ym, en particular de 1 um a 100 um, en particular
de 3 ym a 50 um, en particular de 5 um a 30 ym. Un experto en la técnica entendera que el término camara también
se refiere, por ejemplo, a un capilar, un chip de microfluido o una placa de multiples pocillos. En algunas
realizaciones, la camara tiene la misma anchura que la dimension en la direccion de la luz laser (por ejemplo, un
capilar). En combinacién con una geometria elipsoidal de calentamiento laser correspondiente, tal sistema puede
reducirse de una simetria radial a una sola dimension, ya que puede usarse una camara CCD con una Unica linea
de pixeles (CCD de exploracion de linea) para integrar la fluorescencia de toda la anchura de la camara. En una
realizacion particular, los medios de recepcioén para recibir las particulas marcadas dentro de un soporte de muestra
de alias de solucidon se unen a un elemento 6ptico, tal como un objetivo. Tal configuracién evita movimientos
relativos del porta-muestras con respecto al objetivo. También se usan en algunas realizaciones medios adicionales
de recepcioén a los que se hace referencia en la memoria descriptiva.

El Iaser para la irradiacion de la luz laser puede ser, por ejemplo, un laser IR, por ejemplo, un laser con una longitud
de onda entre 1200 y 2000 nm, preferiblemente de 1455 nm y/o 1480 nm y una potencia de radiacion de 0,1 a 10 W.
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La luz laser puede acoplarse al dispositivo de la presente invencién por medio de unidades Opticas tales como fibras
laser (monomodo o multimodo) con o sin colimador. Otros medios de irradiacion a los que se hace referencia en la
memoria descriptiva se usan también en algunas realizaciones y estan dentro de la habilidad normal del experto.

El dispositivo de acuerdo con la presente invencion puede comprender ademas una unidad de control para controlar
los medios para excitar las particulas y/o los medios para detectar las particulas excitadas. En particular, la unidad
de control esta adaptada para permitir que el dispositivo de la presente invencion realice las etapas del
procedimiento como se analiza con respecto al presente procedimiento inventivo.

La unidad de control puede controlar el tipo (por ejemplo, longitud de onda), la intensidad, la duracién y/o el tiempo
para el inicio y la detencion de la irradiacién de los medios para la excitacion. Por ejemplo, en una realizacion
particular en la que los medios de excitacion son un laser, la duracién y/o el tiempo de inicio y detencion para
generar un haz laser pueden controlarse por la unidad de control.

La unidad de control puede controlar adicionalmente, o como alternativa, la exposicion, la sensibilidad, la duracion
y/o el tiempo de inicio y tiempo de detencion para la deteccion/medicién por medio de los medios de deteccion. Por
ejemplo, en una realizacién particular en la que los medios para la deteccién son una camara CCD, la temporizacion
de exposicion de la camara CCD puede controlarse por la unidad de control.

La unidad de control puede estar ademas adaptada para controlar los medios de detecciéon dependientes del estado
funcional de los medios de excitacién. En particular, puede ser ventajoso sincronizar la temporizacion de la
excitacion con el momento de la deteccion. Por ejemplo, en una realizacion particular en la que el medio de
excitacion es un laser y el medio para la deteccion es una camara CCD, la temporizacion de exposicion del CCD se
sincroniza con la irradiacion del laser. Esto se puede conseguir controlando directamente el CCD vy el laser, por
ejemplo, encendiendo y apagando el CCD vy el laser de forma sincroénica.

Como alternativa, o adicionalmente, la unidad de control puede controlar los medios, en particular los medios
opticos, que se disponen entre los medios para la excitacion y los medios de recepcion y/o se disponen entre los
medios para la deteccién y los medios de recepcion.

El dispositivo de acuerdo con la presente puede comprender al menos un obturador dispuesto entre los medios de
recepcion para recibir las particulas/moléculas marcadas y los medios para excitar las particulas/moléculas, en
particular el laser. El dispositivo de acuerdo con la presente puede comprender, adicionalmente o como alternativa,
al menos un obturador dispuesto entre los medios de recepcién para recibir las particulas marcadas y los medios
para detectar las particulas/moléculas, en particular la camara CCD. Tal obturador puede controlarse por la unidad
de control para adaptar la temporizacion de la etapa de excitacidn con la temporizaciéon de la deteccion.

Una Unica unidad de control puede cumplir las funciones de varios elementos, es decir, la unidad de control puede
comprender una pluralidad de subunidades que estan adaptadas para controlar medios particulares.

El dispositivo de acuerdo con la presente puede comprender ademas al menos un divisor de haz y/o un espejo, por
ejemplo, un filtro dicroico o un espejo dicroico, es decir, un filtro de color usado para pasar selectivamente la luz de
una pequefia gama de colores mientras que refleja otros colores, o un AOFT. El espejo dicroico puede reflejar una
longitud de onda corta (reflectancia > 80 %) y transmitir una longitud de onda larga (transmision > 80 %). El espejo
dicroico puede comprender, por ejemplo, una transmision IR mayor del 90 % y una reflectancia de al menos una
longitud de onda comprendida entre 350 a 650 nm. En algunas realizaciones, en lugar de un espejo dicroico puede
usarse un espejo de plata. El espejo (dicroico) puede disponerse en una posicion fija dentro del dispositivo. Sin
embargo, de acuerdo con algunas realizaciones, el espejo (dicroico) puede ser movil, por ejemplo, accionado por
unos medios de accionamiento (que pueden ser controlados por los medios de control).

El dispositivo de acuerdo con la presente puede comprender al menos un filtro de emision y/o de excitacion (paso de
banda/paso largo) para filtrar la longitud de onda especifica.

En otras palabras, el dispositivo de acuerdo con la presente invenciéon puede comprender también medios 6pticos
dispuestos entre los medios de recepcion para recibir las particulas marcadas y los medios para detectar las
particulas y/o entre los medios de recepcion para recibir las particulas marcadas y los medios para excitar las
particulas. Dichos medios 6pticos pueden estar adaptados para controlar la direccion de propagacion de la luz por
medio de transmision o reflexion y/o para filtrar o separar diferentes longitudes de onda mediante filtros (dicroicos).
Tales medios 6pticos pueden ser medios 6pticos pasivos o medios 6pticos activos que pueden controlarse por la
unidad de control. Por ejemplo, se puede disponer un modulo de analisis (por ejemplo, un espejo de exploracion
Galvano) entre los medios de recepcion para recibir las particulas marcadas y los medios para excitar las particulas.
El intervalo de exploracion y la temporizacion de tal médulo de exploracién pueden ser controlados por la unidad de
control, preferiblemente en dependencia con el control de los medios de recepcién y/o medios para la excitacion.

Los medios 6pticos que son ventajosos para el dispositivo de acuerdo con la presente invencion, en particular para
realizar las etapas del procedimiento de la presente invencion se han ilustrado anteriormente y a continuacién. En
particular, una pluralidad de medios 6pticos que son Utiles para un dispositivo de la presente invencién se ilustran en
la descripcién detallada de la invencion.
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De acuerdo con un ejemplo, la irradiacion del laser y la deteccion de la fluorescencia se lleva a cabo desde
diferentes direcciones, por ejemplo, la irradiacion es desde abajo y la deteccion es por encima de la muestra (como
se ilustra en las figuras adjuntas, particularmente la Fig. 1). Sin embargo, de acuerdo con la invencion, los medios
para la irradiacion y la deteccién se disponen en el mismo lado con respecto a la sonda de muestra (véase, por
ejemplo, la Fig. 2). El dispositivo de acuerdo con la presente invencion puede tener cualquier orientacion con
respecto a la direccién de la gravedad, es decir, el dispositivo puede estar orientado, por ejemplo, sustancialmente
perpendicular, paralelo o antiparalelo con respecto a la direccién de la gravedad.

En realizaciones particulares de la invencion, la sonda de muestra se proporciona en una camara. El espesor de la
sonda de muestra en la camara en la direccion del haz de luz laser es preferiblemente pequefio, por ejemplo, de 1
Mm a 500 pm, en particular de 1 ym a 250 pm, en particular de 1 ym a 100 um, en particular de 3 ym a 50 ym, en
particular de 5 ym a 30 um. Un experto en la técnica entendera que el término camara también se refiere, por
ejemplo, a un capilar, un chip de microfluido o una placa de muiltiples pocillos. En una realizaciéon adicional, la
camara tiene la misma anchura que la dimension en la direccion de la luz laser (por ejemplo, un capilar). En
combinacion con la correspondiente geometria de calentamiento laser elipsoidal, tal sistema puede reducirse desde
una simetria radial a una unica dimension. Se puede utilizar una camara CCD con una Unica linea de pixeles para
integrar la fluorescencia de toda la anchura de la camara. Ademas, soélo se puede utilizar un uUnico pixel (o un
fotodiodo o fotomultiplicador) asignado al centro del punto de calor para la deteccion de interacciones, conformacion,
etc. Se ilustra en las figuras adjuntas, en particular en la Fig. 27, cdmo se utiliza un capilar para la caracterizacion
termo-optica. Un capilar puede situarse sobre un soporte solido/portamuestras/fase con buenas propiedades de
conduccion de calor. El soporte sélido/portamuestras/fase puede enfriarse o calentarse por un elemento Peltier.
Mediante el uso de un elemento Peltier, se puede ajustar la "temperatura ambiente" de la solucion. Es ventajoso
medir la conformacién de la proteina a diferentes temperaturas, ajustar la termoforesis de
(bio)moléculas/(nano)particulas/(micro)perlas a un valor cercano al cambio de signo de la termoforesis (es decir, el
de un evento de unién cambia el comportamiento terméforo desde la acumulacién a temperaturas mas altas hasta el
agotamiento de las temperaturas mas altas). Un enfriamiento de la camara permite calentar las moléculas sensibles
a la temperatura con una potencia laser mucho mayor. En realizaciones adicionales, se colocan valvulas en el
extremo del capilar para excluir cualquier deriva del liquido dentro del capilar. A menudo la deriva es causada por la
evaporacion al final de un capilar.

Sin embargo, también es posible proporcionar la sonda de muestra sin una camara, tal como en forma de una gota,
por ejemplo, una gota de tampon.

En algunas realizaciones ejemplares de la invencion, la fluorescencia se detecta dentro de un intervalo de
aproximadamente 50 nm a 500 um en la direccion del haz laser.

En realizaciones ejemplares adicionales, la fluorescencia se detecta sustancialmente perpendicular con respecto al
haz de luz laser con una camara CCD. La segunda deteccion de fluorescencia es en algunas realizaciones una
medicién espacial de la fluorescencia en dependencia de la distribuciéon de temperatura sustancialmente
perpendicular con respecto al haz de luz laser.

Las figuras adjuntas muestran configuraciones particulares no limitativas para los dispositivos de acuerdo con la
presente invencion y ejemplos que no estan dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas. Estos dispositivos
son particularmente Utiles en la medicion de la termoforesis. La formacion de imagenes por fluorescencia y la
focalizacion por laser infrarrojo se realizan preferiblemente a través de la misma unidad 6ptica, por ejemplo, a través
del mismo objetivo. En particular, se puede usar un objetivo con muy baja refraccion de la luz IR. Esto es beneficioso
porque un perfil de temperatura espacial local a la escala micrométrica es ventajoso y deseable en el contexto de los
medios y procedimientos proporcionados en el presente documento. La alta refraccion de la luz IR por el objetivo
puede conducir a una amplia distribucién de la temperatura con una alta elevacion de la temperatura de fondo. Para
resolver este efecto menos ventajoso, se puede usar un objetivo con alta transmision en la region IR del espectro
electromagnético (preferiblemente a 1200-1600 nm, es decir, corregido para la radiacion IR). Se prefiere aqui un
objetivo que comprende solamente un pequefio nimero de lentes (es decir, objetivo con menos correccion para
longitudes de onda visibles). Como se describe en el presente documento, si se utiliza una camara de microfluidos
con una elevada relaciéon de aspecto (longitud/anchura), puede ser ventajoso cambiar el perfil del haz laser IR a una
forma elipsoidal, para calentar homogéneamente toda la seccion transversal del capilar. Esto permite, entre otras
cosas, mediciones de alta precisién con una camara de linea, fotodiodo o fotomultiplicador. Una camara de linea
proporciona simplemente una resolucion de linea a lo largo del capilar y promedia la fluorescencia espacial de toda
una seccion transversal (anchura) del capilar.

El fotodiodo o fotomultiplicador no tiene resolucién espacial, pero esta situado de manera que mida la fluorescencia
en la region caliente central. Dicho posicionamiento esta dentro de las habilidades normales del experto en la
técnica. Tanto la camara de linea como el fotodiodo combinado con una iluminacién elipsoidal de la camara de
microfluidos (es decir, capilar) se utilizan en algunas realizaciones ejemplares de la invencion para la adquisicion de
datos.

La Fig. 23 adjunta ilustra un modo de realizacion ejemplar adicional correspondiente, en la que se documenta la
deteccion simultanea de dos o mas fluoréforos/particulas marcadas diferentes. Las diferentes longitudes de onda de
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emision de las dos o mas particulas/moléculas marcadas se dividen, por ejemplo, a través de un espejo dicroico o
AOTF en dos o mas direcciones diferentes. En esta realizacion, un canal de deteccion puede usarse, por ejemplo,
para medir la temperatura a través de la fluorescencia dependiente de la temperatura de un colorante, por ejemplo,
Cy5 a una longitud de onda, por ejemplo, 680 nm +/- 30 nm. En el otro canal, la curva de fusién de una
particula/molécula marcada se puede registrar a una longitud de onda de, por ejemplo, 560 nm +/- 30 nm. También
permite la deteccion paralela de particulas/moléculas, por ejemplo, diferentes particulas/moléculas, por ejemplo, con
diferentes marcadores luminiscentes o fluorescentes

Una ventaja de la presente invencion es que, a diferencia de la técnica anterior, ahora se pueden
medir/determinar/caracterizar las particulas, en particular, y como se ilustran, (bio)moléculas o (nano o micro)
particulas o (micro)perlas empleando distribuciones de temperatura espaciales con resolucion de pm.

Por consiguiente, con los medios, procedimientos y dispositivos proporcionados en el presente documento, es
posible, entre otros, medir, detectar y/o verificar procesos biolégicos, quimicos o biofisicos y/o investigar, estudiar y/o
verificar muestras, como muestras biolégicas o farmacéuticas. También son factibles pruebas de diagndstico y son
realizaciones ejemplares de esta invencion. Entre otros, se prevé y es factible medir la longitud de moléculas de
acido nucleico (como ADN, ARN), para medir las caracteristicas de fusion de proteinas o moléculas de acido
nucleico, como, por ejemplo, de ADN bicatenario o ARN bicatenario (dsDNA/dsRNA) o de moléculas de acido
nucleico hibridas, como hibridos de ADN/ARN, para medir y/o analizar secuencias de acidos nucleicos, como la
deteccion y/o medicion de polimorfismos de nucledtidos unicos (SNP) (véase también las figuras adjuntas, en
particular la figura 4) o para medir la estabilidad de las moléculas de acido nucleico en correspondencia y en funcion
de su longitud relativa; para medir y/o verificar los productos finales de PCR, por ejemplo, en un diagnéstico médico
general, también en un diagnoéstico de cuerpo polar, un diagndstico de preimplantacién, un analisis forense. Por
consiguiente, es evidente para el experto en la técnica que los medios y procedimientos proporcionados en esta
invencion son, particularmente y no limitantes, Utiles en mediciones y/o verificaciones en las que la longitud, el
tamanio, las afinidades con otras moléculas/particulas de una particula/molécula es de interés.

Por ejemplo, los procedimientos proporcionados en el presente documento, asi como los dispositivos son utiles en la
deteccion y medicion de la longitud, la estabilidad de la temperatura, asi como puntos de fusion de moléculas de
acido nucleico y proteinas. Por lo tanto, esta dentro del alcance de la presente invencion que, por ejemplo, los
cebadores (ADN) y las sondas (de ADN o ARN) se midan y/o se verifiquen después o durante su sintesis. También
se prevé la medicion de moléculas de acido nucleico en plantillas, como chips de ADN. El término fusién en el
contexto de esta invencion se refiere a la desnaturalizacion térmica de biomoléculas, como acidos nucleicos (por
ejemplo, ARN, ADN) o proteinas.

Ademas, se contempla en el contexto de la presente invencion la medicion, deteccion y/o verificacion de mutaciones
y variaciones genéticas en moléculas de acido nucleico, por ejemplo, en forma de polimorfismos conformacionales
monocatenarios (SSCP) o en forma de polimorfismos de longitud de fragmento de restriccion (RFLP) y similares. La
presente invencion también proporciona la posibilidad de analizar heteroduplex. Los heteroduplex se generan por
desnaturalizacion por calor e hibridacion de una mezcla de, por ejemplo, moléculas de ADN de tipo silvestre y
mutante. En particular, también es posible medir el efecto de la unién de proteinas a una molécula de ADN sobre la
estabilidad de esta ultima. Ademas, es posible medir la estabilidad térmica de las proteinas y el efecto de moléculas
(por ejemplo, moléculas pequefias, farmacos, farmacos candidatos) sobre la desnaturalizacion térmica.

También dentro del alcance de la presente invencién se encuentra, por ejemplo, la medicion de interacciones
proteina-proteina, como formaciones complejas de estructuras proteicas o de proteinas o de fragmentos de las
mismas. Dichas mediciones comprenden, pero sin limitacién, la medicién de reacciones de unién a anticuerpo-
antigeno (también en forma de anticuerpos monocatenarios, fragmentos de anticuerpo, cromocuerpos y similares).
Sin embargo, los modos de realizacion de la presente invencion también se refieren a la deteccion y/o medicion de
eventos de disociacion, como, por ejemplo, la disociacion de complejos de proteinas. Por lo tanto, la invencion es
también util en la medicion, determinacion y/o verificacion de eventos de disociaciéon, como en la medicion de la
disociacion de complejos proteinicos, por ejemplo, complejos anticuerpo-antigeno y similares. Las figuras adjuntas
también muestran que los medios y procedimientos proporcionados en el presente documento son Uutiles, por
ejemplo, en la medicion de curvas de fusién para las moléculas de &acido nucleico, proteinas y analisis
correspondientes.

El experto en la técnica entiende que el término "microparticula/nanoparticula modificada", como se emplea en el
presente documento, no se limita a "microparticula/nanoparticula” en si, sino que los medios, particulas y materiales
divulgados en el presente documento también pueden usarse y emplearse por el uso de otros medios, en particular,
medios coloidales, como espumas, emulsiones y soles.

Dado que las microparticulas muestran una termoforesis muy fuerte, como se ilustra en los ejemplos y figuras
adjuntos, particularmente en la Fig. 33, pueden utilizarse como un material portador para la deteccion y
caracterizacion de, por ejemplo, biomoléculas, como proteinas o acidos nucleicos. Mediante el uso de
microparticulas, la sefial terméfora de, por ejemplo, las biomoléculas puede mejorarse. La atraccion de una
microparticula a un valor extremo (por ejemplo, la temperatura maxima) de la distribucion de temperatura espacial
debida a la termoforesis puede ser lo suficientemente fuerte para atrapar las microparticulas alli (como se ilustra en

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2611996 T3

los ejemplos y figuras adjuntos, particularmente en la Fig. 34).

Una microparticula es una particula con una longitud caracteristica de menos de 1 mm y mas de 100 nm sin
restriccion del material (por ejemplo, particulas de silice/vidrio/biodegradables recubiertas o no recubiertas,
particulas de poliestireno/recubiertas/de citometria de flujo/de PMMA/melamina/NIST, particulas de agarosa,
particulas magnéticas, particulas de oro o particulas de plata recubiertas o sin recubrir, u otros metales, metales de
transicion, materiales biologicos, semiconductores, particulas organicas e inorganicas, microesferas de poliestireno
fluorescente, microesferas de poliestireno no fluorescente, materiales compuestos, liposomas, células y similares).

Una nanoparticula es una particula con una longitud caracteristica de menos de 100 nm sin restriccion del material
(por ejemplo, puntos cuanticos, nanocristales, nanocables, pozos cuanticos).

Las particulas o perlas de acuerdo con esta invencion pueden modificarse de tal manera que, por ejemplo, las
biomoléculas, por ejemplo, ADN, ARN o proteinas, pueden ser capaces de unirse (en algunas realizaciones
especificamente y/o covalentemente) a las particulas o perlas. Por lo tanto, dentro del alcance de esta invencion se
encuentra el analisis termo-6ptico de las caracteristicas de perlas y/o particulas y en particular de moléculas unidas
a o unidas a tales perlas o particulas. En particular, tales moléculas son biomoléculas. En consecuencia, la
expresion "micro(perlas)/(nano o micro)particulas modificadas”, en particular, se refiere a perlas o particulas que
comprenden moléculas adicionales a analizar o caracterizar (un ejemplo no limitativo para el caso de nanoparticulas
se muestra en las figuras y ejemplos adjuntos, particularmente en la Fig. 34). Las microparticulas/(nano o
micro)particulas modificadas o no modificadas pueden interactuar con otras particulas/moléculas, tales como
biomoléculas (por ejemplo, ADN, ARN o proteinas) en solucion. El experto entiende que las propiedades termoforas
de las particulas modificadas cambiaran tras la unién de las biomoléculas en solucioén a las biomoléculas unidas a la
particula como modificacion. Tal interaccion puede influir en la fuerza que actia sobre la particula/molécula
(modificada). Mediante el ajuste de la irradiacion laser IR, el movimiento resultante puede verse influenciado de tal
manera que la particula/perla queda atrapada. El "atrapamiento” de la particula/perla, en particular particulas/perlas
que comprenden biomoléculas, significa que la particula/perla permanece dentro de una cierta posicion, mostrando
unicamente fluctuaciones comparativamente bajas. Estas fluctuaciones son diferentes de las fluctuaciones basadas
en movimientos Brownianos. Cuando una biomolécula de solucion se une a la particula modificada
biomolecularmente, la fuerza que actia sobre la particula/perla cambiara debido a un cambio de las propiedades
termdforas, lo que puede dar como resultado el movimiento de la particula fuera de la posicion determinada donde la
particula/perla se atrapé o/y en un cambio de las fluctuaciones de la particula/perla. El procedimiento descrito aqui
se denomina "trampa termo-6ptica" y es particularmente Util en ciertos ejemplos descritos en el presente documento.
La "trampa termo-6ptica" también se ilustra en los ejemplos y figuras adjuntos. Otros sinénimos para la "trampa
termo-optica" son "trampa optotérmica”, "trampa terméfora”, asi como "pinzas optotérmicas" o "pinzas terméforas”.

Por consiguiente, un ejemplo también se refiere a una trampa optotérmica. Los términos "termo-dpticos”,
"termoodptico”, "optotérmico" y "opto-térmico" se utilizan como sinénimos. Este ejemplo particular ilustra que los
objetivos dados, por ejemplo, perlas/particulas modificadas marcadas con fluorescencia con un tamafio de 100 nm
hasta varios um (por ejemplo, perlas de poliestireno o perlas de silice) y vesiculas y células de lipidos muestran un
movimiento dirigido a la temperatura maxima de una distribucién de temperatura espacial generada aplicando
radiacion laser IR a una soluciéon acuosa como se ilustra en las figuras adjuntas, particularmente la figura 39.

Como se muestra en el ejemplo adjunto, los dispositivos y los procedimientos de la presente invencion definida por
las reivindicaciones adjuntas, también se pueden emplear para la captura termoéfora de moléculas o particulas,
incluyendo las estructuras lipidicas (como vesiculas o liposomas), asi como los componentes celulares de incluso
células. También se prevé que los dispositivos y procedimientos de la presente invencion se pueden usar para la
captura termoéfora de células o componentes celulares, como nucleos celulares, cromosomas, mitocondrias,
cloroplastos y similares. El atrapamiento terméforo como se muestra en el presente documento, es particularmente
util para estudiar interacciones de, por ejemplo, proteinas (por ejemplo, con otras proteinas, por ejemplo,
interacciones anticuerpo-antigeno y similares), para estudiar eventos de transporte a través de membranas (por
ejemplo, vesiculas o liposomas), para la determinacion de actividad de proteinas de membrana comprendidas en
membranas/vesiculas/liposomas biolégicos, como bombas de iones, transportadores de membrana y similares.
Ademas, la mera presencia de moléculas, particulas, liposomas, vesiculas, perlas, células o componentes celulares
en dicha solucion puede detectarse y/o analizarse mediante el uso de los dispositivos y procedimientos de captura
terméforos descritos en el presente documento. Las moléculas, particulas, vesiculas, perlas, células o componentes
celulares y similares atrapados termoéforamente pueden transportarse y moverse dentro de la solucion de analisis
(véanse también las figuras adjuntas). Se prevé que las moléculas, particulas, liposomas, vesiculas, perlas, células o
componentes celulares atrapados terméforamente queden expuestos a diferentes soluciones de tampon para ciertas
aplicaciones, es decir, el tampdn en torno a las moléculas, particulas, vesiculas, perlas, células o componentes
celulares atrapados, etc. se pueden intercambiar y se pueden realizar mediciones correspondientes.

También se proporcionan en los ejemplos adjuntos ejemplos adicionales en el contexto del atrapamiento termdforo.
Es evidente para el experto en la técnica que los conceptos de termoforesis como se divulgan en el presente
documento también pueden emplearse, por ejemplo, en la clasificacion de vesiculas, componentes celulares (como,
por ejemplo, mitocondrias, cloroplastos, nucleos, cromosomas) o incluso células enteras. Por consiguiente, el
presente ejemplo también proporciona un procedimiento para atrapar termo-6pticamente moléculas, particulas,
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vesiculas, perlas, liposomas, células o componentes celulares, etc., comprendiendo dicho procedimiento las etapas
de proporcionar una sonda de muestra con moléculas, particulas , vesiculas, perlas, liposomas, células o
componentes celulares (preferiblemente marcados); irradiar un haz de luz laser en la solucion para obtener una
distribucion de temperatura espacial en el haz de luz laser irradiado; detectar opcionalmente las moléculas,
particulas, vesiculas, perlas, células o componentes celulares (preferiblemente marcados); y atrapar las moléculas,
particulas, vesiculas, liposomas, perlas, células o componentes celulares (preferentemente marcados) de acuerdo
con la movilidad termoéfora de dichas moléculas, particulas, vesiculas, perlas, células o componentes celulares. Por
ejemplo, las moléculas, particulas, vesiculas, perlas, células o componentes celulares (preferiblemente marcados)
pueden quedar atrapados en el centro del punto de calor generado por laser (en particular cuando la movilidad
termdéfora de las moléculas, las particulas, las vesiculas, los liposomas, las perlas, las células o los componentes
celulares atrapados, etc. es negativa). Sin embargo, las moléculas, particulas, vesiculas, perlas, células o
componentes celulares (preferiblemente marcados) también pueden quedar atrapados en una temperatura minima
(global o local), en particular, cuando la movilidad termdéfora de las moléculas, particulas, vesiculas, perlas, células o
componentes celulares atrapados, etc. es positiva. El experto en la materia es consciente de que la expresion
"movilidad termofora”, DT se refiere a un coeficiente que relaciona la velocidad (v) de una molécula/particula/perla,
etc. dada al gradiente de temperatura (VT), de acuerdo con v = -DTVT.

Los ejemplos proporcionados en el presente documento anteriormente en el contexto del procedimiento para la
medicién de caracteristicas termo-épticas de las particulas/moléculas, etc. en una solucién, se aplican al
procedimiento de atrapamiento termo-éptico de moléculas, particulas, vesiculas, perlas, liposomas, células o
componentes celulares, etc. mutatis mutandis. También se proporcionan en el presente documento dispositivos para
el atrapamiento termo-oOptico y también se ilustran en las figuras adjuntas, por ejemplo, el dispositivo como se
muestra en la figura 19 o 24 adjunta. Un dispositivo correspondiente comprende, por consiguiente, un laser IR para
irradiar un haz laser en la solucién que contiene las moléculas, particulas, vesiculas, perlas, liposomas, células o
componentes celulares (preferiblemente marcados) a atrapar, para obtener una distribucion de temperatura espacial
en dicha soluciéon en torno al haz de luz laser irradiado. Por lo tanto, dicho dispositivo para atrapar de forma termo-
optica moléculas, particulas, vesiculas, perlas, liposomas, células, componentes celulares, etc., (preferiblemente
marcados), puede comprender: (a) un medio de recepcion para recibir moléculas, particulas, vesiculas, perlas,
células, componentes celulares (opcionalmente marcados), etc. dentro de una solucion; (b) (opcionalmente) medios
para excitar con fluorescencia las particulas marcadas; (c) (opcionalmente) medios para detectar la fluorescencia
excitada en dicha solucion; y (d) un laser IR para irradiar un haz de luz laser en la solucién para obtener una
distribucion de temperatura espacial en la solucién alrededor del haz de luz laser irradiado.

El movimiento de moléculas, particulas, vesiculas, liposomas, perlas, células, componentes celulares, etc., puede
describirse por una fuerza terméfora que actla sobre la particula. Suponiendo un equilibrio termodinamico, esta
fuerza puede derivarse de la entalpia libre de Gibbs a presion constante.

F=-1/2* St * kg*grad(T?)
donde St es el coeficiente Soret y kg la constante Boltzmann.

La temperatura T es una funcién de x e y: T = T(x,y). Por ejemplo, en una geometria simétrica radial como la
distribucion de temperatura espacial generada por un laser IR enfocado (como se ilustra en las figuras adjuntas,
particularmente en la Fig. 3a), puede verse facilmente que la fuerza puede atraer una particula al maximo de la
distribucion de la temperatura espacial. Si St < 0 da como resultado una fuerza que atrapa la particula/perla objetivo
dada, por ejemplo, una microparticula de silice, preferiblemente una microparticula de silice recubierta, al maximo
(local o global) de la distribucion de temperatura.

A diferencia de las pinzas opticas/atrapamiento éptico que se conoce en la técnica, la trampa termo-6ptica de
acuerdo con el presente ejemplo se basa en diferentes principios. En lugar de usar un gradiente de campo
electromagnético como se usa para el pinzamiento 6ptico, se utiliza un gradiente de temperatura para atrapar, mover
y controlar una particula de acuerdo con la presente invencion. Por lo tanto, no es necesaria una 6ptica confocal
sofisticada en algunos ejemplos de la trampa termo-6ptica. El uso de gradientes de temperatura también permite la
atraccion de moléculas desde distancias de 1 uym a varios cientos de micrémetros de distancia al foco laser,
dependiendo del ancho del gradiente de temperatura (por ejemplo, el ancho del foco laser IR). En comparacion con
la trampa termo-optica, la regién de captacion para pinzas Opticas es muy estrecha del orden de unos pocos
micrémetros.

Como se muestra en el Ejemplo 1 adjunto, el coeficiente de Soret St es una funcion del area superficial A de la
particula diana, por ejemplo, la perla, la carga cuadratica eficaz oeff o« y la entropia de hidratacion especifica de
area de particula snye- Asi, la fuerza termdéfora también sera proporcional a estas propiedades de las particulas.

Si una de estas propiedades cambia (preferiblemente la carga eficaz o la entropia de hidratacion), la fuerza de
atrapamiento cambia también. Si cambia la fuerza de atrapamiento/el potencial de atrapamiento, también cambian
las fluctuaciones (como también se ilustra en la Fig. 32 adjunta) registrando las fluctuaciones de la particula, se
puede detectar un cambio en las propiedades termdforas de la particula y, por lo tanto, se puede detectar la unién
de, por ejemplo, biomoléculas a esta particula/perla.
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En el caso de una particula/perla, por ejemplo, una microparticula de silice, preferiblemente una microparticula de
silice recubierta, mas preferiblemente una microparticula de silice revestida con grupos especiales en su superficie
(por ejemplo, proteinas). Estos grupos pueden ser capaces de unirse especificamente a proteinas, anticuerpos,
moléculas pequefias, ADN, ARN, etc. Si hay una unién de una de estas especies al grupo especifico en la
perla/particula, las propiedades (por ejemplo la superficie A) de la particula, por ejemplo, la perla, cambian, lo que
puede dar como resultado un St diferente y, por lo tanto, una fuerza termofora diferente F (por ejemplo, el
signo/direccion de la fuerza puede cambiar).

Un ejemplo particular se refiere a la medicion de las fluctuaciones de tal particula/molécula diana dada en el maximo
de la distribucion de la temperatura mediante la deteccién de su posicién a través de la medicion de la fluorescencia
o similares. Cuando la particula/molécula esta atrapada en la distribucion de temperatura, la solucién a su alrededor
se puede intercambiar facilmente con una solucién que contiene moléculas no marcadas o marcadas que se prevé
que se unan a la particula "atrapada", por ejemplo, al modificarse de una manera que permita la union especifica
(por ejemplo, por anticuerpos). Un evento de union puede detectarse por un cambio en la amplitud de las
fluctuaciones (es decir, el potencial en el que la particula se atrapa cambia debido a la unién de moléculas a la
superficie de la particula). Mediante la deteccion de las caracteristicas dependientes del tiempo de la variacion en la
amplitud, se puede medir y establecer una cinética de unién.

En otro ejemplo particular, puede aprovecharse el cambio en el signo de St de la particula diana. Si St <0, una
particula, por ejemplo, una perla o una microparticula de silice fluorescente, con grupos/sitios de union especificos,
queda atrapada a la temperatura maxima en la distribuciéon de temperatura espacial. Si S 1 de la particula diana
cambia su signo tras, por ejemplo, la aglomeracion o uniéon de los grupos de unién con moléculas, por ejemplo,
moléculas pequenas, la particula diana se aleja forzosamente del maximo de la distribucion de temperatura espacial
y la particula, por ejemplo, la perla, experimenta una repulsion en lugar de la atraccion, dando lugar a un cambio
cualitativo detectable del comportamiento de la particula diana. Por ejemplo, si la fuerza cambia de atraccion a
repulsién, la particula puede alejarse del maximo de la distribucion espacial de la temperatura. De este modo,
pueden detectarse las moléculas, por ejemplo, las moléculas pequefias, que se unen a dichos grupos de uniéon en la
superficie de la particula/perla. La unién de moléculas, por ejemplo, moléculas pequefias, se pueden medir
facilmente mediante simples procedimientos de seguimiento de particulas. La particula puede llevarse a condiciones
cercanas a un cambio de signo cambiando las condiciones del tampdén (por ejemplo concentracion de sal), la
temperatura de la solucién o por modificaciones especificas, por ejemplo, con moléculas hidréfobas o cargadas. Es
evidente que la expresion "particula diana" o "perla diana" también se refiere en este ejemplo a particulas y perlas
modificadas de forma correspondiente, como particulas/perlas que comprenden o estan ligadas a biomoléculas o
particulas/perlas recubiertas con dichas biomoléculas. Por lo tanto, las realizaciones que se han mencionado
anteriormente para "particulas/perlas" y en particular, particulas/perlas modificadas, se aplican mutatis mutandis.

La fuerza que actia sobre la particula diana, por ejemplo, una microparticula de silice recubierta con grupos
especiales, se puede medir rastreando su posicion mediante un procedimiento apropiado, como fluorescencia (si la
particula puede excitarse por fluorescencia), contraste de fase, interferencia, formaciéon de imagenes en campo
lejano, etc.

También es posible aplicar una segunda fuerza sobre la particula diana, por ejemplo, una microparticula magnética
recubierta especificamente, de tal manera que la fuerza resultante es una superposicion de la fuerza terméfora y la
segunda fuerza (por ejemplo, una fuerza magnética). La segunda fuerza puede ser, por ejemplo, una fuerza
magnética (para particulas magnéticas) o una fuerza eléctrica (para particulas cargadas) o una fuerza hidrodinamica
u otra fuerza 6ptica, como la que genera una pinza optica.

Entonces se puede medir la superposicion de fuerzas resultante, por ejemplo midiendo las fluctuaciones de la
particula (como también se ilustra en la Fig. 32 adjunta). Esta superposicién puede utilizarse para aumentar la
sensibilidad del procedimiento, por ejemplo, utilizando fuerzas de oposicion de tal manera que un pequefio cambio
en una de las propiedades de la particula/perla diana, dara como resultado un movimiento de la particula/perla
diana, mientras que sin un cambio en las propiedades de la particula/perla, la particula/perla permanece en el mismo
lugar. El aumento de la sensibilidad puede deberse a la posibilidad de ajuste de la segunda fuerza (por ejemplo, una
fuerza magnética).

La "trampa termo-Optica" también se puede usar para mover una particula/molécula diana, por ejemplo, una
perla/particula, en dos dimensiones perpendiculares al eje de la radiacion incidente laser IR. Si el foco del laser IR
se mueve, por ejemplo, mediante el uso de espejos galvanicos o un deflector 6ptico acustico (AOD), el maximo
resultante de la distribuciéon de la temperatura espacial también se mueve, asi como la particula/molécula/perla
diana. O viceversa, la camara se puede mover y el foco de laser IR se mantiene fijo (fambién como se ilustra en las
figuras adjuntas, particularmente la Fig. 34).

Usando una diversidad de puntos focales laser IR, los lotes de particulas/perlas/moléculas pueden moverse
simultaneamente, dando la oportunidad de multiplexar y también de combinar diferentes particulas diana, por
ejemplo, microparticulas especificamente recubiertas, entre si. Por lo tanto, si hay una particula diana con un
anticuerpo y otra particula diana con el antigeno correspondiente, las particulas diana pueden moverse por dos
focos laser IR hasta que estén en contacto y el anticuerpo se una al antigeno. De esta manera, las
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particulas/moléculas diana se unen entre si y puede crearse una composicion de particulas.

De acuerdo con esta invencion, también es posible generar un patrén de interferencia de la radiacion laser IR, dando
como resultado una rejilla espacial de maximos de temperatura. Con esta rejilla espacial de la distribucion espacial
de la temperatura, las particulas/moléculas diana pueden atraparse y también pueden moverse moviendo el patréon
de interferencia.

Como se demuestra también en las figuras adjuntas, la presente invencion es particularmente util en la
determinacion de moléculas de acido nucleico de cadena sencilla o doble (véase, por ejemplo, la figura 5 adjunta).
Esto permite, entre otras cosas, determinar si una sonda/muestra dada comprende moléculas de acido nucleico
monocatenarias y/o bicatenarias. Esto es particularmente relevante en los casos en que se ha de determinar si una
muestra biolégica dada comprende, por ejemplo, acidos nucleicos viricos, como ADN monocatenario o ARN
monocatenario.

Como se documenta en el presente documento, un modo de realizacién de la presente invencion se basa en el
hecho de que con los medios y procedimientos de esta invencion es posible medir, en intervalos de tiempo muy
cortos, interacciones inter e intramoleculares. En la primera realizacion ilustrativa de la invencién como se describe
en el presente documento, se divulga un procedimiento termo-6ptico que permite la deteccion de un amplio intervalo
de temperatura (en una sonda/muestra dada) al mismo tiempo, por lo que dicho "mismo tiempo" es un intervalo de
tiempo de aproximadamente 1 ms a 250 ms, en particular 80 ms a 180 ms y, como se ilustra a 150 ms, todavia,
como mucho, a 250 ms. Esta primera realizacién ilustrativa de la invencidon no se basa ni esta relacionada con la
termoforesis. Por el contrario, la termoforesis es, en gran medida, excluida. La primera realizacion esta relacionada,
por ejemplo, con la determinacion de las curvas de fusion, por ejemplo, la determinacion de la curva o curvas de
(punto de) fusion del ADN vy la proteina. Un ejemplo no limitante de este primer modo de realizacion es la
determinacion/medicion de un uUnico polimorfismo de nucledtido, en base a como se proporciona en la figura 4
adjunta. El "punto de fusion" se define por moléculas disociadas al 50 %. Es evidente en el presente documento que
el procedimiento divulgado, como se proporciona en el primer modo de realizacion, no se limita a la determinacion
de puntos de fusiéon de moléculas de ADN.

En una termoforesis, los efectos terméforos tienen una funcién, entre otros, en un tiempo predeterminado de
aproximadamente 0,5 segundos a aproximadamente 250 segundos, preferiblemente de aproximadamente 1
segundo a aproximadamente 150 segundos, mas preferiblemente de aproximadamente 5 segundos a
aproximadamente 100 segundos, mas preferiblemente de aproximadamente 5 segundos a aproximadamente 80
segundos, mas preferiblemente de aproximadamente 5 segundos a aproximadamente 50 segundos e incluso mas
preferiblemente en aproximadamente 5 segundos a aproximadamente 40 segundos, se miden y/o se detectan
cambios de concentracion dentro de una distribucion de temperatura espacial. Aqui, los cambios de concentracion y
los cambios no estructurales de las particulas/moléculas a caracterizar de acuerdo con los procedimientos de la
invencion se miden/detectan. Los cambios estructurales en este contexto se refieren a la desnaturalizacion térmica
mencionada en la primera realizacion.

El ejemplo ilustra que los cambios conformacionales y los cambios en la superficie (como el tamafio y la quimica) y
las interacciones pueden medirse mediante caracterizacién termo-éptica debido a que las propiedades termoéforas
estan alteradas. Ademas, los dispositivos de "atrapamiento” termo-6pticos son ilustrativos para este ejemplo.

También se ilustran ilustraciones correspondientes de la utilidad de este ejemplo en los ejemplos adjuntos, por
ejemplo, la determinacién del radio hidrodinamico y la interaccién entre proteinas, la deteccion de interacciones
entre biomoléculas y la discriminacion de acidos nucleicos por tamafio, la detecciéon de la unién de moléculas a
particulas, la investigacion de la conformacion, estructura y superficie de las (bio)moléculas, la deteccion de cambios
de conformacién, como el plegado/despliegue de biomoléculas, el atrapamiento de particulas (por ejemplo, el
atrapamiento de estructuras o lipidos vesiculares) o (bio)moléculas, y la deteccién de modificaciones covalentes y no
covalentes de particulas.

Se documenta y se ilustra en el presente documento a continuacion que, por ejemplo, la termoforesis de acidos
nucleicos (en particular del ADN) es dependiente de la longitud/tamafio y los medios y procedimientos
proporcionados en el presente documento permiten la determinacion y elucidacion de ADN monocatenario frente a
bicatenario, asi como la determinacién también de acidos nucleicos pequefios de hasta por ejemplo, 100, 300, 1000
0 5000 nucledtidos o pares de bases. Un ejemplo no limitante se ilustra en la figura 5 adjunta, en la que la movilidad
en un gradiente de temperatura se mide por los medios y procedimientos proporcionados en el presente documento.
Aqui, se muestra que, en particular, el segundo modo de realizacién de esta invencidon permite la verificacion
distintiva entre longitud/tamafio (en el ejemplo particular 20mer frente a 50mer) y/o el "tipo de cadena" de las
moléculas de acido nucleico (en el ejemplo particular, ADN monocatenario frente a ADN bicatenario). De nuevo,
tampoco esta segunda realizacion ilustrativa de la presente invencion no esta limitada a la deteccion de ADN corto o
a la determinacién de moléculas de acido nucleico monocatenario o bicatenario. Ademas, pueden medirse las
interacciones entre particulas/moléculas, conformaciones, radios hidrodinamicos, cinética de unién y estabilidades
de particulas/moléculas, por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARN, PNA, LNA),
nanoparticulas, perlas, particularmente microperlas, lipidos, liposomas, vesiculas, células, biopolimeros (acido
hialurénico, alginato y similares), laminas lipidicas bidimensionales, sustancias inorganicas (por ejemplo, nanotubos
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de carbono, buckyballs, etc.), polietilenglicol (PEG). Las moléculas que se han mencionado anteriormente muestran,
por ejemplo, diferencias en la estabilidad de la temperatura. Los intervalos de temperatura especificos de las
moléculas ilustrativas para la mediciéon de las respectivas propiedades termo-6pticas se dan en la Tabla 1.

Los ejemplos de usos de los medios, procedimientos y dispositivos divulgados en el presente documento no han de
ser considerados como limitantes e ilustran la invenciéon. En particular, la presente invencién definida por las
reivindicaciones adjuntas, y sus correspondientes medios y procedimientos no se limitan al uso de la deteccion,
medicion y/o verificacion de biomoléculas, como acidos nucleicos o proteinas/estructuras proteinicas. Como es
evidente a partir de la invencion como se divulga en el presente documento, dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas, también se puede adaptar cualquier sistema sensible a la temperatura a los
procedimientos y dispositivos divulgados en el presente documento.

Por ejemplo, es factible medir también reacciones quimicas, como reacciones inorganicas u organicas.

El experto en la técnica es consciente de que la invencién, como se divulga en el presente documento, sélo esta
restringida por el hecho de que la reaccion a medir, detectar, verificar y evaluar tiene que tener lugar en una solucion
que puede calentarse 6pticamente mediante luz laser.

En algunos modos de realizacion, el dispositivo de acuerdo con la presente invencion se basa en una configuracion
de microscopia de fluorescencia con un medio de excitacion, por ejemplo, un diodo emisor de luz (LED) para la
excitacion, un conjunto de filtros de excitacion/emision, un soporte de muestras para una camara de microfluidos y
una camara CCD rapida para el registro espacial resuelto de la intensidad de fluorescencia. Esta configuracion de
microscopia de fluorescencia esta bien establecida en las ciencias bioldgicas y otras areas. De acuerdo con un
modo de realizacion ejemplar de la presente invencion, tal configuracion comun se extiende mediante un laser
infrarrojo (IR) cuya radiacion esta enfocada. El laser puede estar dispuesto por debajo del porta-muestras de modo
que la radiacion se enfoca desde debajo del porta-muestras hasta la camara de microfluidos mediante una lente
corregida por infrarrojos (como se ilustra en las figuras adjuntas, particularmente la Fig. 1). Sin embargo, de acuerdo
con la invencioén, el laser, el medio de deteccion y el medio de excitacion pueden disponerse en un lado comun del
porta-muestras, por ejemplo, por debajo del porta-muestras como se representa, por ejemplo, en la Fig. 2. En un
modo de realizacion ejemplar, el portamuestras se une al objetivo. Tal configuracion evita movimientos relativos del
porta-muestras con respecto al objetivo. De acuerdo con un modo de realizacion adicional, es posible mover el laser
libremente en el plano del objeto usando dos espejos de infrarrojos impulsados por tension. Ademas, es ventajoso el
uso de peliculas liquidas delgadas (aprox. de 1 pym a 500 pm, preferiblemente de 1 ypm a 50 pym, mas
preferiblemente de 1 ym a 20 ym, ain mas preferiblemente de 1 ym a 10 ym), por ejemplo, en camaras de liquido
fino, de soluciones de biomoléculas con radiacion IR coherente local. Sin embargo, el procedimiento de la presente
invencion no esta limitado a camaras de liquido fino. Es posible una extensiéon a pl gotas o nl gotas de soluciones
acuosas, capilares y placas de micro-pocillos como se ilustra en las figuras adjuntas, por ejemplo, la Figura 2y 16 a
24. De acuerdo con ofra realizacion ejemplar, el calentamiento por infrarrojos y la deteccion de fluorescencia se
realizan a través del mismo objetivo, lo que hace que la configuracion sea mucho mas flexible y compacta (véase,
por ejemplo, la Figura 2 y 16 a 24). El uso de un objetivo para enfocar tanto la radiacion electromagnética de la parte
infrarroja como visible del espectro comprende la necesidad de que el objetivo lo haga ambas con alta calidad
optica. En particular, la radiacién infrarroja no debe presentar una dispersion fuerte por el objetivo. Una dispersion
fuerte conducira a una compensacion de alta temperatura y un gradiente de temperatura comparativamente fuerte a
distancias desde el centro caliente. Esta situacion se evita en algunas realizaciones descritas aqui. La fuerte
dispersion aumenta el tiempo de medicion y disminuye la precision. Sin quedar limitado a la teoria, esto puede
deberse a un aumento de la escala de longitud donde la termoforesis es fuerte, por lo que el sistema necesita mas
tiempo para alcanzar el estado estacionario. El segundo efecto puede deberse al hecho de que la correccion de
blanqueo no lineal sélo es precisa si la termoforesis es despreciable a mayor distancia del punto de calor. Esto se
logra cuando la difraccion de la radiacion infrarroja es baja. Por consiguiente, y de acuerdo con esta invencion, sélo
se puede usar una direccion en el espacio para la deteccion y la manipulacion. El procedimiento descrito y los
dispositivos divulgados en el presente documento pueden integrarse en instrumentos establecidos y sistemas de alto
rendimiento.

El agua muestra una fuerte absorciéon de radiacion en el régimen de infrarrojos mayor de 1200 nm. La energia
absorbida se convierte en calor. Las lentes coherentes LASER IR e IR permiten la creacion de una densidad de
potencia muy alta de la radiacion infrarroja en solucién. Mediante el control de la 6ptica LASER, el foco LASER se
puede mover y cambiar. Esto incluye la éptica que cambia la relacion de aspecto del haz laser radial simétrico para
producir un foco en forma de linea. Esto es particularmente (til si las mediciones se realizan en un capilar. Puesto
que toda la seccion transversal se calienta homogéneamente, solo existe un perfil de temperatura espacial a lo largo
de la longitud del capilar. Un gradiente de temperatura en una Unica direccidon de espacio aumenta la precision de la
medicion ya que se pueden promediar todos los pixeles con la misma distancia desde el centro caliente. En
particular, esto permite el uso de una camara CCD con una Unica linea de pixeles. En este caso, la integracion de
fluorescencia se obtiene por hardware. Usando un fotodiodo o fotomultiplicador, se mide la fluorescencia de un
elemento de volumen finito (es decir, del centro del punto/linea de calor), sin ninguna resolucion espacial. Una
resolucién espacial de deteccion de fluorescencia sélo es necesaria en los casos en los que el radio hidrodinamico
es la propiedad termo-6ptica de interés. La técnica de calentamiento Optico permite la creacién de amplias
distribuciones de temperatura y gradientes de temperatura fuertes a escala micrométrica. En la posicion del foco
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LASER se encuentra la temperatura mas alta. Este limite de temperatura superior puede ajustarse controlando la
potencia del LASER y la forma del foco laser. Con el aumento de la distancia al foco laser, la temperatura de una
soluciéon acuosa esta disminuyendo debido a la conductividad térmica. El limite inferior de la temperatura puede
fijarse por la temperatura del material de la camara circundante. Este material puede enfriarse, por ejemplo, hasta 0
°C. De esta manera, es posible generar una distribucién de temperatura que contenga todas las temperaturas entre
100 °C (con alta potencia laser) en el foco laser y 0 °C a mayores distancias con respecto al punto de calor.

Con el procedimiento de la presente invencion, es posible calentar y analizar soluciones, en particular soluciones
acuosas de una manera termo-6ptica. No hay necesidad de materiales conductores de calor como transductores de
calor de un elemento de calentamiento (alambre de cobre, Peltiers, etc.). La propia solucién se calienta directamente
mediante la luz LASER. Debido a que el enfoque por laser sélo esta limitado por difraccién, se pueden observar
simultaneamente distribuciones de temperatura que abarquen todas las temperaturas entre 0 °C y 100 °C (la fase
liqguida completa del agua) en una escala de longitud de unos pocos cientos de micrometros.

Con el procedimiento de la presente invencion, las mediciones son 3000-10000 veces mas rapidas que los sistemas
de mediciéon disponibles mas rapidos conocidos en la técnica. El procedimiento de la presente invencién permite
obtener todas las temperaturas entre 0 °C y 100 °C al mismo tiempo ya que se utiliza una distribucién de
temperatura espacial. La temperatura no se crea por contacto con un elemento de calentamiento, sino dentro de la
propia muestra. Mediante el uso de la dptica de exploracién infrarroja, se pueden crear patrones de temperatura
bidimensionales arbitrarios en solucién. De esta manera, cualquier estructuracién de la superficie esta obsoleta.
Ademas, todos los materiales transparentes para la radiacion en el infrarrojo se pueden utilizar para construir una
camara de medicion de microfluidos (vidrio, zafiro, plastico, silicio, cristales).

Ademas, el procedimiento de la presente invencién también se puede usar para crear distribuciones de temperatura
en la solucién acuosa cerca de una superficie. Debido a la continuidad de la temperatura, la superficie también
adopta una distribucion de temperatura. Por lo tanto, es posible calentar tanto la superficie, como la solucién. Una
posible aplicacion es el analisis de micromatrices de ADN. Se pueden usar gradientes de temperatura cercanos a
una superficie para mover moléculas hacia una superficie o lejos de una superficie. Estos cambios de concentracion
locales pueden medirse precisamente por el sistema de fluorescencia de reflexion interna total (TIRF) mostrado en
las figuras adjuntas, particularmente las figuras 24 y 36, o cualquier sistema 6ptico (1) con capacidad para realizar
una TIRF. Este movimiento termdéforo en la direccion de la luz Iaser incidente puede usarse para dirigir moléculas a
una estructura de microfluido para capturarlas y/o concentrarlas. Por lo tanto, los gradientes de temperatura
generados de acuerdo con la presente invencidon también pueden usarse para capturar y/o concentrar
moléculas/particulas. La captura y concentraciéon de moléculas/particulas depende de sus propiedades termo-
opticas (por ejemplo, el signo del efecto termdéforo).

Una manera de suprimir los efectos secundarios relacionados con las temperaturas no homogéneas en solucion
puede suprimirse eligiendo la geometria de la camara de microfluidos correcta. Por ejemplo, la conveccion se aborda
utilizando sélo una fina lamina de liquido. Esto también significa que es ventajoso para mediciones reproducibles y
precisas que la altura de la lamina delgada de liquido no varie de una medicién a otra. La velocidad del flujo
convectivo, que va acompafiada de la distribuciéon espacial de la temperatura, depende cuadraticamente de la altura
de la lamina liquida. Esta no linealidad significa que cambios ligeros en la altura de la camara conducen a cambios
comparativamente fuertes en la velocidad del flujo convectivo, que a su vez efectia el perfil de concentracion y de
temperatura de una manera muy complicada. Por lo tanto, los experimentos se realizan preferiblemente en camaras
de medicion de microfluido de altura definida (por ejemplo, capilares). Puesto que, de acuerdo con los medios y
procedimientos de esta invencion, la temperatura se genera en el presente documento por la generacion de calor
debido al proceso de absorcion, la altura constante también es ventajosa para obtener distribuciones de temperatura
reproducibles. Las diferencias de altura conduciran a desviaciones debidas a las diferencias en la cantidad de
energia absorbida y a las diferencias en la relacion volumen/superficie. Esta relacion determina la velocidad de
transferencia de calor al entorno y, por lo tanto, también la distribucion de temperatura en solucion. La
reproducibilidad del perfil de temperatura determina la maxima precisién de medicién posible.

Otra manera es medir aun mas rapido para evitar perturbaciones por conveccion abriendo la posibilidad de medir en
gotas unicas o placas de micro-pocillos (lamina de liquido mas gruesa). Dado que el laser IR se absorbe en una
escala de longitud de 300 pym (1/e) de muestras delgadas, por ejemplo, se calientan las camaras finas
homogéneamente en la direccion z (altura).

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un procedimiento mejorado para medir interacciones inter y/o
intramoleculares de particulas/moléculas en una solucién, como se define en la reivindicaciéon 1 adjunta, con las
etapas de (a) proporcionar una sonda de muestra con particulas/moléculas marcadas en una solucion; (b) excitar
con fluorescencia dichas particulas marcadas y, en primer lugar, detectar la fluorescencia de dichas
particulas/moléculas excitadas; (c) irradiar un haz de luz laser en la solucién para obtener una distribucion de
temperatura espacial en la soluciéon alrededor del haz de luz laser irradiado; (d) detectar en segundo lugar una
fluorescencia de las particulas/moléculas en la solucién en un tiempo predeterminado después de que se ha iniciado
la irradiacion del laser en la solucién, y caracterizar las interacciones inter y/o intramoleculares de
particulas/moléculas en base a dichas dos detecciones, en las que la irradiacion del laser y la detecciéon de la
fluorescencia se realiza desde el mismo lado con respecto a la sonda de muestra.
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En una realizacion ejemplar, el tiempo predeterminado esta dentro del intervalo de 1 ms a 250 ms. Preferiblemente,
el tiempo de deteccion esta en el intervalo de 1 ms a 50 ms. En una realizaciéon particular, el haz laser esta
desenfocado de tal forma que un gradiente de temperatura en la distribucion de temperatura esta en el intervalo de
0,0 a 2 K/um, preferiblemente de 0,0 a 5 K/um. Preferiblemente, el haz laser se irradia a través de un elemento
6ptico en la soluciéon. En una realizacion particular, el elemento 6ptico es una Unica lente. En una realizacion
particular de la invencion, el procedimiento comprende ademas la etapa de medir la distribucion de temperatura en
la solucion en torno al haz irradiado con un colorante sensible a la temperatura. La distribucion de temperatura se
puede determinar basandose en la fluorescencia detectada del colorante sensible a la temperatura, en el que la
solucién que comprende dicho colorante sensible a la temperatura se calienta por el haz de rayos laser irradiado y la
intensidad de fluorescencia espacial de fluorescencia se mide sustancialmente perpendicular alrededor del haz
laser. En un modo de realizacidon ejemplar adicional, el tiempo predeterminado esta dentro del intervalo de 0,5 s a
250 s. Preferiblemente, en dicho cambio o cambios de concentracion de tiempo predeterminado en la distribucion de
temperatura espacial en la solucion debido a efectos termdforos y tal cambio o cambios de concentracion se
detectan por un cambio en la distribucién de fluorescencia. En algunos modos de realizacion, el haz laser se enfoca
de tal manera que se consigue un gradiente de temperatura dentro de la distribucion de temperatura en el intervalo
de 0,001 a 10 K/um. En un modo de realizacion ejemplar adicional de la invencion, se detecta fluorescencia con una
camara CCD. En algunas realizaciones ejemplares, el brillo de dicha fluorescencia se detecta con un fotodiodo o un
Unico pixel con el CCD en el centro del haz laser. En otros modos de realizacion ejemplares adicionales, las
particulas son biomoléculas y/o nanoparticulas y/o microperlas y/o combinaciones de las mismas. En realizaciones
particulares, la luz laser esta dentro del intervalo de 1200 nm a 2000 nm. Preferiblemente, el laser es un laser de alta
potencia dentro del intervalo de 0,1 W a 10 W, mas preferiblemente de 0,1 W a 10 W, aun mas preferiblemente de 4
W a 6 W. En algunos modos de realizacion ejemplares, la solucion es una soluciéon acuosa con una concentracion
de particula dentro del intervalo de 1 atto Molar (microperlas de particulas individuales) a 1 M, preferiblemente de 1
atto Molar a 100 uMolar. Particularmente, la solucién es una solucién salina con concentraciones en el intervalo de 0
a 1 M. Preferiblemente, la distribucion espacial de la temperatura esta entre 0,1 °C y 100 °C. En modos de
realizacion preferidos, el gradiente de temperatura se crea dentro de 0,1 um a 500 pm de diametro alrededor del haz
laser. La irradiacion del laser y la deteccion de la fluorescencia se realiza segun la invencion desde el mismo lado
con respecto a la sonda de muestra. Preferiblemente, la solucién se proporciona con un espesor en la direccién del
haz de luz laser de 1 ym a 500 yum. En modos de realizacion particulares, se detecta la fluorescencia dentro de un
intervalo de 1 ym a 500 um, en particular de 50 nm a 500 uym en la direccién del haz laser. Preferiblemente, la
fluorescencia se detecta sustancialmente perpendicular con respecto al haz de luz laser con una camara CCD. Mas
preferiblemente, la segunda deteccion de fluorescencia es la medicion espacial de la fluorescencia en funcion de la
distribucién de la temperatura sustancialmente perpendicular con respecto al haz de luz laser. En modos de
realizacién preferidos, la soluciéon de muestra se encuentra en un capilar.

La presente invencion también proporciona un dispositivo para medir las interacciones inter y/o intramoleculares de
particulas en una solucion como se define en la reivindicacion 26 adjunta y como se describe en cualquiera de los
modos de realizacion anteriores, en el que el dispositivo comprende: un medio de recepcién para recibir particulas
marcadas dentro de una solucién; medios para excitar con fluorescencia las particulas marcadas; medios para
detectar la fluorescencia excitada en dicha solucién; un laser para irradiar un haz de luz laser en la solucién para
obtener una distribucién de temperatura espacial en la solucion alrededor del haz de luz laser irradiado, en el que el
laser y los medios para detectar la fluorescencia excitada se disponen en el mismo lado con respecto a los medios
de recepcion.

En algunas realizaciones ejemplares, los medios para excitar con fluorescencia las particulas marcadas son un LED.
Preferiblemente, el laser es un laser de alta potencia dentro del intervalo de 0,1 W a 10 W, preferiblemente de 1 W a
10 W, mas preferiblemente de 4 W a 6 W. En un modo de realizacion mas preferido, el dispositivo comprende
ademas una optica para ampliar la region detectada. En realizaciones particulares, el dispositivo comprende ademas
una optica para enfocar o desenfocar el haz laser. Preferiblemente, la 6ptica es una lente Unica. En realizaciones
preferidas, el medio de deteccidon es una camara CCD. En algun modo de realizacién preferido, la camara CCD es
una camara CCD de linea. En realizaciones particulares, la deteccion es unidimensional a lo largo de la longitud de
un capilar. En otro modo de realizacion particular, el medio de deteccién es un fotodiodo.

La presente invencion también se refiere al uso de los procedimientos y los dispositivos descritos en cualquiera de
los modos de realizacién realizaciones anteriores para detectar y/o medir las caracteristicas de particulas y/o
moléculas en solucidon. Las moléculas a detectar, medir o caracterizar de acuerdo con esta invencion también
pueden ser candidatos a farmacos.

En realizaciones particulares de la invencion, las caracteristicas a detectar o medir de acuerdo con esta invencion se
seleccionan del grupo de estabilidad, longitud, tamafio, conformacion, carga, interaccion, formacién de complejos y
modificacion quimica de particulas. En los modos de realizacion preferidos, las particulas a medir se seleccionan del
grupo que consiste en una molécula, biomolécula(s), nanoparticulas, perlas, microperlas, una sustancia(s)
organica(s), una sustancia(s) inorganica(s) y/o combinaciones de éstos. Preferiblemente, dicha particula se
selecciona del grupo que consiste en una (bio)molécula(s), nanoparticulas, microparticulas, microperlas, una
sustancia(s) organica(s), una sustancia(s) inorganica(s) y/o combinaciones de estos. Mas preferiblemente, la
(bio)molécula se selecciona del grupo que consiste en una proteina(s), un péptido(s), un acido(s) nucleico(s) (es
decir, ARN (por ejemplo ARNm, ARNt, ARNr, snRNA, siRNA, miRNA), ADN), uno o mas aptameros de ARN, un
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anticuerpo/anticuerpos (o fragmentos o derivados de los mismos), una o mas moléculas de fusion de acido nucleico
a proteina, PNA, uno o mas ADN bloqueados (LNA) y un biopolimero(s) (polimero de azucar, acidos hialurénicos,
alginato, etc.). Ademas, las interacciones intra o intermoleculares, por ejemplo, plegado de proteinas/desplegado,
estan dentro del alcance de la invencion.

Un ejemplo se refiere a un procedimiento para medir termo-6pticamente las caracteristicas fisicas, quimicas o
bioldgicas de particulas/moléculas en una solucion con las etapas de (a) proporcionar una sonda de muestra con
particulas/moléculas marcadas en una solucion en un capilar; (b) excitar con fluorescencia dichas
particulas/moléculas marcadas y detectar en primer lugar la fluorescencia de dichas particulas/moléculas excitadas
unidimensionalmente a lo largo de la longitud del capilar; (c) irradiar un haz de luz laser en la solucién para obtener
una distribucion de temperatura lineal en la solucién alrededor del haz de luz laser irradiado a lo largo de la longitud
del capilar; y (d) detectar en segundo lugar una fluorescencia de las particulas/moléculas en la solucién en un tiempo
predeterminado después de que se ha iniciado la irradiacion del laser en la solucién, y caracterizar las particulas
basandose en dichas dos detecciones.

Un ejemplo proporciona un dispositivo particular para medir termo-6pticamente las caracteristicas fisicas, quimicas o
biolégicas de particulas/moléculas en una solucion como se describe en cualquiera de las realizaciones anteriores,
en el que el dispositivo comprende: un capilar para recibir particulas/moléculas marcadas dentro de una solucion;
medios para excitar con fluorescencia las particulas/moléculas marcadas; medios para detectar la fluorescencia
excitada en dicha soluciéon de manera unidimensional a lo largo de la longitud de dicho capilar; un laser para irradiar
un haz de luz laser en la solucién para obtener una distribucién de temperatura lineal en la solucién alrededor del
haz de luz laser irradiado.

El dispositivo de acuerdo con la presente invencién con un microscopio de fluorescencia y calentamiento laser
infrarrojo local también se puede usar para medir el efecto de los gradientes de temperatura (es decir, temperatura
en homogeneidades) en moléculas disueltas (véase el segundo modo de realizacion de la presente invencion). Casi
todas las moléculas disueltas comienzan a moverse en un gradiente de temperatura, ya sea a regiones calientes o
frias. Este efecto se denomina termoforesis o efecto Soret y se conoce desde hace 150 afios. Pero el mecanismo
del movimiento de las moléculas en los liquidos permanecio incierto. Recientemente se ha dado un importante paso
hacia una comprensioén teérica de la termoforesis en liquidos.

Con el procedimiento y el dispositivo segun la invencion, la estabilidad, la conformacién, el tamafio y/o la longitud de
las moléculas, en particular las biomoléculas, se pueden caracterizar y/o determinar. La interaccion de
(bio)moléculas con otras moléculas o particulas, por ejemplo, (bio)moléculas, nanoparticulas o perlas adicionales,
por ejemplo, microperlas, se caracteriza en realizaciones particulares de la invencién. Las moléculas a analizar
también pueden estar unidas (por ejemplo covalentemente o no covalentemente) a perlas o particulas, por ejemplo,
las perlas o particulas pueden recubrirse con moléculas (por ejemplo, biomoléculas) a analizar, caracterizadas de
acuerdo con esta invencion.

A continuacion, se analizaran dos procedimientos ilustrativos de acuerdo con la presente invencion que se basan en
un protocolo de medicion muy similar pero analizan parametros de moléculas muy diferentes. Solo en el
procedimiento de la segunda realizacion ilustrativa de la presente invencion se utiliza el movimiento terméforo de las
particulas. En el procedimiento de la primera realizacion ilustrativa, este efecto debe excluirse. Ademas, se
explicaran en detalle realizaciones particulares de la presente invencion con referencia a las figuras y con referencia
a los ejemplos detallados adjuntos. Dichas referencias a las figuras y ejemplos no se consideran limitantes.

Primer modo de realizacion ilustrativo de la invencion

El procedimiento de acuerdo con una primera realizacion ilustrativa es, en particular, Gtil en una medicion de la
estabilidad de la temperatura de las moléculas, en particular, las biomoléculas. Sin embargo, ha de apreciarse de
nuevo que los medios y procedimientos proporcionados en el presente documento no se limitan a la deteccion,
verificacion y/o medicion de biomoléculas. El procedimiento descrito e ilustrado como un ejemplo no limitante, a
continuacion permite, por ejemplo, la medicion de las temperaturas de fusion (figura 3) (estabilidad, parametros
termodinamicos como dS (cambio de entropia), dH (cambio de entalpia) y dG (cambio en la energia libre de Gibbs))
de biomoléculas (las proteinas, (ds)RNA bicatenario, dsDNA que era una cadena de acido nucleico también pueden
estar unidos a una (nano)particula, microperlas, superficie, etc.). Con dicho procedimiento se han realizado
mediciones de curvas de fusion de dsDNA y horquillas de ADN. Los resultados son muy bien comparables con los
respectivos valores bibliograficos. Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencion es particularmente
util en la medicién de biomoléculas en general. De forma ilustrativa, se muestra en la presente que, por ejemplo, los
SNP (polimorfismos de un Unico nucleétido) en las cadenas de ADN (cortas) pueden detectarse facilmente (véase
también la figura 4).

A continuacion se explicara una realizacion particular del primera procedimiento ilustrativo. Los acidos nucleicos con
una etiqueta de fluorescencia se dan en una camara de microfluidos fina (es decir, por ejemplo, 40 ym, 20 ym, 10
pm, o 5 pm, preferiblemente 20 pym). La modificacion de acidos nucleicos con etiquetas, como marcadores
fluorescentes es una técnica bien establecida que se usa ampliamente. Antes de que comience el calentamiento, se
observa la fluorescencia para determinar el nivel de fluorescencia del 100 % de moléculas no fundidas. Es

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2611996 T3

importante que la etiqueta de fluorescencia usada reaccione sobre la fusion de las dos cadenas de ADN (o las
cadenas de ARN o la estructura proteica, o la fluorescencia de una nanoparticula reaccione si el ssDNA/ARN o
dsDNA/ARN se unen a esta). Esto puede realizarse utilizando, por ejemplo, un par fluoréforo/supresor (par
donante/supresor, particularmente par donante/aceptor: Transferencia de energia (ET), por ejemplo, transferencia de
energia de resonancia (RET), particularmente transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (FRET)) o
por la disociacion de una tincién de acido nucleico intercalante (por ejemplo, SYBR verde/POPO/YOYO) o una
tincion de proteina (por ejemplo, SYPRO naranja (Invitrogen)). En el caso de, por ejemplo, nanoparticulas de oro, la
fluorescencia cambia cambiando el indice de difraccion por unién al ADN. El laser acoplado al microscopio se
desenfoca y se ajusta de tal manera que los gradientes de temperatura son lo suficientemente bajos para disminuir
la deriva de particulas termoforas a valores despreciables. Al mismo tiempo, el enfoque debe ser lo suficientemente
ajustado para alcanzar la temperatura lo suficientemente alta como para fundir las moléculas Las mediciones se
realizan en algunos modos de realizacion particulares realizadas con alta resolucién temporal en el rango de
microsegundos, ya que la medicién tiene que realizarse en un lapso de tiempo en el que el movimiento terméforo
sigue siendo insignificante pero se completa el proceso de calentamiento de la camara de microfluidos. La medicién
depende en gran medida de las condiciones experimentales. Los datos necesarios para determinar la temperatura
de fusion se obtienen tipicamente en 200 ms, en 150 ms, en 100 ms o en 50 ms, preferiblemente en 150 ms. Esto es
muy sorprendente y apoya la esencia de esta invencion. Incluso son posibles periodos de tiempo mas cortos. En el
contexto de esta invencion, por ejemplo, para una discriminacion cualitativa de diferentes especies o acidos
nucleicos. Se toma una primera imagen antes de encender el laser IR para obtener el nivel de fluorescencia del
100 % en moléculas no fundidas. Una segunda imagen se toma 100 ms, preferiblemente 50 ms, mas
preferiblemente 40 ms después de que el laser se encienda (si la camara ha alcanzado su temperatura de estado
estacionario). Estas dos imagenes contienen toda la informacion necesaria. La primera imagen contiene la
fluorescencia de la molécula no fundida. La imagen tomada mientras el laser esta encendido permite observar el
porcentaje de moléculas fundidas a diferentes temperaturas simultaneamente, que varian del 0 % lejos del punto de
calor (frio) hasta el 100 % en el centro del punto de calor (caliente). A partir de una medicién independiente, se
conocen las temperaturas de todos los pixeles en el experimento de fusién. Trazar el porcentaje de, es decir, las
cadenas de ADN fundidas frente a la temperatura, permite determinar la estabilidad de la molécula (es decir, la
temperatura de fusion) y derivar los parametros termodinamicos.

En resumen, la primera realizacion ilustrativa de la presente invencién conecta la medicién de una distribucién de
temperatura espacial en la escala micrométrica con la medicién de las reacciones quimicas/bioquimicas
dependientes de la temperatura y las interacciones dependientes de la temperatura entre
moléculas/biomoléculas/nanocristales/microperlas. Para las mediciones, son importantes las temperaturas
absolutas, no los gradientes de temperatura. Se puede considerar cada volumen de deteccion (mapeado en un
CCD-camara-pixel) como un microrreactor. Para la medicion es muy importante que cada molécula permanezca en
este microrreactor durante el tiempo de medicién. Por lo tanto, la medicién debe ser tan rapida como para evitar que
la termoforesis y la conveccién muevan la particula fuera del area tratada como microrreactor. Este requisito se
cumple con un tiempo de medicién de 150 ms.

Con el procedimiento y el dispositivo de acuerdo con la primera realizacion ilustrativa, se puede discriminar entre
moléculas dsDNA con un uUnico desajuste de nucleétidos (SNP, polimorfismo de un Unico nucleétido), asi como
diferencias dependientes de la sal y dependientes de la longitud en la estabilidad. Las diferencias en las
estabilidades también se pueden medir para las horquillas de dsRNA, ADN y ARN (emparejamiento de bases de
ssDNA/ARN consigo mismos) y proteinas. También se puede medir la influencia de diferentes sistemas de tapones
acuosos en la estabilidad (pH, concentracion de sales, valencia de iones). Las biomoléculas también pueden
acoplarse a (nano)particulas, (micro)perlas. La fluorescencia de estas particulas modificadas cambia dependiendo
de si, por ejemplo, ssDNA/RNA o dsDNA/RNA (u otras biomoléculas) estan unidos a ésta. El calentamiento de tales
soluciones conduce al mismo resultado sin la necesidad de marcadores fluorescentes especificos unidos a la
biomolécula. Ademas de una discriminacién cualitativa, también es posible un andlisis termodinamico cuantitativo.
Dado que los tiempos de medicion estan, en algunos casos, por debajo de los tiempos de relajacion de las
reacciones intermoleculares, no es posible determinar directamente en todos los casos los parametros
termodinamicos como dS (cambio de entropia), dH (cambio de entalpia) y dG (cambio de energia libre de Gibbs).
Sin embargo, al utilizar la termodinamica de no equilibrio, estos pueden calcularse facilmente. Para la discriminacion
cualitativa de (es decir) polimorfismos de un Unico nucleétido, trabajar en condiciones de no equilibrio puede
aumentar las diferencias medidas en la estabilidad de las moléculas comparadas. La medicion de los desajustes en
las secuencias de nucledtidos es de gran importancia en el diagndstico médico. El procedimiento permite identificar
enfermedades hereditarias. También puede usarse en detecciones farmacéuticas de alto rendimiento para la unién
de compuestos de bajo peso molecular a acidos nucleicos. Ademas, la fusion de acidos nucleicos bicatenarios (ds)
permite determinar su longitud.

Las curvas de fusion medidas de la presente invencién reproducen los resultados medidos por técnicas
establecidas, pero hasta 3000 veces mas rapido que los procedimientos basados en el bafo Peltier o de
calentamiento, como los procedimientos de ciclador de PCR o fluorimetro. El procedimiento de la invencién es
mucho mas rapido, ya que no es necesario calentar el volumen por contacto directo, y la reaccién de las moléculas a
una temperatura especifica entre 0 °C y 100 °C se observa al mismo tiempo. De nuevo, la esencia de esta
realizacion es que las temperaturas se generan y se miden con resolucion espacial en lugar de temporal. No hay
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retrasos debido a los tiempos de calentamiento y enfriamiento, lo que hace que el procedimiento de la presente
invencion sea muy rapido. Al mismo tiempo, sélo se utilizan laminas delgadas de liquidos que disminuyen el volumen
de muestra necesario. Ademas la manipulacion y el analisis de las moléculas se produce opticamente sin el riesgo
de contaminaciéon. Esto es esencial si el analisis se combina con reacciones de PCR en las que cualquier
contaminacion con, por ejemplo, ADN humano, hace imposible un analisis.

Mediante la realizacion de la desnaturalizacion térmica en, por ejemplo, 100 ms, preferiblemente 50 ms, es posible
medir el efecto de las sustancias sobre la estabilidad de ADN/proteina que son sensibles a temperaturas elevadas
(por ejemplo, proteinas de unién a ADN, sustancias como monofosfato de adenosina ciclico (CAMP)). Estas
sustancias se dafaran o se degradaran en un experimento con técnicas de la técnica anterior y no es detectable un
efecto sobre la estabilidad térmica con tales técnicas de la técnica anterior.

Dentro de la distribucién espacial de la temperatura hay gradientes de temperatura. Si el tiempo de medicion es mas
largo de 150 ms (para el espesor de camara aqui propuesto de, por ejemplo, 20 um), se puede medir el movimiento
termoforo de las biomoléculas (moléculas, nanoparticulas, microperlas). A partir de estas mediciones se puede
recopilar informacién adicional.

Segundo modo de realizacion ilustrativo de la invencién

El procedimiento de acuerdo con un segundo modo de realizacion ilustrativo (es decir, el procedimiento que se ha
mencionado anteriormente relativo a mediciones en el que el tiempo predeterminado en dicha segunda deteccion del
procedimiento de la invencion esta dentro de un intervalo de 0,5 segundos a 250 segundos, preferiblemente dentro
de un intervalo de 0,5 s a 50 s, mas preferiblemente dentro de un intervalo de 0,5 s a 40 s) es particularmente util
para medir la movilidad de las moléculas en un gradiente de temperatura y su uso para la caracterizacion de
biomoléculas. El procedimiento del primer modo de realizaciéon que se ha descrito anteriormente analiza moléculas
en una distribucion de temperatura en una corta escala de tiempo de milisegundos. Los efectos dinamicos, como la
termoforesis, pueden insignificantes en este corto intervalo de tiempo. Si se observan las moléculas durante un
periodo de tiempo en el orden de segundos, la termoforesis se establece y las moléculas comienzan a moverse en
el gradiente de temperatura. Este efecto conduce las moléculas analogas a la electroforesis a lo largo de un
gradiente a temperaturas mas bajas (en algunos casos también se observa lo contrario). La velocidad de las
moléculas es directamente proporcional al gradiente de temperatura con un coeficiente especifico para la molécula
Dy (movilidad termoéfora): v = -Dt VT.

Inesperadamente, las movilidades termoforas de los biopolimeros varian fuertemente con la longitud de la
cadena/molécula.

La movilidad terméfora de estas moléculas varia fuertemente con los parametros de moléculas que cambian la
entropia de solvatacion, tamafo, carga, tipo de superficie, el tamafio de la superficie, radio hidrodinamico etc. Esto
abre la posibilidad de discriminar biomoléculas y detectar una interaccion entre ellas (también entre
nanoparticulas/microperlas y biomoléculas) (como se ilustra en las figuras adjuntas, particularmente la Figura 4).

Dado que la termoforesis acumula gradientes de concentracion, el efecto se contrarresta por una difusién ordinaria.
La interaccién entre estos dos efectos conduce a un perfil de concentracién de estado estacionario

£ - exp[—S,; x AT]
que se expresa mediante la siguiente ecuacion o *. La concentracion en cualquier punto dado
en una distribucion de temperatura depende Unicamente de la diferencia de temperatura y no del gradiente de
temperatura. El cociente de la movilidad terméfora Dy y la constante de difusion ordinaria D se denomina coeficiente
de Soret St y describe la magnitud de la termoforesis en estado estacionario. Depende exponencialmente de la
diferencia de temperatura. Por lo tanto, la precision de la medicion depende en gran medida de la reproducibilidad
del perfil de temperatura.

Un procedimiento de medicion tipico de acuerdo con el segundo modo de realizacién se describira a continuacion. Al
principio se toma una imagen sin calentamiento LASER IR para determinar la intensidad de fluorescencia del nivel
de concentracion relativa del 100 %. A continuacién, se enciente el LASER. En esta configuracion experimental, es
posible enfocar el laser firmemente con una anchura media por debajo de 6 um para crear gradientes de
temperatura fuertes o usarlo desenfocado (como se ha descrito anteriormente con una anchura media de perfil de
temperatura de, por ejemplo, 200 um). Esto influye en la velocidad de las moléculas y la rapidez con la que se
alcanza el estado estacionario. El aumento de temperatura necesario varia entre 0,1 °C y 80 °C por encima de la
temperatura ambiente (20 °C). Si la camara se enfria, por ejemplo, a 0 °C, puede realizarse un intervalo de
temperatura entre 0,1 °C y 100 °C, dependiendo de la estabilidad térmica de la muestra y de la magnitud del efecto
termoforo. En general, no es necesaria una alta resolucion temporal del registro de la imagen para determinar el
efecto termoéforo de las (bio)moléculas, (nano)particulas, o (micro)perlas. La sefial medida esta en el estado
estacionario o cerca de la concentracion de estado estacionario, que en la mayoria de los casos se alcanza después
de algunos segundos. Las sefales de la mayoria de las moléculas difieren suficientemente entre si antes de
alcanzar el estado estable para identificarlas sin ninguna duda. Para el analisis de los datos junto a la concentracion
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inicial, es necesaria la concentracién en un momento determinado después de encender el calentamiento por
LASER (también se pueden realizar transcursos de tiempo). Es suficiente con determinar la concentracién de un
unico pixel (es decir, el punto de temperatura maxima).

Antes de encender el laser, hay una distribucién homogénea de las biomoléculas. Por lo tanto, la intensidad de
fluorescencia (o lo que sea la sefial de medicion), que es directamente proporcional a la concentracion, tiene la
misma magnitud en cada punto. Cuando el LASER se enciende, la distribucién de la concentracién cambia. Las
moléculas se alejan del foco laser caliente. Por lo tanto, la magnitud de la intensidad de la fluorescencia disminuye
hasta que se alcanza el estado estacionario. Esta disminucion puede medirse y, por lo tanto, las caracteristicas de
las moléculas pueden obtenerse por la teoria de la termoforesis, y diferentes moléculas pueden ser discriminadas
por comparacion.

Con los procedimientos como se divulgan en el presente documento, en particular en relacién con el segundo modo
de realizacion, los medios y procedimientos se proporcionan para detectar, medir y/o verificar una gran diversidad de
interacciones. Por ejemplo, pueden medirse las interacciones ADN/ADN, ARN/ARN, proteina/proteina,
proteina/ADN, proteina/ARN, pero también la interaccion de proteina, ADN, ARN con otros materiales como
nanoparticulas/microperlas. El Unico requisito es una etiqueta, en particular una etiqueta fluorescente, unida a una
de las moléculas. Una excepcion es, por ejemplo, el caso de las microperlas grandes, donde se puede utilizar la
dispersion de la luz (directamente) para la deteccion. Si se usan microperlas modificadas de una manera que, por
ejemplo, las cadenas individuales de ADN pueden unir a estas modificaciones, la movilidad de esta perla cambia
debido a la unidn. Por lo tanto, el procedimiento de la segunda realizacion permite detectar esta union. Debido a que
estas perlas modificadas se usan en configuraciones de secuenciacion, el procedimiento de la presente invencion
puede aplicarse aqui. Con el presente procedimiento es posible detectar todo lo que cambia el tamafio, la carga o la
superficie de una molécula. Se ha demostrado que el procedimiento de la presente invenciéon es también capaz de
medir la unidn especifica de ADN a nanoparticulas y microperlas de poliestireno a través de estreptavidina/biotina
(véase la Fig. 35). También son detectables las interacciones entre el anticuerpo y un epitopo. También es
detectable la union de una proteina a una cadena de ADN, por ejemplo de una polimerasa.

Puesto que no se necesita una alta resolucion temporal y espacial, el procedimiento de la segunda realizacion es
rentable y facil de realizar. Por ejemplo, en lugar de una camara CCD, se puede utilizar un fotodiodo de avalancha
(s6lo se necesita informacion de un unico pixel). Si la camara de microfluidos es un capilar (es decir, una camara de
microfluidos con una elevada relacién de aspecto (Longitud/Ancho)), no se necesita una resoluciéon espacial en la
direccion de la anchura, y para la deteccion de la distribucion de fluorescencia solo se necesita una camara CCD de
linea. Esta alternativa entre la camara CCD vy fotodiodos de avalancha/fotomultiplicador es muy rentable y ahorra
tiempo para la evaluacion de datos ya que la integracion de la fluorescencia se realiza por el hardware. Los sistemas
medidos pueden mostrar concentracion tan sélo nanomolar sin ninguna restriccion a mayores concentraciones.
También se tolera un alto grado de contaminacion comparable por los procedimientos de la presente invencion. Las
mediciones también son posibles en extracto en bruto de células o en sangre. Ademas de la tolerancia a las
contaminaciones, el procedimiento también sostiene fuertes variaciones en la viscosidad de la solucién. La medicién
puede realizarse por ejemplo en agua o glicerol o en solucidon acuosa con una consistencia tipo gel. Dado que las
mediciones se realizan en camaras de microfluidos, el volumen necesario para un experimento es, por ejemplo, de
s6lo 0,5 ul, 1 yl, 2 pl, 5 pll, 10 yl, preferiblemente 2 pl, y puede reducirse adicionalmente. Debido a su facil
calibracion, el procedimiento tiene una gran ventaja en comparacion con la FCS (espectroscopia de correlacion de
fluorescencia) y puede automatizarse facilmente. El procedimiento se distingue mas rapidamente que cualquier otro
procedimiento en el mercado para determinar interacciones entre biomoléculas/nanoparticulas/microperlas (es decir,
Biacore). La longitud de las moléculas cortas de ADN se determina en cuestion de segundos en comparacion con
una hora que se necesita por electroforesis en gel, un procedimiento establecido en este campo. Otra ventaja
adicional es que las mediciones se realizan en soluciéon acuosa. No es necesario cambiar la fase en la que se
disuelve la molécula (gel en electroforesis en gel o columnas C18, HIC en HPLC). La posibilidad de diferenciar entre
el ADN monocatenario y bicatenario abre rapidamente nuevas posibilidades en el diagnoéstico, asi como en la
investigacion cientifica. Un ejemplo es, por ejemplo, el diagndstico de enfermedades infecciosas, como
enfermedades viricas o infecciones bacterianas.

En resumen, el procedimiento de la invencion de la segunda realizacion manipula concentraciones de
biomoléculas/nanoparticulas/microperlas en soluciones acuosas por gradientes de temperatura (hasta 10 K/m, en
algunas realizaciones hasta 5 K/m, en particular de hasta 2 K/m) establecidas con un LASER IR. En el ejemplo
adjunto se describe una teoria general para la termoforesis en liquidos.

Las caracteristicas y ventajas mas importantes de la presente invencidon se resumiran a continuacion. El
procedimiento y el dispositivo de la presente invencion funcionan de manera 6ptica, es decir, la manipulacién y la
deteccion se realiza por medios épticos. Con la presente invencion, es posible manipular épticamente moléculas
hasta del tamafio de un Unico colorante fluorescente que no es posible por trampas 6pticas, que estan limitadas a
particulas esféricas de 500 nm. El procedimiento esta libre de contaminaciones y es facil de miniaturizar y
paralelizar. Esto hace posible integrar el sistema en instrumentos establecidos como robots de pipeteado, etc. El
calentamiento de soluciones acuosas en la escala de micrometros permite crear distribuciones de temperatura, que
hacen innecesarios los largos periodos de calentamiento y enfriamiento. Los criterios para materiales que se pueden
usar para construir cdmaras de medicién son muy inespecificos. Otra ventaja es que el LASER IR se esta volviendo
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cada vez mas comun en la industria de las telecomunicaciones y se producen en grandes cantidades. Ademas, la
técnica de acoplamiento de colorantes fluorescentes a las biomoléculas se ha convertido en una tecnologia estandar
rentable. Por lo tanto, con la presente invencion, es posible medir la estabilidad de las moléculas, asi como cualquier
tipo de interaccion (entre si, el sistema tampdn, otros solutos, etc.). Por lo tanto, la invencién no sélo se utiliza en la
medicion, deteccion y/o verificacion de biomoléculas o procesos bioldgicos, biomédicos, biofisicos y/o
farmacologicos (in vitro).

Con los medios y procedimientos de la primera realizacién de la presente invencion, pueden medirse y determinarse
curvas de fusion sobre una amplia gama de temperaturas. De acuerdo con esta realizacion, se debe evitar la
termoforesis. La temperatura alcanza un cambio en la estructura, que es detectable a través del comportamiento de
la fluorescencia. Las caracteristicas se pueden detectar y/o medir en un amplio intervalo de temperaturas al mismo
tiempo. Ninguno de los documentos conocidos de la técnica anterior divulga una reaccion inter y/o intramolecular
inducida a través de la temperatura. De acuerdo con la primera realizacion, el laser puede irradiarse en la solucién a
través de fibras opticas. La luz puede salir de las fibras 6pticas divergentes. De acuerdo con una realizacion
preferida de la presente invencion, el sistema o6ptico para enfocar el laser puede ser una Unica lente.

Los medios y procedimientos del segundo modo de realizacion ilustrativo de la presente invencion proporcionan las
ventajas de que el efecto de la termoforesis se utiliza de una manera controlada. En particular, los cambios de
concentracion, inducidos por el efecto o efectos de la termoforesis se miden mediante un cambio en el
comportamiento de la fluorescencia. Por lo tanto, la sefial de fluorescencia registrada en la segunda realizacién es
primaria en base a los cambios de concentracion y no a los cambios en la estructura de las particulas o biomoléculas
ensayadas. La segunda realizacion ilustrativa incluye que los cambios en la concentracion son sensibles a los
cambios en la estructura de una particula o molécula. En el estado de la técnica conocido sélo se divulga una
diferencia de temperatura maxima de sélo 2,5 K. Ademas, en la técnica anterior se describen sélo mediciones con
un laser de baja potencia (320 mW). En particular, se puede usar una camara CCD para detectar o medir la
fluorescencia de la muestra. De acuerdo con otra realizacion, sélo se ha de utilizar un pixel de la camara CCD para
la medicion o la deteccion de la luz de fluorescencia, por ejemplo, sélo se ha de utilizar un pixel central de 1 x 1 pm.
Esto tiene la ventaja de que la informacién espacial adicional puede ser insignificante de acuerdo con ciertos modos
de realizacién de la presente invencion.

De acuerdo con otro modo de realizacion preferido de la presente invencion, se miden las distribuciones de
temperatura alrededor del haz de luz laser irradiado con mediciones independientes. Estas mediciones se basan
tipicamente en el comportamiento conocido de la fluorescencia dependiente de la temperatura de los colorantes.

Por consiguiente, como también se ilustra en los ejemplos adjuntos, los modos de realizacion particulares de la
presente invencion, que se definen por las reivindicaciones adjuntas, se refieren a la deteccion de termodifusion o
termoforesis de (bio)moléculas o particulas, la determinacion de (bio)moléculas o particulas de radios
hidrodinamicos, la deteccion de la union de o entre (bio)moléculas o particulas, la deteccion de interacciones entre
(bio)moléculas o particulas, la deteccion de cambios conformacionales en (bio)moléculas, la deteccion de
desnaturalizacion de proteinas o la fusion de acidos nucleicos y con el atrapamiento optotérmico de (bio)moléculas o
particulas.

Breve descripcién de los dibujos

La invencion se describe con referencia a las figuras, en las que las Fig. 1a, 1b muestran un microscopio de barrido
IR de fluorescencia de acuerdo con un ejemplo.

La Fig. 2 muestra un modo de realizacion ejemplar de un microscopio de barrido IR de acuerdo con la invencion.
La Fig. 3a-3d muestran cémo se pueden tomar las curvas de fusion con una radiacion de 150 ms.

La Fig. 4 muestra una deteccion de SNP rapida.

La Fig. 5a-5b muestra la movilidad en un gradiente de temperatura.

La Fig. 6 es un ejemplo para un colorante de fluorescencia que se usara en los procedimientos de la presente
invencion.

Las Figuras 7-14 muestran informacion adicional con respecto a un ejemplo detallado de acuerdo con la presente
invencion.

La Fig. 15 muestra la dependencia de la temperatura de un colorante fluorescente medida por un fluorimetro con
control de temperatura (elemento Peltier).

Las Figuras 16-23 muestran modos de realizacion particulares del dispositivo de acuerdo con la presente invencion.
La Figura 24 muestra un ejemplo.

Fig. 25: muestra la cuantificacion de la interaccion entre biomoléculas.
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Fig. 26: muestra una Unica molécula que se une a nanoparticulas.

Fig. 27: muestra un ejemplo particular del dispositivo

Fig. 28: muestra la caracterizacion de la conformacion de proteinas

Figuras 29-30: muestran mediciones con una muestra de albdimina sérica bovina marcada con fluorescencia (BSA).

Fig. 31: muestra la medicién de las propiedades termo-Opticas de dos muestras con/de la proteina verde
fluorescente (GFP).

Fig. 32: muestra una medicién de una particula que esta atrapada en un pocillo potencial creado por una distribucion
de temperatura espacial

Fig. 33: muestra una serie temporal del movimiento terméforo de las perlas de silice en una camara de microfluidos.
Fig. 34: muestra otro ejemplo de la "Trampa Optotérmica".

Fig. 35: muestra la determinacion del coeficiente de Soret de complejos de nanocristales (= punto cuantico QD) y
biomoléculas.

Figuras 36-37: muestran modos de realizacion particulares del dispositivo de acuerdo con la presente invencion.
Fig. 38: muestra un ejemplo de un sistema bicapa lipidico.
Fig. 39: muestra termoforesis y atrapamiento terméforo de vesiculas lipidicas

Descripcion detallada de dibujos:

En la siguiente descripcion de ejemplos de modos de realizacion preferidos de la invencion, los elementos que
tienen el efecto técnico o fisico comparable tienen los mismos nimeros de referencia.

La Fig. 1a muestra un microscopio de barrido de fluorescencia IR de acuerdo con un ejemplo. El microscopio de
barrido IR se basa en una configuracion de microscopia de fluorescencia estandar (por ejemplo Zeiss AxioTech,
Vario). Dicho dispositivo comprende: una o mas fuentes de luz 32, preferiblemente un LED de alta potencia (por
ejemplo, V-Star, Luxeon) para excitar las particulas. La sefal de las particulas puede recogerse con un sistema
optico 1, preferiblemente un objetivo de aceite 40x y se separa de la luz de la fuente de luz por uno o mas elementos
de separacion de luz 4, preferiblemente un espejo dicroico. Dicha sefial se registra con uno o mas detectores 31,
preferiblemente una camara CCD (por ejemplo, SensiCam QE, PCO). El haz de un LASER IR 30 (por ejemplo, IPG,
de fibra Raman RLD-5-1455) se acopla a la camara de microfluidos 45 (por ejemplo, una placa multipocillo). El
sistema puede comprender otros componentes como se encontraran habitualmente en microscopios de
fluorescencia y campo amplio. Pueden encontrarse ejemplos de medios de excitacion y deteccion de fluorescencia
en: Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, Kluwer Academic / Plenum Publishers (1999).

La Fig. 1b muestra un ejemplo adicional de un microscopio de barrido IR de fluorescencia similar al ejemplo
mostrado en la Fig. 1a. Sin embargo, la fuente de luz 32 esta orientada de una manera diferente con respecto al
espejo dicroico 4. La muestra de ensayo 50 esta intercalada entre dos piezas de vidrio 51, preferiblemente
cubreobjetos.

La Fig. 2 muestra un modo de realizacién ejemplar de un microscopio de barrido IR de acuerdo con la invencion. De
acuerdo con este ejemplo de modo de realizacién de la presente invencion, la muestra de ensayo 50 se proporciona
en forma de una unica gota con las particulas marcadas. El volumen (preferiblemente de algunos nanolitros hasta
algunos microlitros) de tal gota puede ajustarse facilmente de modo que también sean predecibles las dimensiones,
es decir, el grosor de la gota que se irradia con el haz de laser. En este modo de realizacion ejemplar, el haz laser, la
luz de excitacion fluorescente de la fuente de luz 32, preferiblemente un LED, asi como la luz fluorescente medida,
estan todos enfocados por un sistema 6ptico comun 1, preferiblemente un objetivo de microscopio con alta apertura
numérica y, mas preferiblemente, un objetivo con alta apertura numérica y alta transmision IR. Por lo tanto, el LED,
el LASER 30 y el detector 31, preferiblemente un CCD, pueden disponerse a un lado comin con respecto a la
muestra. La luz de excitacion se separa de la luz fluorescente mediante un elemento de separacién de luz 5,
preferiblemente un espejo dicroico, que separa preferiblemente diferentes partes del espectro de luz que el elemento
de separacion de luz 4.

Las Fig. 3a-d muestran cdmo se pueden tomar las curvas de fusion con una radiacion de 150 ms, (a) mediante la
medicién de la fluorescencia de un colorante sensible a la temperatura, la distribucion de temperatura se puede
medir en la camara de microfluidos, (b) muestra el promedio radial de las temperaturas medidas por fluorescencia,
(c) aprox. 150 ms después de que el LASER IR se encienda, se toma una imagen del ADN marcado con
fluorescencia. La alta intensidad muestra ADN ds fundido. A partir de (a) y (c), la curva de fusién se puede
determinar muy rapidamente (d).
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La Fig. 4 muestra una deteccién de SNP rapida. Un 16mer de dsDNA con un Unico desajuste de nucledtidos en el
centro (azul) se compara con el tipo silvestre (negro). En 150 ms, ambas especies pueden discriminarse claramente.
La ordenada describe la fraccion de dsDNA disociado. El punto de fusién se define por moléculas disociadas al
50 %. Se desplaza en 15 °C por un Unico desajuste.

La Fig. 5a-5b muestra la movilidad en un gradiente de temperatura. Las figuras muestran el cambio de
concentracion en el pixel central de un punto de calor a lo largo del tiempo. Unos segundos después del inicio de la
medicion, el laser se enciende y la concentracion disminuye hasta alcanzar un estado estacionario. La sefial permite
distinguir entre un dsDNA de 20 mer y 50 mer (a), asi como entre ssDNA de 20 bases y dsDNA de 20 pares de
bases (b).

La Fig. 6 es un ejemplo de un colorante de fluorescencia que se usara en los procedimientos de la presente
invencion (6-carboxi-2',4,4',5',7,7'-hexaclorofluoresceina (HEX, SE; C20091) de Invitrogen).

Las Figuras 7-14 muestran informacion adicional con respecto a un ejemplo detallado de acuerdo con la presente
invencion. Estas figuras muestran en particular:

Fig. 7: muestra como la termodifusién manipula la concentracion de ADN mediante pequefias diferencias de
temperatura dentro de la soluciéon a granel. Una fina pelicula de agua se calienta en 2 K a lo largo de las letras
"ADN" con un laser infrarrojo. Para una camara enfriada a 3 °C, el ADN marcado con fluorescencia se acumula en
las letras calidas. Sin embargo, a temperatura ambiente, el ADN se mueve hacia el frio, mostrando una fluorescencia
reducida. La camara es de 60 um de espesor, que contiene ADN 50 nM en tampoén TRIS 1 mM. Cada 50 par de
bases esta etiquetado con TOTO-1.

La Fig. 8 ilustra la dependencia de la sal, (a) la termodifusion en el agua esta dominada por el blindaje iénico y la
hidratacion con agua, (b) coeficiente de Soret ST frente a la longitud de Debye para perlas de poliestireno
modificadas con carboxilo de diametro 1,1, 0,5 y 0,2 um. Representacion lineal (izquierda) y representacion
logaritmica (derecha). Los coeficientes de Soret se describen mediante la ecuacidon (2) con una carga superficial

eficaz de oeff = 4500 e/um2 conocida a partir de la electroforesis. La interseccion St(*pn =0) se ajusta con una
entropia de hidratacion por superficie de particula de Shyd = -1400 J/(molKum2).

La Fig. 9 muestra una dependencia de la temperatura, (a) La dependencia de la temperatura estda dominada por el
cambio lineal en la entropia de hidratacion Shyd. Cambia la termodifusién dependiente de la sal ST(ADH) a valores
inferiores. El tamafio de particula es de 1,1 uym. (b) El coeficiente de Soret ST aumenta linealmente con la
temperatura segun se espera para una entropia de hidratacion Shyd(T). Depende de la especie de la molécula, no
de su tamafio, como se observa a partir de los coeficientes de Soret redimensionados para el ADN con diferentes
longitudes.

La Fig. 10 muestra una dependencia de tamafo, (a) Para las cuentas perlas de poliestireno, el coeficiente de Soret
se escala con la superficie de particula en cuatro érdenes de magnitud. Las mediciones se describen por la ecuacion
(2) con una densidad de carga superficial eficaz de oeff = 4500 e/um2 y una entropia de hidratacion insignificante.
La desviacion para la perla con un diametro de 20 nm se puede entender a partir de un aumento de la carga eficaz
debido al inicio de la normalizacion de la carga para un < ADH. (b) Por consiguiente, el coeficiente de termodifusion

DT se escala linealmente con el diametro de la perla, (c) El coeficiente de Soret del ADN se escala seguin St <L
con la longitud L del ADN en base a la ecuacion (2) con una carga eficaz por par de bases de 0,12 e. (d) El

-0.25
coeficiente de termodifusion DT disminuye a lo largo de la longitud del ADN con Pt <L ™" causado por el
escalamiento del coeficiente de difusién D ec L™07%

La Fig. 11: muestra una carga eficaz de la termodifusion. Se deduce la carga eficaz de la termodifusion usando la
ecuacion (3). Se miden perlas de poliestireno (20.000 nm) (a) y ADN (50 - 50.000 pb) (b) en un intervalo de gran
tamario, imposible con electroforesis. Como era de esperar, la carga eficaz de las perlas se escala con la superficie
de las particulas y linealmente con la longitud del ADN.

La Fig. 12: muestra la dependencia de la termodifusion de la concentracion en el tiempo, (a) El coeficiente de
difusion D se obtuvo a partir de la difusion posterior después de apagar la fuente de calor, (b) D se varia hasta que la
simulacion de elementos finitos coincida con el experimento, (c) El agotamiento radial del ADN de un punto de calor
a 2 K enfocado se controla en el tiempo, (d) La comparacion con la simulacion con D conocido produce DT y ST.

La fig. 13 muestra una escala de coeficientes de difusion de ADN. Los coeficientes de difusién se miden en este
estudio a temperatura ambiente. La escala sobre la longitud del ADN coincide con los valores de la bibliografia con
dos regimenes de escala con exponente -1 para el DNA33 corto y -0,6 para el largo. Como aproximacion, la difusion
a través de los dos regimenes de escala se describe bien con un exponente general de -0,75.

La Fig. 14: muestra una simulacién de calentamiento de microfluido, (a) Una pelicula de agua delgada de 10 ym se
encierra entre paredes PS. La baja conduccion térmica de las paredes de la camara permite un perfil de temperatura
independiente del espesor, confirmado por el calculo de elementos finitos mostrado, (b) La conveccion es lenta a
velocidades maximas de 5 nm/s debido a la camara delgada y el enfoque de calentamiento amplio comparable.
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La Fig. 15 muestra la dependencia de la temperatura de un colorante fluorescente medida por un fluorimetro con
control de temperatura (elemento Peltier).

La figura 16 ilustra un modo de realizacion particular de un dispositivo de acuerdo con la presente invencion. El
dispositivo puede tener una orientacién sustancialmente arbitraria con respecto a la direccion de la gravitacion,
preferiblemente el dispositivo esta orientado perpendicular con respecto a la direccion de gravitacion, mas
preferiblemente el dispositivo esta orientado sustancialmente paralelo o antiparalelo con respecto a la direccion de
gravitacion. Preferiblemente, la orientacion del dispositivo con respecto a la muestra de ensayo o la camara puede
ajustarse como se muestra en la Fig. 1a, Fig. 1b y la Fig. 2. El dispositivo comprende: 1: Objetivo (por ejemplo, 40x,
NA 1.3, de inmersion en aceite, ZEISS "Fluar"); 20: Moédulo de exploracion, puede ser un espejo de exploracion
galvanico o puede ser un deflector dptico acustico (AOD); 3: espejo frio, preferiblemente alta transmision IR y
preferiblemente >90 % de reflexion 350 nm - 650 nm; 11: mdédulo de conformacién de haz para determinar el
diametro del haz laser y el enfoque, puede ser un sistema de lentes que puede comprender una, dos o mas lentes;
16: Acoplador de fibra laser sin colimador; 15: Fibra laser (monomodo o multimodo); 30: Laser IR (por ejemplo 1455
nm, 1480 nm, 0,1 W - 10 W); 4: Espejo dicroico/divisor de haz que refleja la longitud de onda corta (R> 80 %), que
transmite una longitud de onda larga (T> 80%); 7: Filtro de emisién (paso de banda/paso largo); 31: detector, puede
ser una camara CCD, camara de linea, tubo fotomultiplicador (PMT), fotodiodo de avalancha (APD), camara CMOS;
6: Filtro de excitacion (por ejemplo, paso de banda/paso largo); 10: sistema de lentes para determinar las
propiedades del haz de la fuente de luz de excitacién, puede comprender una, dos o mas lentes; 32: La fuente de luz
de la excitacion, puede ser laser, fibra laser, diodo-laser, LED, HXP, halégeno, matriz de LED, HBO.
Preferiblemente, las partes enumeradas estan alojadas en una carcasa; un espejo frio es un espejo dieléctrico
especializado, un filtro de interferencia dicromatico que funciona sobre un intervalo de temperatura muy amplio para
reflejar todo el espectro de luz visible mientras transmite muy eficazmente longitudes de onda infrarrojas.

La Fig. 17 muestra un modo de realizacién ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 16, en el que el médulo
de exploracién 20 esta sustituido por un espejo fijo 21, preferiblemente un espejo de plata.

La Fig. 18 muestra un modo de realizacién ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 16, en el que el médulo
de exploracion 20 esta sustituido por un espejo fijo 21, preferiblemente un espejo de plata, y en el que se afiade un
obturador 33 para controlar la radiaciéon LASER IR, y en el que se afiade un médulo de formacion de lineas 12,
puede ser un sistema de lentes cilindricas o preferiblemente un lente Powell.

La Fig. 19 muestra un modo de realizacion ejemplar del dispositivo de acuerdo con la presente invencion, en
particular una configuracion confocal. El dispositivo puede tener una orientacion arbitraria con respecto a la direccion
de la gravitacion, preferiblemente el dispositivo esta orientado sustancialmente perpendicular con respecto a la
direccion de gravitacion, mas preferiblemente el dispositivo esta orientado sustancialmente paralelo o antiparalelo
con respecto a la direccion de gravitacion. Preferiblemente, la orientacion del dispositivo con respecto a la muestra
de ensayo o la camara puede ajustarse como se muestra en la Fig. 1a, Fig. 1b y la Fig. 2. El dispositivo comprende:
1: Objetivo (por ejemplo, 40x, NA 1.3, de inmersion en aceite, ZEISS "Fluar"); 2: espejo caliente, alta reflexion IR,
transmision de luz visible> 80 %; 4: Espejo dicroico que refleja la longitud de onda corta (R> 80 %), que transmite
una longitud de onda larga (T> 80%); 7: Filtro de emision (paso de banda/paso largo); 31: Detector, puede ser un
tubo fotomultiplicador (PMT), un fotodiodo de avalancha (APD); 13: Apertura de orificio; 10: sistema de lentes para
determinar las propiedades del haz de la fuente de luz de excitacién, puede comprender una, dos o mas lentes; 32:
fuente de luz de excitacion, preferiblemente un laser, laser mas preferiblemente un laser acoplado a fibra, 11:
modulo de conformacion del haz laser para determinar el diametro del haz y el enfoque, preferiblemente sistema de
lentes que puede comprender una, dos o mas lentes; 16: Acoplador de fibra laser sin colimador; 15: Fibra laser
(monomodo o multimodo); 30: Laser IR (por ejemplo 1455 nm, 1480 nm, 0,1 W - 10 W); 33: Obturador; 14: apertura
del orificio en la posicidon confocal con respecto al orificio laser 13 o al acoplador de fibra laser 17, mientras que el
orificio 13 puede no ser necesario, preferiblemente si se usa un laser acoplado a fibra como fuente de luz de
excitacion 32; 18: La fibra laser puede ser de modo Unico o puede ser el multimodo.

La Fig. 20 muestra un modo de realizacion ejemplar del dispositivo de acuerdo con la presente invencion. El
dispositivo puede tener una orientacion arbitraria con respecto a la direccion de la gravitacion, preferiblemente el
dispositivo esta orientado sustancialmente perpendicular con respecto a la direccion de gravitacion, mas
preferiblemente el dispositivo esta orientado sustancialmente paralelo o antiparalelo con respecto a la direccion de
gravitacion. Preferiblemente, la orientacion del dispositivo con respecto a la muestra de ensayo o la camara puede
ajustarse como se muestra en la Fig. 1a, Fig. 1b y la Fig. 2. El dispositivo comprende: 1: Objetivo (por ejemplo, 40x,
NA 1.3, de inmersion en aceite, ZEISS "Fluar"); 2: espejo caliente, alta reflexion IR, transmision de luz visible> 80 %;
4: Espejo dicroico que refleja la longitud de onda corta (R> 80 %), que transmite una longitud de onda larga (T>
80%); 6: Filtro de excitacion (por ejemplo, paso de banda/paso largo); 7: Filtro de emisién (paso de banda/paso
largo); 10: sistema de lentes para determinar las propiedades del haz de la fuente de luz de excitacién; 31: Detector,
puede ser un tubo fotomultiplicador (PMT), un fotodiodo de avalancha (APD); 32: fuente de luz de excitacion; 16:
Acoplador de fibra laser sin colimador; 15: Fibra laser (monomodo o multimodo); 30: Laser IR (por ejemplo 1455 nm,
1480 nm, 0,1 W - 10 W); un espejo caliente es un espejo dieléctrico especializado, se emplea a menudo un filtro de
interferencia dicromatico para proteger los sistemas 6pticos mediante la reflexion del calor de nuevo en la fuente de
luz. Los espejos calientes pueden estar disefiados para insertarse en el sistema 6ptico a un angulo de incidencia
que varia entre cero y 45 grados, y son utiles en una diversidad de aplicaciones donde la acumulacion de calor
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puede dafiar los componentes o afectar negativamente a las caracteristicas espectrales de la fuente de iluminacion.
Mediante la transmisién de longitudes de onda de luz visible mientras refleja el infrarrojo, los espejos calientes
también pueden servir como divisores de haz dicromaticos para aplicaciones especializadas en microscopia de
fluorescencia.

La Fig. 21 muestra un modo de realizacion ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 20, en el que se afiade
un obturador 33 para controlar la radiacién laser IR.

La Fig. 22 muestra un modo de realizacion ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 20, en el que un
obturador 33 y un médulo de formacion de linea 12, preferiblemente un sistema de lente que comprende una, dos o
mas lentes, o mas preferiblemente una lente Powell, se afiaden para controlar la radiacién laser IR.

La Fig. 23 muestra un modo de realizacién ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 16, en el que el médulo
de exploracion 20 se reemplaza por un espejo fijo 21, preferiblemente un espejo de plata, y en el que se afiade un
elemento adicional de separacion de luz 5, preferiblemente un espejo dicroico que separa preferiblemente partes del
espectro de luz diferentes que el elemento de separacion de luz 4, y en el que se afiade un filtro de emision 8, que
transmite preferiblemente otro intervalo de longitud de onda que el filtro de emision 7 y en el que se afade un
segundo detector 31 que detecta la sefial que pasa a través del filtro 8.

Fig. 24 muestra un ejemplo de un dispositivo; 31: camara CCD; 7: Filtro de emision (por ejemplo, paso de banda o
paso largo); 4: elemento de separacion de luz, preferiblemente un espejo dicroico para dividir la trayectoria de la luz
de excitacion y la trayectoria de la emision de luz; 1: Objetivo; 45: Camara; 10: Sistema de lentes para enfocar el
laser IR en la muestra; 20: moédulo de exploracion, puede ser espejos galvanométricos o un deflector 6ptico acustico;
16: Acoplador de fibra laser con éptima de colimacién; 15: Fibra laser; 30: Laser IR; 6: Filtro de excitacion; 10:
sistema Optico para la excitacion, puede ser un sistema de lentes que comprende una, dos o mas lentes; 32: Fuente
de luz (HXP, LED); 46: Fase de traduccion de xyz para el posicionamiento del laser, puede ser automatizada,
preferiblemente puede ser automatizada para la exploracion de la camara. 47: sistema 6ptico de conformacién del
haz del laser IR, puede ser un sistema de lentes que comprende una, dos o mas lentes, o puede ser un objetivo,
preferiblemente con alta transmision de IR.

Fig. 25: muestra una cuantificacion de la interacciéon entre biomoléculas. Se titulan 100 nM de un anticuerpo
marcado con fluorescencia (anti-interleucina 4) con varias cantidades de interleuquina, (izquierda) Se mide la
distribucion espacial de fluorescencia en estado estacionario. Se muestran de forma ejemplar tres curvas con 5 nM,
80 nM y 300 nM. La sefal cambia drasticamente desde la disminucion de fluorescencia hasta un aumento de
fluorescencia. La integracion del perfil de fluorescencia hasta 80 ym (distancia desde el centro calentado) permite
determinar el nimero de complejos en solucion. (derecha) La concentracion de interleuquina 4 libre se puede
calcular graficamente frente al complejo formado por la concentracion. Estos datos se pueden ajustar para
determinar el Kp,.

La Fig. 26 muestra una unica molécula que se une a nanoparticulas. El coeficiente de Soret de nanocristales en
complejo con moléculas de PEG se mide mediante la evaluacion del perfil de concentracion en estado estacionario.
El coeficiente de Soret aumenta linealmente con el niumero de moléculas de PEG unidas covalentemente a la
particula. Las moléculas de PEG con un peso molecular mas alto muestran un aumento mas pronunciado en el
coeficiente de Soret. Las moléculas de PEG mostradas aqui son comparables en tamafio a proteinas o moléculas de
ADN cortas, que pueden detectarse de la misma manera.

La Fig. 27 muestra un ejemplo de un dispositivo. Los medios de recepcion para recibir la sonda de muestreo 50 son
un capilar 40 con un diametro interior de 5 ym a 500 ym, de manera que el espesor de la sonda de muestra es
pequefio en la direccion perpendicular al haz laser. La primera valvula 41 y la segunda valvula 42 se proporcionan
para la entrada/salida controlada de la sonda de muestra 50 en/desde el capilar 40. El capilar esta montado sobre un
soporte solido 43, preferiblemente un material con buena conductividad térmica, por ejemplo, aluminio, cobre. El
elemento Peltier 44 esta montado sobre el soporte solido 43 de manera que el capilar 40 puede enfriarse.

La Fig. 28 muestra la caracterizacion de la conformacion de proteinas. La caracterizacion termo-6ptica proporciona
los medios para caracterizar la conformacién de una proteina en solucién. La temperatura de una solucién que
contiene albumina de suero bovino (BSA) se enfria a 0 °C. A partir de esta temperatura, el coeficiente de Soret se
mide a diferentes temperaturas que se aumentan gradualmente hasta 60 °C. El coeficiente de Soret es negativo,
hasta valores cercanos a la desnaturalizacion térmica, donde se observa un salto repentino a los coeficientes de
Soret positivos. A temperaturas fisiologicas (30-40 °C), el coeficiente de Soret no cambia mucho. En este intervalo
de temperatura la proteina tiene que tener propiedades similares para realizar sus tareas. Debido a la estrecha
relacion entre la estructura y la funcién, la conformacion se conserva en este intervalo de temperatura. Los
resultados se confirman por el experimento mostrado a la derecha, que comienza a altas temperaturas. Los
coeficientes de Soret siguen siendo positivos por debajo de 50 °C, ya que las mediciones son mas rapidas que el
tiempo que la proteina necesita para replegarse. Después de un cierto intervalo de tiempo (es decir, 20 minutos), los
valores alcanzan los coeficientes de Soret negativos obtenidos en las mediciones iniciadas a bajas temperaturas. Un
posterior aumento de temperatura reproduce el coeficiente de Soret negativo medido en el experimento comenzando
a bajas temperaturas.
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La Fig. 29 muestra mediciones con una muestra de albumina sérica bovina marcada con fluorescencia (BSA). Una
muestra de albumina de suero bovino (BSA) marcada con fluorescencia se ha dividido en dos partes. Una sélo se
expone a temperaturas ambientales, mientras que la otra mitad se calienta hasta 100 °C durante varios minutos. Las
propiedades termo-6pticas de ambas muestras (nativa y desnaturalizada) se miden a diferente potencia del laser
infrarrojo (es decir, aumento maximo de temperatura de 5 ° o 10 °C). Como puede observarse en la figura, la
fluorescencia de la proteina desnaturalizada es menor que la fluorescencia de la proteina nativa. Esto se explica
como se indica a continuacion. El colorante de fluorescencia de ambas muestras muestra la misma disminucion en
la fluorescencia debido al aumento de la temperatura (es decir, la sensibilidad a la temperatura de la fluorescencia).
Sin embargo, la proteina desnaturalizada muestra una movilidad termdéfora positiva (es decir, se mueve al frio),
mientras que la proteina nativa tiene una movilidad terméfora negativa (es decir, se mueve al calor). La acumulacion
a temperaturas elevadas es la razén por la qué la disminucién de la fluorescencia es menor para la proteina nativa,
mientras que la proteina desnaturalizada, ademas de dependiente de la temperatura, esta empobrecida de la region
de temperatura elevada. Las diferencias entre ambas muestras se aumentan adicionalmente elevando la
temperatura (es decir, una temperatura maxima de 10°C), puesto que se mejora la termoforesis positiva y negativa.

La Fig. 30 muestra mediciones con una muestra de albumina sérica bovina marcada con fluorescencia (BSA). Una
muestra de albumina de suero bovino (BSA) marcada con fluorescencia se ha dividido en dos partes. Una sélo se
expone a temperaturas ambientales, mientras que la otra mitad se calienta hasta 100 °C durante varios minutos (es
decir, irreversiblemente desnaturalizada). Las propiedades termo-Opticas de ambas muestras (nativa y
desnaturalizada) se miden a una potencia de 800 mA del laser infrarrojo (es decir, un aumento maximo de
temperatura de 20 °C). Como puede observarse en la figura, la fluorescencia de la proteina desnaturalizada es
menor que la fluorescencia de la proteina nativa. Esto se explica como se indica a continuaciéon. El colorante de
fluorescencia de ambas muestras muestra la misma disminucion en la fluorescencia debido al aumento de la
temperatura (es decir, la sensibilidad a la temperatura de la fluorescencia). Sin embargo, la proteina desnaturalizada
muestra una movilidad termdéfora positiva (es decir, se mueve al frio), mientras que la proteina nativa tiene una
movilidad termdéfora negativa (es decir, se mueve al calor). La acumulacion a temperaturas elevadas es la razén por
la qué la disminucién de la fluorescencia es menor para la proteina nativa, mientras que la proteina desnaturalizada,
ademas de dependiente de la temperatura, esta empobrecida de la regién de temperatura elevada. Curiosamente, al
aproximarse a la temperatura de desnaturalizacion (es decir, 50 °C) de la proteina, las amplitudes de la proteina
nativa y desnaturalizada se aproximan entre si y son esencialmente iguales. Esto significa que midiendo la amplitud
del cambio de fluorescencia, una comparacién con la muestra de referencia permite detectar la temperatura de
fusion de una proteina y discriminar entre la forma nativa y desnaturalizada de una proteina. Y detectar un cambio
en la temperatura de fusion debido a interacciones de la proteina con otras biomoléculas o moléculas pequefas (por
ejemplo, farmacos candidatos).

La Fig. 31 muestra la medicion de las propiedades termo-Opticas de dos muestras con/de la proteina verde
fluorescente (GFP). Se miden las propiedades termo-6pticas de dos muestras de proteina verde fluorescente (GFP).
En la primera muestra, solo esta presente GFP, mientras que en la segunda muestra, la GFP se mezcla con un
exceso de 2 veces un fragmento de anticuerpo, que se une especificamente a GFP. En ambos casos, en primer
lugar se registra la fluorescencia sin calentamiento por laser. A continuacion, la excitacion de fluorescencia se apaga
y la radiacion laser IR se enciende. El laser se apaga después de unos segundos de calentamiento y la excitacion de
fluorescencia se enciende al mismo tiempo. La relajaciéon de la distribucion de fluorescencia espacial (es decir, la
distribucion de concentracién) con respecto a un estado homogéneo se registra durante unos segundos. Como
puede observarse a partir de la figura, en la muestra con las dos especies que interactian (es decir, GFP vy el
fragmento de anticuerpo), el perfil de fluorescencia necesita mas tiempo para relajarse. Esto se explica por la
difusién mas lenta del complejo mas grande. La evolucion temporal del perfil de fluorescencia se analiza a través de
una herramienta de software para determinar la constante de difusién. Utilizando la relacién Stokes-Einstein, se
atribuye un radio hidrodinamico a la constante de difusion. En el caso de la GFP libre, éste es de 5 nm y el complejo
tiene un radio de 10 nm.

La Fig. 32 muestra una medicion de una particula que esta atrapada en un pocillo potencial creado por una
distribucion de temperatura espacial, (a) Una particula esta atrapada en un pocillo potenial creado por una
distribucion de temperatura espacial. Para las particulas de silice, el pocillo es mas profundo a altas temperaturas.
Las fluctuaciones se registran a través de una camara CCD (ent=1s,2s,3s,45s,5s,6s, 7 s)y (b) las posiciones
se rastrean por Software con resolucion nanométrica, (c) Se calcula un histograma a partir de la informacion de
posicion. La anchura de la distribucion es muy sensible a las propiedades termo-épticas de la particula. Si las
moléculas se unen a la superficie de la particula, el potencial eficaz para la perla cambia y la amplitud de las
fluctuaciones aumenta o disminuye. Observando el cambio de amplitud a lo largo del tiempo, se puede medir una
curva de union cinética.

La Fig. 33 muestra una serie temporal del movimiento terméforo de las perlas de silice en una camara de
microfluidos. Serie temporal del movimiento termoforo de las perlas de silice en una camara de microfluidos. Al
principio (imagen 1), sin calentamiento por laser, las perlas estan distribuidas casi equitativamente. El circulo negro
muestra la posicion del foco laser. Las siguientes imagenes muestran el desarrollo de la distribucién de particulas en
los siguientes tres segundos después de encender el laser de calentamiento. Las particulas son atraidas por la
fuente de calor y se acumulan en el punto de temperatura mas alto. La acumulacion se observa porque estas
particulas tienen una movilidad termofora negativa. Una particula con movilidad terméfora positiva puede quedar
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atrapada por calentamiento, por ejemplo, un circulo alrededor de ella.

La Fig. 34 muestra otro ejemplo de la "Trampa Optotérmica". Otro ejemplo de la "Trampa Optothermal": Varias
perlas de 1 ym estan atrapadas en el punto brillante en el centro de la imagen. La camara se mueve mientras que el
foco laser se mantiene fijo. La imagen es una adicion de aproximadamente 30 imagenes individuales. Como se
puede observar, todas las perlas se movieron con la camara, por lo que la adicion de las imagenes individuales
como resultado lineas para las particulas individuales. Las cuentas atrapadas se mantuvieron en una posicién. No
se detectd ningin movimiento de las perlas atrapadas. El halo y la alta intensidad de las perlas atrapadas es el
resultado de la adicion de las imagenes individuales.

La Fig. 35 muestra la determinacion del coeficiente de Soret de complejos de nanocristales (= punto cuantico QD) y
biomoléculas. El Coeficiente de Soret de complejos de nanocristales (= punto cuantico QD) y biomoléculas se
determina relacionando la distribucién de concentracién espacial con una distribuciéon de temperatura espacial. Se
han analizado tres muestras diferentes. Primero se mide un nanocristal sin modificaciéon de proteinas (QD), seguido
de una muestra de nanocristales modificados con la proteina estreptavidina (QD + Strep.) (aproximadamente 5
proteinas por nanocristal). Al unir la proteina al nanocristal, el coeficiente de Soret aumenta fuertemente. Mediante la
adicion de un ADN monocatenario a la muestra (un ADN por Particula), el coeficiente de Soret se aumenta
adicionalmente (QD + Strep. + ADN).

La Fig. 36 muestra otro modo de realizacion ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 20, en el que una fase
43 que lleva un elemento de control de temperatura 44 y la camara 45 se conecta al sistema Optico a través de
conectores 48. El sistema 06ptico 1 también puede comprender un objetivo TIRF (fluorescencia de reflexiéon interna
total) de manera que se pueda medir la termoforesis en la direccion del haz laser.

La Fig. 37 muestra otro modo de realizacion ejemplar de la invencion de acuerdo con la Fig. 20, en el que se afiaden
un obturador 33 y un moédulo de formacién de linea 12, preferiblemente un sistema de lentes que comprende una,
dos o mas lentes, o mas preferiblemente una lente Powell, para controlar la radiacién laser IR, y en el que el filtro de
emisién 7 se reemplaza por un instrumento Optico 22 que puede ser un espectrografo, policromador o
monocromador o combinaciones de uno o mas de éstos, por ejemplo, un instrumento Optico que transforma
diferentes intervalos de longitud de ondal/frecuencia de luz en diferentes intervalos de angulos/distancias o lugares
diferentes, por ejemplo, en un CCD.

La Fig. 38 muestra un ejemplo de un sistema modelo de bicapa lipidica. Una fraccion de la capa que constituye los
lipidos se acopla a una superficie (por ejemplo, a través de un péptido sulfhidrilo a una superficie de oro). Las
proteinas transmembrana o proteinas asociadas a la membrana se insertan en la bicapa lipidica. Ademas, también
pueden estar presentes proteinas solubles en la soluciéon acuosa en la parte superior de la membrana. Mediante
absorcioén por laser infrarrojo de la solucion acuosa puede establecerse un gradiente de temperatura dentro de la
membrana. De esta manera, las propiedades termo-6pticas como la estabilidad, la interaccion y la conformacion
pueden medirse para un compuesto marcado con fluorescencia (es decir, un lipido, proteina de membrana o
proteina soluble).

La Fig. 39 muestra termoforesis y atrapamiento terméforo de vesiculas lipidicas Las imagenes (200 x 200 pm)
muestran una solucion de vesiculas unilamelares, sin (a) y después de 10 segundos de calentamiento por laser
infrarrojo, (a) muestra una distribucién uniforme de las vesiculas. El Iaser infrarrojo calienta la solucion localmente a
una temperatura maxima de 15 °C por encima de la temperatura ambiente de 20 °C, ya que (b) muestra que el
aumento de la temperatura local atrae a las vesiculas (es decir, termoforesis negativa) y confina su posicion a una
region cercana al centro del punto de calor. La region alrededor del punto de calor esta agotada de vesiculas. Las
vesiculas mas cercanas al borde del campo de visién experimentan soélo un pequefio gradiente y no son atraidas
dentro del lapso de tiempo de 10 segundos. La ampliacién del perfil de temperatura también atraera estas particulas
mucho mas rapidamente.

Ejemplos
El siguiente ejemplo detallado ilustra la invencion, que se define por las reivindicaciones adjuntas, sin ser limitante.

Ejemplo 1: Termodifusién

Las moléculas se desplazan a lo largo de los gradientes de temperatura, un efecto denominado termoforesis, efecto
de Soret o termodifusion. En los liquidos, su fundamento tedrico es objeto de un debate entableado desde hace
tiempo. Mediante el uso de un nuevo procedimiento de fluorescencia de microfluidos totalmente éptica, se presentan
resultados experimentales para ADN y perlas de poliestireno sobre una amplia gama de tamarios de particula,
concentracion de sal y temperatura. Los datos apoyan una teoria unificadora basada en la entropia de la
solvatacion. Expresado en términos generales, el coeficiente de Soret viene dado por la entropia negativa de la
solvatacion, dividida por kT. La teoria predice la termodifusion de perlas de poliestireno y ADN sin parametros libres.
Se asume un equilibrio termodinamico local de las moléculas de disolvente alrededor de la molécula. Este supuesto
se cumple para gradientes de temperatura moderados por debajo del criterio de fluctuacion. Por encima de este
criterio, la termodifusién se vuelve no lineal. Tanto para el ADN como para las perlas de poliestireno, el movimiento
termoforo cambia de signo a temperaturas inferiores. Esta termofilicidad hacia temperaturas mas bajas se atribuye a
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una creciente entropia positiva de hidrataciéon, mientras que la termofobicidad generalmente dominante se explica
por la entropia negativa del blindaje i6nico. La comprension de la termodifusion establece el escenario para el
sondeo detallado de las propiedades de solvatacién de coloides y biomoléculas. Por ejemplo, se determina con éxito
la carga eficaz de ADN y perlas en un intervalo de tamafio que no es accesible con electroforesis.

Introduccién. La termodifusion se conoce desde hace mucho tiempo, pero su explicacion teérica para las moléculas
en liquidos todavia esta en discusion. La busqueda de la comprension tedrica esta motivada por el hecho de que la
termodifusion en el agua podria conducir a poderosos procedimientos de seleccion totalmente &pticos para
biomoléculas y coloides. Igualmente bien, la termodifusion maneja y mueve las moléculas 6pticamente por completo
y, por lo tanto, puede complementar procedimientos bien establecidos, como por ejemplo electroforesis o pinzas
opticas. Para esto ultimo, las fuerzas de las pinzas 6pticas se escalan con un volumen de particulas y limitan este
procedimiento a las particulas sélo mayores de 500 nm. La electroforesis no sufre limitaciones de fuerza, pero es
dificil de miniaturizar debido a las reacciones electroquimicas en los electrodos.

Por otro lado, la termodifusiéon permite la manipulacién a microescala incluso de pequefias particulas y moléculas.
Por ejemplo, el ADN de 1000 pb se puede modelar arbitrariamente en agua a granel (Figura 7). EI "ADN" del patron
de temperatura, calentado en 2 K, se escribid en una pelicula de agua con un microscopio de exploracion de laser
infrarrojo. La concentracion de ADN de 1000 pb se formd en imagen usando una etiqueta de ADN fluorescente. En
una camara enfriada en su totalidad a 3 °C, el ADN se acumula hacia las letras calientes "ADN" (efecto Soret
negativo), mientras que a temperatura ambiente, el ADN es termofobo (efecto Soret positivo) como se observa por
las letras oscuras.

En el pasado, la aparente complejidad de la termodifusion impedia una descripcion tedrica completa. Como se
observa para el ADN en la Figura 13, las moléculas se agotan caracterlstlcamente de regiones con un aumento de
temperatura, pero también pueden mostrar el efecto inverso y acumularse®. Ademas, la escala de tamafio de la
termodifusion registrada por fraccionamiento de flujo de campo termlco (ThFFF) mostré leyes de potencia fraccional
con una diversidad de exponentes que son dificiles de |nterpretar Este ultimo efecto se resolvié recientemente
mediante la revelacion de la deriva termdfora no lineal para los fuertes gradientes térmicos utilizados en ThFFF.

Se utilizaron una diversidad de procedlmlentos para medir la termodlfu3|on principalmente en el régimen no acuoso.
Varian desde la desviacién del haz>’ , dispersion holograflca , calentamiento eléctrico a lentes termlcas
Recientemente, se ha desarrollado una técnica de formacién de imagenes de microfluidos de fluorescencia' que
permite la medicién de la termodifusiéon en un amplio intervalo de tamafios de molécula sin artefactos inducidos por
la conveccion térmica. Las suspensiones altamente diluidas pueden medirse y, por lo tanto, las interacciones
particula-particula no tienen influencia. Soélo se aplican gradientes moderados de temperatura. A continuacion, se
uso este procedimiento para confirmar una explicacion teérica directa de la termodifusion.

Enfoque tedrico. Para concentraciones diluidas, se asume generalmente que la velocidad de deriva termodifusivav
depende linealmente del gradiente de temperatura VT con una constante de proporcionalidad que equivale al
coeficiente de termodifusién Dr: V = —-DrVT. En estado estacionario, la termodifusion se equilibra mediante d|fu3|on
ordinaria. Los coeficientes difusion y termodifusion constante conducen a una ley de agotamiento exponenmal ® cleo
= exp[-(Dr /D)(T-To)], dependiendo la concentracién ¢ unicamente de la diferencia de temperatura T-To. La
concentracion ¢ se normaliza por la condicién limite de la concentracion Cp con la temperatura To. El coeficiente de
Soret se define como la relacion Sy = D1/D, que determina la magnitud de la termodifusion en el estado estacionario.
Si bien la distribucion exponencial anterior podria motivar un enfoque basado en las estadisticas de equilibrio de
Boltzmann, se argumenta cominmente que la termodifusion, sin excepcion, es un efecto Iocal de no equilibrio que
requiere dinamica de f|UIdOS campos de fuerza o potenciales de disolventes de partlculas % Sin embargo, en dos
documentos anteriores'® se demostro que para los gradientes moderados de temperatura, las fluctuaciones térmicas
de la particula son la base para un equilibrio local. Esto permite la descripcion del estado estacionario termodifusor
por una sucesion de leyes locales de Boltzmann, produciendo c/co = exp[(G(To)-G(T))/kT] con G la entalpia libre de
Gibbs del sistema de disolvente de particula unica. Tal enfoque soélo es valido si el gradiente de temperatura VT esta
por debajo de un umbral VT <(aSt)" que se da por las fluctuaciones de las particulas con el radio hidrodinamico a y
el coeficiente de Soret St, como se muestra recientemente. Para gradientes de temperatura mas grandes, la deriva
termodifusiva no depende linealmente del gradiente de temperatura. En el presente estudio, los gradientes de
temperatura por debajo de este limite se utilizaron para que la termodifusion se midiera en condiciones de equilibrio
termodinamico local.

El equilibrio termodinamico local permite la derivacion de una base termodinamica del coeficiente de Soret. La
distribucién local de Boltzmann relaciona pequefios cambios de concentracién &¢c con pequefias diferencias de
energia libre de Gibbs: dc/c = -0G/kT. Se compara esta relacion con un estado estacionario de termodifusion
localmente linealizado dado por &¢c / ¢ = -St0T, y asi se encuentra el coeficiente de Soret por la derivada de
temperatura de G.

St =D1/D=(T) ' x6G/8T (1)
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Mientras que la relacion anterior es suficiente para la siguiente derivacion, puede generalizarse aplicando localmente
la relacion termodinamica dG = -SdT + Vdp + udN. Para las particulas individuales a presion constante, se cuentra
que el coeficiente de Soret es igual a la entropia negativa del sistema de disolente de particulas S de acuerdo con St
= -AS/KT. Esta relacién no es sorprendente, ya que la entropia esta por definicion relacionada con la temperatura
derivada de la entalpia libre.

El tratamiento energetlco general anterior es inherente a los enfoques descritos anteriormente sobre Ia base de
equilibrio local ? |ncluyendo la interpretacion exitosa de voltajes termoeléctricos de electrolitos diluidas 2 que se
describen por energlas de transferencia. Recientemente, se aplic el procedimiento de no equilibrio por Ruckenstein
a los coloides ?’ con la longitud caracteristica 1 asignado a la longitud de Debye A pn. Si por el contrario seria
asignado la longitud caracteristica de acuerdo con 1 = 2a/3 con la particula radio a, el enfoque Ruckenstein en
realidad conflrmar la relacién de equilibrio local de mas arriba (1) para el coeficiente de Soret. Las mediciones en
micelas de SDS 2 parecen confirmar este enfoque no esta en equilibrio, pero para los elegidos particulas de las
opciones de los parametros de la competencia 1 = 2a/3 y 1 = A py dieron valores comparables. Asi, los experimentos
no podian distinguir entre las teorias de la competencia.

A continuacioén, vamos a utilizar las relaciones de equilibrio locales anteriores para obtener el coeficiente de Soret
para las particulas mas grandes que la longitud de Debye en soluciones acuosas y poner los resultados a las
pruebas experimentales rigurosos. Dos contribuciones dominan la entropia S de particulas en el agua (Figura 8a): la
entropia de blindaje idnica y la entropia sensible a la temperatura del agua de hidratacion. La contrlbuC|on de Ia
entropia de blindaje idnico se calcula con la derivada de la temperatura de la entalpia libre de Gibbs- G ica= Q2

off N pH/[2Ag€ ¢ con la carga efectiva Q e y superficie de la particula A. Alternativamente, esta entalpia se puede
interpretar como una energia de campo eléctrico G isnica = Q 2 «#/[2C] en el condensador C. blindaje idnica
Descuidamos las interacciones particula-particula ya que el enfoque de fluorescencia permite la medicion de
sistemas altamente diluidas. Para obtener el coeficiente de Soret, derivados de temperatura consideran la longitud

de Debye *ou(D=ve(MekT/(2e%s) y |0 ¢ constantes dieléctricas (T). Ambos derivados de temperatura dan lugar a
un factor B = 1 - (T/e) 0¢/dT. El rep efectiva la carga, Q es en gran medida insensible a la temperatura que se confirmoé
mediante electroforesis de forma |ndepend|ente " una dependencia de este tipo seria inesperado que los iones
fuertemente adsorbido dominan el valor de la carga efectiva. Experimentalmente, nos ocupamos de los coloides que
presentan superficies planas, es decir, el radio de la particula es mayor que A ph. En este caso renormalizacion carga
no juega un papel y que puede introducir una carga superficial o = densidad efectiva « «r Q/A por molécula de area
A. A partir de la derivacion de temperatura de acuerdo con la ecuacion (1), la contribucion iénica para el coeficiente

(ionic) —
de Soret es ST (ABGcﬁ)‘DH)/(“SSOkT ) . Una relacién similar se deriva de micelas cargadas recientemente
3 sin embargo, sin tener en cuenta la dependenma de la temperatura del coeficiente € dieléctrico. A continuacion, la

contribucion al coeficiente de Soret de la entropia de hidratacion de agua puede deducirse directamente de la sala

de particulas de hidratacién de entropia especifica s = S e na/A, es decir, SV = —Aspg€T)/ KT por altimo, la

contribuciéon del movimiento browniano se deriva como S 1 = 1/T mediante la insercion de la energia cinética de la
particula G = kT en la ecuacioén (1). Sin embargo, esta contribucion es muy pequefia (S 1 = 0,0034/K) y puede ser
descuidado por las moléculas en estudio. Las contribuciones de blindaje i6nica y la entropia de hidratacién se suman
a:

A Bcsz
Sy = gy g+ 20 g 2)
Tk ™07 4ge,7 TPH (

El coeficiente de Soret S 1 escala de forma lineal con la superficie de la particula A y Debye pn longitud A. Probamos
la ecuacion (2) mediante la medicion de S 1 frente a la concentracion de sal, temperatura y tamafio de la molécula.
En todos los casos thermodiffusion se predice cuantitativamente sin ningun tipo de parametros libres. Se utilizo la
fluorescencia de seguimiento sola particula de seguir perlas de poliestireno modificado (PS) carboxilo (Molecular
Probes F-8888) de 1,1 micrometros y 0,5 micrometros de diametro a 25 attomolar concentracion, se dializa en 0,5
mM Tris-HCI a pH 7,6. Termodifusion de particulas < 0 2um se mide por la disminucién de la fluorescencia que
refleja el agotamlento mayor parte de las particulas de % El espesor de la camara de 20 micrémetros amortiguar el
conveccion térmica a veIomdades insignificantes "% E| disefio experimental también excluye el efecto de lente
térmica y captura optlca Longltud de Debye A py se titularon con KC1 (ver material complementario).

La dependencia de la sal. La figura 8b muestra los coeficientes de Soret de perlas de poliestireno de diferentes
tamafos en comparacién con pn A. Los coeficientes de Soret escala linealmente con una pequeia interseccion en A
on = 0 y confirman la -dependence A py de la ecuacién (2). Para diametros mas pequefios de las cuentas de los
coeficientes Soret escala con el area de superficie de la particula A (Figura 8), como se espera de la ecuacion (2).
Para comprobar si la ecuacion (2) también explica cuantitativamente los coeficientes de Soret medidos, inferimos la
carga efectiva de las perlas por electroforesis (ver material complementario). El uso de perlas de 40 nm con
modificaciones superficiales carboxilo idéntica a A = py 9.6nm, hemos observado con fluorescencia electroforesis de
flujo libre y corregido por electro6smosis, la busqueda de una densidad de carga superficial efectiva de o ¢ = 4500 +
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2000e/m * Este valor es practicamente independiente de las concentraciones de sal utilizadas % Usando esta carga
efectiva inferido, la ecuacion (2) se ajusta el coeficiente de Soret para diferentes tamafios de grano y las
concentraciones de sal asi (Figura 8b, lineas continuas).

La interseccion S 1 (A pn = 0), donde las contribuciones idnicos son cero, también se escala con la superficie de las
particulas y se descrlbe mediante una hidratacion entropia por unidad de superficie de las particulas de s = nyq -
1400J/(moIKpm " El valor coincide con los valores de la bibliografia para superficies similares razonablemente bien
 Por ejemplo, dansilo-alanina, una molecula con grupos superficiales comparables con perlas de poliestireno, se
midié para tener una entropia de hidratacion *° de -0,13 J/(molk) a una temperatura comparable. Escala lineal con su
area de superficie mediante el uso de un radio de a = 2 resultados nm en un valor de S g = -2500 J/(moIKum " de
acuerdo con nuestro resultado cualitativo. La entropia de hidratacion es un parametro molécula altamente
informativo que es notoriamente dificil de medir, produciendo una aplicacién interesante para termodifusion.

Dependencia de la temperatura. Entroplas de hidratacion S nyg en agua se sabe que aumenta linealmente con la
disminucion de las temperaturas e 3032 Como la pendiente de la contrlbu0|on iénica de S t frente py A es con la
temperatura de alta precision insensible para el agua (8 (T)/(sT =~ const), se espera que solo el intercepto a
disminuir a medida que la temperatura global de la camara se reduce. Este es de hecho el caso, como se ve desde
la dependencia de la temperatura de los granos con 1,1 m de diametro (Figura 9a, T = 6 .. 29 °C) Inferimos de la
interseccién S 1 (A = 0 pn) que la entropia de hidratacion cambia de signo a aproximadamente 20 °C. Como se
observa para el ADN en la Figura 7, la entropia de hidratacion puede dominar termodifusién a bajas temperaturas y
mover moléculas a la caliente (D <0 T,

Las propiedades de hidrataciéon plomo entropia a un aumento lineal de S t sobre las temperaturas en la
concentracion de sal fija como midieron para 1.1 micréometros perlas y ADN (Figura 9b). Normalizamos S r
dividiendo con S 1 (30 °C) para compensar la superficie molécula. Las pendientes de S 1 mas de temperatura
difieren entre los talones y el ADN. Sin embargo, la pendiente no se diferencia entre el ADN de diferente tamario (50
pares de bases frente a 10000 pares de bases). Sobre la base de la ecuacion (2), esto es de esperar ya que la
dependencia de la temperatura de la entropia de hidratacion solo depende del tipo de superficie de la molécula, no
su tamano. Medimos los coeficientes de difusion de las especies de ADN a la temperatura respectiva de forma
independiente. Dentro del error experimental, los cambios en el partido D coeficiente de difusion con el cambio de la
viscosidad del agua sin la necesidad de asumir cambios conformacionales de ADN sobre el rango de temperatura.
Tenga en cuenta que el cambio del signo del coeficiente de ADN Soret esta situado cerca del punto de maxima
densidad del agua s6lo por casualidad. Alli, el balance de dos contribuciones entrépicos. Para perlas de poliestireno
en A py = 2 nm, por ejemplo, el cambio de signo se observa a 15 °C (Fig. 9a). Un aumento del coeficiente de Soret
sobre temperatura se informé de soluciones acuosas antes de % sin embargo, con una no linealidad distinta que
atribuimos al remanente interacciones particula-particula.

Tamario dependencia de las perlas. El coeficiente de Soret se midié para modificado carboxilo perlas de poliestireno
de diametro que van de 20 nm a 2 micréometros (Molecular Probes, F-8888, M-8795, M-8823, M-8827). Las gotas de
un diametro de 0,2 m, 0,1 m, 0,04 my 0,02 m se diluyeron a concentraciones de 10 pM, 15 pM, 250 pMy 2 nM, y su
fluorescencia mayor fue fotograflada con el tiempo para derivar D 1y D "' de la el agotamiento y posterior
retrodifusion. Los granos mas grandes con un diametro de 1, 9 m, 1,1 m y 0,5 m se diluyeron a concentraciones de
3,3 aM, 25 am y las 24:02, y se midi6 con el seguimiento de ® sola particula. Las soluciones fueron amortiguadas en
1 mM Tris pH 7,6 con A = py 9.6nm. En todos los casos las interacciones entre las particulas pueden ser excluidas.
Se tuvo cuidado de mantener el gradiente de temperatura en el régimen de equilibrio local.

Nos encontramos con que el coeficiente de Soret con las escalas de superficie de las particulas de mas de cuatro
ordenes de magnitud (Flgura 10a). Los datos se describe bien con la ecuacion (2) con una densidad de carga de
superficie efectiva de m “ y la contribucién hidrataciéon entropia o ¢ = 4,500 e/descuidado. El 5 veces demasiado
baja prediccién para la particula mas pequefio (20 nm de diametro) se puede explicar por la renormalizacion de
carga desde su radio es mas pequefio que py A.

El coeficiente de difusién D para las esferas esta dada por la relacion de Einstein y escala inversamente con el radio
D « 1/a. Insercion de la ecuacion (2) en S 1 = D 1/D, se espera que el coeficiente de termodifusion D 1 a escala con
un radio de la particula. Esto se confirma experimentalmente mas de dos 6rdenes de magnitud (Figura 10b). Estos
hallazgos contradlcen Ia nuestra de varios estudios tedricos que declaran que la D 1 debe ser independiente del
tamano de partlcula 72021 hasado en resultados experimentales ambiguas de fraccionamiento campo térmico de
flujo (ThFFF) que fueron probablemente sesgada por thermodiffusion no lineal en grandes gradientes térmicos.

Dependencia del tamafo del ADN. Mientras que las perlas de poliestireno comparten una distribucién de tamafio
muy estrecha como una caracteristica comun con las moléculas de ADN, las perlas son un sistema modelo mucho
menos complicado. Las perlas son esferas rigidas que interactian con el disolvente Unicamente en su superficie.
Ademas, las cargas residen en la superficie donde la proyeccioén tiene lugar. Por lo tanto, el hallazgo de que la
termodifusion de ADN flexible y cargado homogéneamente se describe igualmente bien descrito con la ecuacion (2)
no se espera facilmente y es bastante interesante (figura 10c, d).

Se mide el tamaio del ADN con 50 pares de bases con respecto a 48502 pares de bases en tampon TRIS 1 mM
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(Ao = 9-6 nm) a bajas concentraciones de moléculas entre 1 uM (50 pb) y 1 nM (48502 pb). Unicamente una de
cada 50 pares de bases se tifid con el colorante fluorescente TOTO-1. El coeficiente de difusion se midié por
retrodifusion después de que el laser se apagara y depende de la Iong7|tud L del ADN de una forma no trivial. Los
datos se ajustan bien con una escala de radio hidrodinamico una o L Esta escala representa un medio efectivo
de mas de dos regimenes de ADN de longitud. Para las moleculas de ADN mas largo que aproximadamente 1000
pares de bases, una escalada de 0,6 se encontré mientras que ® mas corta de ADN se escala con un exponente de
= 1 (ver material complementario).

Podemos describir el coeficiente de Soret medido mas de tres 6rdenes de magnitud de ADN con longitudes de la
ecuacion (2) si se supone que la carga efectiva de la DNA esta protegido en la superficie de una esfera con el radio
hidrodinamico a. Debido a la concentracion de sal baja (A ps = 9,6 nm), tal blindaje globular es razonable. No sdlo es
la escala observada experimentalmente el coeficiente de Soret con la raiz cuadrada de su longitud predijo

. (S o< Q% /2% e L2 /11 o 109) » . ]
correctamente basa en la ecuacién (2) ST * Neff , También el coeficiente de Soret se describe
completamente en una manera cuantltatlva (Figura 10C, linea contlnua) con una carga efectiva de 0,12 E por base,
a juego bien con la bibliografia valores * que van desde 0,05 e/pb a 0,3 e/pb.

Como se muestra en la Figura 10d, el coeficiente de termodifusion para el ADN cae con la longitud de ADN de
acuerdo con D 1= 1 DS o« Q e un ® o L 2L 2% o LT %% Por lo tanto, el ADN mas corto en realidad se desplaza
mas rapido en un gradiente de temperatura de ADN mas larga. Es importante sefialar que este resultado esta en
contrad|CC|on con los resultados experimentales de un D 1 constante en toda la longitud del polimero en entornos no
acuosos ~ De acuerdo con la ecuacion (1), el parametro relevante termodinamico es el coeficiente de Soret,
determinado por la energética de solvatacién. El argumento de que los polimeros tienen que desacoplar en
monomeros para mostrar una constante D 1 simplemente se convierte en el caso especial en que la energética de
solvatacion determinan tanto S 1y D con igual pero invertida escala de tamario. De acuerdo con nuestro argumento
local de energia de equilibrio, S 1y t D no domina thermodiffusion también para polimeros no acuosos cerca de una
transicion vitrea > Aqu| St es constante, mientras que la escala D 1y D de acuerdo con un aumento de la friccion.
Sin embargo, para un sistema de ADN en soluciéon, donde van a largo blindaje parejas los monémeros, un D
constante 1 sobre la longitud de polimero no se puede suponer a priori (Figura 10d).

Carga efectiva. El rep efectiva la carga Q es un parametro de gran importancia para la ciencia de coloides, la biologia
y la biotecnologia. Hasta ahora solo se podia deducir de la electroforesis, restringido a particulas mas pequefas que
la longitud de Debye (a<3A ph) ® Por desgracia, muchos coloides estan fuera de este régimen. Como se muestra
antes, una restriccion de tamafio similar no se cumple para thermodiffusion. En muchos casos, ny la entropia de
hidratacion s aporta menos del 15% (Figura 8) y se puede despreciar a niveles moderados de sal. Asi, podemos
invertir la ecuacion (2) para obtener la carga Q e eficaz para moléculas esféricas de

2T2 €€ Ok3ST

31’]D BTEA‘DH (3)

Qeﬁ' =

La carga efectiva derivada de las mediciones thermodifftision de perlas de poliestireno y el ADN se representa en la
figura 11 sobre varios 6rdenes de magnitud en tamafio. La carga efectiva de perlas de escala de forma lineal con la
superf|C|e de la particula con una pendiente de confirmar la densidad de carga superficial efectiva de o ¢ = 4500 e/m

que se infiere de la electroforesis solo para particulas pequenas. Promedio de las desviaciones de la escala lineal
estan por debajo del 8% (Figura 11a). La carga efectiva inferido a partir de mediciones thermodifftision de ADN
utilizando la ecuacion (3) escalas linealmente con la longitud de ADN con una carga efectiva de 0,12 e por par de
bases. La escala de longitud se confirmé mas de cuatro 6rdenes de magnitud con un error promedio de 12% (Figura
11b). Por lo tanto thermodifftision puede utilizarse para inferir la carga efectiva con errores bajas para una amplia
gama de tamarios de particulas. Esto es aun mas interesante para la caracterizacion de biomoléculas ya que las
mediciones de thermodifftision se pueden realizar todo de forma 6ptica en voliumenes picolitros.

Conclusién. Describimos thermodifftision, la deriva a lo largo de gradientes de temperatura molécula, en liquidos con
una teoria general, microscépico. Aplicado a soluciones acuosas, esta teoria predice thermodifftision de perlas de
ADN y de poliestireno con una precision media de 20%. Experimentalmente validar dependencias principales
parametros de la teoria: la linealidad y la longitud de deteccion A pn y el area hidrodinamico molécula A, la
dependencia cuadratica en la carga y la linealidad efectiva frente a la temperatura. Las mediciones de
thermodifftision pueden ser miniaturizados a escala del micrén con la técnica de fluorescencia totalmente dptico
utilizado y permite diferencias de temperatura microscopicas para manipular moléculas en base a sus propiedades
de superficie (Figura 7). La descripcion tedrica permite extraer la entropia de solvatacion y la carga eficaz de las
moléculas y particulas en un amplio rango de tamafrio.

Control de la temperatura por infrarrojos. Los gradientes de temperatura utilizadas para inducir movimientos
thermodiffusive fueron creados por la absorcion acuosa de un laser infrarrojo de longitud de onda a 1480 nm y 25
mW de potencia (Furukawa). El agua absorbe fuertemente a esta longitud de onda con una longitud de atenuacion
de k = 320 micrometros. El rayo laser se centr6 moderadamente con una lente de 8 mm de distancia focal.
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Tipicamente, la temperatura en la solucién se elevé por 1 - 2 K en el centro del haz con un diametro 1/e de 25
micrometros, medido con la sefal de fluorescencia dependiente de la temperatura de la BCECF colorante ** Alturas
camara delgada de 10 micrometros a 20 micrometros y moderada centrandose eliminan posibles artefactos de
captura optica, el efecto de lente térmica y conveccion térmica * Para las mediciones dependientes de la
temperatura tanto en el objetivo y el chip de microfluidos se templaron con un bafio termal. Imaging se proporciona
desde un microscopio de fluorescencia Axiotech Vario (Zeiss), sistema de iluminacion con un LED de alta potencia
(Luxeon) y grabado con la camara CCD Sensicam QE (PCO).

Molecules. Altamente monodisperso y el ADN de 50 pb, 100 pb, 1000 pb, 4000 pb, pb 10000 y 48502 pb libre de
proteinas (Regla rapida, fragmentos y A-DNA, Fermentas) se diluyeron a la concentracion de 50 mM par de base, es
decir, la concentracion de la molécula fue entre 1 M (50 pb) y 1 nm (48502 pb). ADN fue marcado con fluorescencia
por el tinte fluorescente intercalante TOTO-1 (Molecular Probes, Oregon) con una baja relaciéon de tinte/pares de
bases de 1/50. modificado carboxilo perlas de poliestireno de diametro 2 m, 1 m, 0,5 m, 0,2 m, 0,1 m, 0,04 my 0,02
m (F- 8888, F-8823, M-8827, M-8888, M-8795, M-8823 , F-8827, Molecular Probes) fueron dializados (mini Eluta
tubo, Fermentas) en solucion acuosa. dest. y se diluyeron en 1 mM Tris pH 7,6 a concentraciones entre 3,3 aM (2 m)
y 2 nM (0,02 m).

formacion de |magenes de concentracion con el tiempo. O bien el procedimiento de formacion de imagenes de
concentracion ' o rastreo de partlculas solo se utilizaron para medir termodifusién a bajas concentraciones, es decir,
por debajo de 0,03 g/l de ADN y 10 *° g/l para los granos. En concentraciones mas altas, encontramos profundos
cambios en los coeficientes de termodifusion. ADN y perlas de poliestireno mas pequefas que la concentracion de
0,5 m de diametro se obtuvieron imagenes con el tiempo s por fluorescencia de campo claro con un objetivo de
inmersién en aceite 40x. Las concentraciones inferidas despues de corregir para el blanqueo, la iluminacién no
homogénea y fluorescencia dependiente de la temperatura % fueron equipados con una teoria de elementos finitos.
El modelo captura todos los detalles tanto el agotamiento thermodiffusive y backdiffusion para medir D t y D de
forma independiente (ver material complementario). Las mediciones se realizaron en chips microfluidicos 10 m de
altura con PDMS en ambos lados "

rastreo de particulas unica. particulas de poliestireno mayor que 0,5 m de diametro se midieron por rastreo de
particulas unico debido al tiempo de equilibrado lento y el riesgo de que el agotamiento de estado estacionario es
perturbado por conveccioén térmica. La deriva thermodiffusive Se obtuvieron imagenes con un objetivo de aire 32 x 4
en Hz en una etapa inicial de agotamiento en una camara de espesor 20 micrometros. Un promedio de mas de la
posicién z de las particulas de los efectos de la conveccidn térmica eliminado. La velocidad de deriva frente a un
gradiente térmico de 400 pistas fueron linealmente instalado por v = -D 1 V T para inferir D 1 El coeficiente de
difusion D de las particulas se evaluaron en funcion de su desplazamiento al cuadrado, a juego dentro del 10% de la
relacion de Einstein.

La presente invencion no esta limitada por lo que se ha mostrado y descrito particularmente anteriormente en este
documento. Mas bien, el alcance de la presente invencion definida por las reivindicaciones adjuntas, incluye ambas
combinaciones y sub-combinaciones de las caracteristicas descritas anteriormente en este documento, asi como
modificaciones y variaciones de la misma que se le ocurririan a un experto en la técnica al leer la descripcion
anterior y que son no en la técnica anterior.

Calefaccion por infrarrojos. Los gradientes de temperatura utilizadas para inducir movimientos termoforo son
creados por absorciéon acuosa de una fibra acoplado laser de estado sélido de infrarrojos (Furukawa FOL1405- RTV-
317), con una longitud de onda de 1.480 nm y una potencia maxima de 320 mW se usa tipicamente a 25 mW. El
agua absorbe fuertemente a esta longitud de onda con una longitud de atenuacion de k 320 micrometros. La luz
infrarroja se acopla a cabo de la fibra para formar un haz paralelo con un diametro 1/e 2 de 1 mm. La posicion del
haz en el plano X/Y se puede ajustar por dos espejos infrarrojos galvanoometrically controladas (Cambridge
Technology 6200-XY escaner con controlador 67120). El rayo laser se enfoca desde abajo de la etapa de objeto por
una lente asférica corregido de infrarrojos con 8 mm de distancia focal (Thorlabs, C240TM-C). Tipicamente, la
temperatura se aumenté en solamente 2 K en el foco caliente.

Medicion de la temperatura. El gradiente de temperatura se midid6 a través de la sefal de fluorescencia
dependiente de la temperatura de la BCECF colorante, se diluye a 50 mM en tampén de TRIS 10 mM Los detalles
de la correccion de blanqueo y la extraccion de temperatura fueron descritos anteriormente A partir de la
dependencia de la temperatura total de BCECF de -2,8%/K, solo el -1,3%/K se debe a la deriva de pH del tampdn
TRIS utilizado. El -1,5% restante/K son el resultado de termodifusion del colorante en si, medido a ser S 1 = 0,015/K
con la concentracion sobre el procedimiento descrito a continuacion.

"ADN" de la imagen. Medicion del perfil de "ADN" en la Figura 7 se llevd a cabo en una camara de espesor 60
micrémetros entre portaobjetos de vidrio, fotografiada con un 10 x objetivo y se calienta a 2 K a lo largo de las letras
"ADN" con barrido laser. La camara se llené con una solucién 50 nM de 1000 bp de ADN se tifieron con el colorante
fluorescente intercalante TOTO-1 (Molecular Probes) Para cambiar de agotamiento a la acumulacion, el experimento
se llevo a cabo a temperatura ambiente o con la camara se enfrié a 3 °C, respectivamente.

enfoques de fluorescencia. Histéricamente, los procedimientos utilizados para medir thermodiffusion en liquidos se
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basan en los cambios en el indice de refraccién en el cambio en la concentracién de soluto 2~ Inherentemente, esta
sefial es pequefia para bajas concentraciones de soluto cerca del limite de las moléculas que no interactian, incluso
para los procedimientos de deteccion intrincados como el efecto de lente térmica o interferencia hologréfica 3.
Aunque opera a volumen mucho mas pequeio, el enfoque de microfluidos fluorescente usada ! permite
concentraciones de 0,03 g/l para el ADN y alcanza 10 N g/l para el seguimiento de una sola particula. Esto es
necesario, ya que por ejemplo en termodifusién de ADN, vemos cambios profundos en concentraciones mas altas.

Thermodiffusion de la concentracion con el tiempo. Ambas orugas de ADN y de poliestireno menor que 0,5 m de
diametro se mide por la formacion de imagenes concentracion de la molécula con el tiempo por la fluorescencia de
campo brillante. Un procedimiento mas basico de estado estacionario fue descrito previamente 13 Aqui, hemos
refinado con una teoria numéricos para inferir coeficiente de difusion D y coeficiente de Soret S 1 independiente.

ADN altamente monodisperso y libre de proteinas de 50 pb, 100 pb, 1000 pb, 4000 pb, 10.000 pb y 48.502 pb
(Regla Fast, fragmentos y A-DNA, Fermentas) se utilizaron para las mediciones dependientes de la longitud. EI ADN
fue marcado con fluorescencia por el tinte fluorescente intercalante TOTO-1 (Molecular Probes, Oregon) que
muestra 1000 x aumento de la fluorescencia cuando se une a ADN. La relacion tinte/pares de bases fue baja (1/50)
para evitar los artefactos estructurales o de carga del colorante unido. La fluorescencia se observé con un objetivo
de aceite 40 x. soluciones madre de ADN se diluyeron a la concentracion de 50 mM par base, que corresponde a la
molécula concentraciones entre 1 M (50 pb) y 1 nm (48 502 pb), respectivamente. perlas de poliestireno de diametro
0,2m, 0,1 m, 0,04 my 0,02 m (Molecular Probes, Oregon, F-8888, M-8795, M-8823, M-8827) se dializd (Fermentas,
Eluta tubo mini) en HCI ac. dest., y se diluyeron en 1 mM Tris pH 7,6 a concentraciones de 10 pM, 15 pM, 250 pM y
2 nM, respectivamente. Mediciones de termodifusién de ADN se realizaron en chips microfluidicos 10 m de altura
con PDMS en ambos lados '* Permiten la medicién de pequefios volimenes en geometrias definidas delgadas.
perlas de poliestireno se intercalaron entre una espesa deslizante 1,25 mm de poliestireno (el humo, Roth) en la
parte inferior y una corredera de plastico (170 micrometros de espesor, 1 cm x 1 cm, ibidi, Munich) en la parte
superior y sellados con esmalte de ufias. Para las mediciones dependientes de la temperatura, tanto de aceite 40 x
chip de microfluidos objetiva y se templa desde abajo con un bafio termal. Tenga en cuenta que las temperaturas
muy por debajo de 0 °C se pueden lograr como la geometria de microfluidos reduce la probabilidad de agua se
congele.

La concentracion de ADN se dedujo a partir de imagenes de fluorescencia, que se midieron con un objetivo x 40
aceite (NA = 1,3) en un microscopio de fluorescencia Axiotech Vario (Zeiss), sistema de iluminacion con un LED de
alta potencia (Luxeon) y fotografiado con la camara CCD Sensicam QE (PCO). La serie de tiempo permite corregir
para la iluminacién no homogénea y blanquear 3 Un photobleaching dependiente de series de tiempo significa que
un factor de blanqueo individuo se determina para cada imagen. Esta correccién es una ventaja para mediciones de
alta precision para termoforesis proteina. Si las moléculas individuales eran visibles en la fluorescencia, se utilizé un
promedio de tiempo de un promedio de mas posiciones de las particulas.

Se tomaron perfiles radiales con el tiempo y combinar una imagen del espacio-tiempo tanto del agotamiento
termoforo y difusion de nuevo a (Figura 12a, c). La fluorescencia se ajusté para la dependencia de la temperatura
del colorante TOTO-1 determinado de forma independiente con un espectrometro de fluorescencia como -0,5%/K.
Por lo general, la temperatura de la solucién se elevé por 1 - 2 K en el centro del haz con un diametro de 1/e 2de 25
micrémetros.

El coeficiente de Soret S 1 se puede obtener a partir del perfil de estado estacionario. Teniendo en cuenta la
temperatura en el radio r obtenido de la fluorescencia dePendiente de la temperatura, la concentracion de c (r) puede
ser equipado con el perfil termoéforo estado estacionario 3 propuesta por

o(r) = coe—ST(T(r)—To) 4)

con temperatura de la camara T o y la concentracién mayor c o.

También podemos obtener D y D 1 independientemente mediante el analisis de la acumulacion y el aplanamiento del
perfil de concentracion con el tiempo después de apagar el rayo laser infrarrojo encendido o apagado,
respectivamente. Teoria fue proporcionada a partir del modelo de elementos finitos en coordenadas radiales
(FEMLAB, Comsol) con el tiempo con condiciones de contorno de concentracién obtenidos del experimento.
Comparacion con el experimento del transcurso del tiempo de agotamiento termdforo revela D 1 (Figura 12c, d) y de
la evolucion en el tiempo después de apagar la fuente de calor se obtiene el coeficiente de difusion D (Figura 12a,
b). Resultados para coeficientes de difusion obtenidos para las moléculas de ADN se muestran en la Figura 13. El
escalado de D para el ADN mas grande de 1000 pb de acuerdo bien con valores de la bibliografia y las expectativas
teoricas ** Sin embargo, para las moléculas de ADN en el orden de la longitud de persistencia (aproximadamente
150 bp) es necesario el exponente de ley de potencia de -0,6 no se ajusta con precision los valores medidos y una
escala diferente con un exponente de -1. Una buena descripcion de los coeficientes de difusion de ADN en el rango
de tamafio analizados a lo largo de este trabajo se logra con un exponente intermedio de -0.75.

longitud de cribado. Longitud de Debye-Hiickel se valoré6 mediante la adicion de C s = 0 mM, 2 mM y 20 mM de
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KCl a C =1 mM de tampodn Tris a pH 7,6 y calcula a partir de

SSOkT
2e? (cg+cT)

&)

7"DH =

Los cambios en la carga efectiva de las moléculas pueden ser excluidos en estas concentraciones de sal
monovalentes. Para valores mayores lambda = py 13.6nm, se utilizé exclusivamente Tris-HCI 0,5 mM pH 7,6.

Thermodiffusion mediante el seguimiento de una sola particula. Para las particulas fluorescentes de poliestireno
de gran tamafio (2 micrémetros, 1 p, 0,5 m, Molecular Probes, Oregon, F-8888, F-8823 y F-8827) un procedimiento
diferente tuvo que ser utilizado debido a la creciente visibilidad de las particulas individuales, tiempo de equilibrado
lento y el riesgo de que el agotamiento de estado estacionario es perturbado por conveccién térmica. Las perlas se
sometieron a didlisis (Fermentas, Eluta mini tubo) en solucién acuosa. dest., y se diluye en 1 mM Tris pH 7,6 a
concentraciones de 3,3 aM, 25 am y 24:02, respectivamente. Termodifusion se midié en 20 micrémetros camaras
delgadas. Una diapositiva 1,25 mm de espesor de poliestireno (plato Petri, Roth, Karlsruhe) fue elegido como para el
fondo de la camara, mientras que un deslizamiento de plastico (170 micrometros de espesor, 1 cm x 1 cm, ibidi,
Munich) se tomé como hoja de la cubierta. La baja conductividad térmica garantiza una temperatura constante a
través de la camara. paredes de la camara se hicieron hidrofilo en un limpiador de plasma (Harrick) durante 10 min a
10 W de potencia eléctrica. Como resultado de ello, la adsorcion de particulas de poliestireno para el plastico es baja
incluso a altas concentraciones de sal. Ademas de la solucién de bolas 2 | entre las laminas de plastico, seguido por
el sellado de la camara de secado rapido con esmalte de ufias lleva a alturas de camara reproducibles de 20
micrémetros.

Imaging estaba provisto de un microscopio de fluorescencia Axiotech Vario (Zeiss), sistema de iluminacién con un
LED de alta potencia (Luxeon) y fotografiado con la camara CCD SensiCamQE (PCO). El centro de la llanura de
vista se calento 8 K por encima de la temperatura ambiente con gradiente de temperatura maxima de 0,2 K/my 1/°2
radio de mancha de 50 Temperatura fue fotografiada con BCECF como se ha descrito antes en una camara
separada. En la Fig. 14a simulacion de elementos finitos de la situacién experimental se muestra usando el software
disponible Femlab comercial (Comsol). Una camara de 20 micréometros se calienta a 8 K en el centro. Debido a la
baja conductividad térmica de las paredes PS el perfil de temperatura es homogénea en toda la altura de la camara
(Fig. 14a). Debido a la camara delgada la velocidad de conveccion se suprime a velocidades insignificantes de 5
nm/s como maximo (Fig. 14b). EI movimiento de las particulas termoforo Se obtuvieron imagenes con un objetivo de
aire 32 x y grabado en 4 Hz. Las particulas de todo el camara de 20 micrédmetros pueden ser rastreados por igual
con un programa LabView encargo por escrito. Artefactos de conveccion térmica toroidal se promedian en un alto
grado de interés como convectiva cerca de la pared de la camara baja cancela con repulsion opuesta convectiva
cerca de la parte superior de la camara. Normalmente, la velocidad de 400 pistas se representd frente radio y
equipado con la velocidad de desplazamiento esperado de termodifusion de acuerdo a la deriva terméforov =-D 1V
T para encontrar la movilidad D termoéforo t. fluctuaciones térmicas de las pistas fueron evaluados en funcién de su
desplazamiento al cuadrado para obtener el coeficiente de difusion D de las particulas, que iguald en el 10% de la
relacion de Einstein D = kT/(61rna). Esto se espera ya que incluso para el peor de los casos, la camara es 20 veces
mas grueso que el diametro de las particulas medidas.

Electroforesis. Se midi6 la densidad de carga superficial eficaz para perlas de 40 nm de diametro por la deriva
electroforética en 400 micrémetros camaras delgadas y 5 cm de largo (ibidi, Alemania). El perfil de velocidad en toda
la altura de la camara a 5 V fue tomado de rastreo de particulas Unica de 2 micrometros perlas. A 80 m de altura el
flujo electroosmético en una camara herméticamente cerrado es cero - Como era de esperar la velocidad de las
particulas en este plano satura para particulas mayores de 100 nm y no esta relacionado con carga efectiva % Un
alto objetivo aceite apertura numérica se ha usado para analizar la velocidad de 40 particulas de NM en la superficie
de la camara en las mismas condiciones. La diferencia de velocidad constante entre la superficie de la camara y el
plano de cero flujo electroosmético medido antes se ha utilizado para calcular la velocidad puramente electroforética.

Referencias adicionales que se hace referencia en el presente documento anteriormente en el Ejemplo 1:

3. S.J. Jeon, M.E. Schimpf and A. Nyborg, Anal. Chem. 69, 3442-3450 (1997)

4. P.M. Shiundu, G. Liu, and J.C. Giddings, Anal. Chem. 67, 2705-2713 (1995)6

7. B.-J. de Gans, R. Kita, B. Miller and S. Wiegand, J. Chem. Phys. 118, 8073 (2003).

8. J. Rauch and W. Kohler, Phys. Rev. Lett. 88, 185901 (2002)

9. S. Wiegand and W. Kohler, in Thermal Nonequilibrium Phenomena in Fluid Mixtures, Springer, Berlin, 189 (2002)
13. D. Braun and A. Libchaber, Physical Review Letters 89, 188103 (2002)

14. S.R. de Groot, P. Mazur, Non Equilibrium Thermodynamics (North-Holland, Amsterdam, 1969)
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16. A.H.Jr. Emery and H.G. Drickhammer, J. Chem. Phys. 23, 2252 (1955)

17. J.S. Ham, J. Applied Physics, 31, 1853 (1960)

18. K.I. Morozov, J. Experim. and Theor. Phys. 88, 944 (1999)

19. M.E. Schimpf and S.N. Semenov, J. Phys. Chem. B 104, 9935 (2000)

20. A. Voit, A. Krekhov, W. Enge, L. Kramer, and W. Kohler, Phys. Rev. Lett. 92, 214501 (2005)
22. S. Fayolle, T. Bickel, S. Le Boiteux and A. Wirger, Phys. Rev. Lett. 95, 208301 (2005)
24. P.N. Snowdon, J.C.R. Turner, Trans. Faraday Soc. 56, 1409 (1960)

25. E. Ruckenstein, J. Colloid Interface Sci. 83, 77 (1981)

27. J. Israelachvili, Intermolecular & Surface Forces, 2nd edition, Academic Press, 1992
28. W. Lin, P. Galletto and M. Borkovec, Langmuir 20, 7465-7473 (2004)

29. D. Haidacher, A. Vailaya and C. Horvath, Proc. Natl. Acad. Sci. 93, 2290-2295 (1996)
30. NSP Southall, K.A. Dill and A.D.J. Haymet, J. Phys. Chem B 106, 521-533 (2002)

31. B. Kronberg, M. Costas and R. Silveston, Pure & Applied Chemistry 67, 897-902 (1995)

Ejemplo 2: Determinacién del radio hidrodinamico y la interaccién entre las proteinas

El procedimiento de caracterizacion termo-éptico de la presente invencion permite también cuantificar el radio
hidrodinamico de las proteinas y ain mas importante de complejos de biomoléculas que no estan conectadas
covalentemente entre si. Termoforesis proporciona una forma robusta y precisa comparable para medir el radio
hidrodinamico de las moléculas de menos de un nanémetro hasta unas pocas micrometros. En comparacion con los
otros procedimientos de caracterizacion termo-éptico de la precisién de este procedimiento no es demasiado
sensible de la geometria de medicion (por ejemplo, altura de la capa de liquido) como es el caso para las
interacciones moleculares.

Data acquisition: Una medicion tipico puede describirse como sigue:
Etapa 1:

Una solucion de moléculas marcadas con fluorescencia se pone en una camara de medicion de microfluidos (por
ejemplo capilar, chip microfluidico). La fluorescencia se excita y se registra con una resolucion espacial de menos de
5 segundos en un dispositivo CCD con una velocidad entre 40 Hz a 0,2 Hz (es decir, para la difusién de moléculas
rapida, se elige una alta velocidad de cuadro). Estos imagen (s) proporciona la informacién necesaria sobre el nivel
de fluorescencia a una concentracion de 100%. A continuacion, la excitacion de fluorescencia se apaga.

Etapa 2:

El calentamiento por laser de infrarrojos esta activada. La distribucion de la temperatura espacial local establecido
inmediatamente provoca la deriva molécula para bajar o temperaturas mas altas, dependiendo de la molécula
particular a analizar. El laser se enfoca de una manera que se consiguen los gradientes de temperatura entre 0,0 y 5
K/m. El gradiente de temperatura se ha calibrado una vez y no es necesario repetir esta calibracion cada vez que se
realiza un experimento. La elevacion maxima de temperatura es inferior a la temperatura que se sabe que causa
dafo a las moléculas o desintegrarse su interaccion. Dependiendo de las propiedades termdéforo de las moléculas en
la solucion (es decir, si se mueven rapido en un gradiente térmico o lento) el laser infrarroja calienta la solucion
durante 5 segundos hasta 100 segundos. Después de este periodo de tiempo que el laser infrarrojo se apaga

Etapa 3:

Después de la distribucion de temperatura espacial ha desaparecido (tipicamente 2-50 ms) la excitacion de
fluorescencia se enciende y la fluorescencia se registra con la misma velocidad de trama utilizado en la primera
etapa de formacion de imagenes de fluorescencia. Esta vez la redistribucion de las moléculas se forma la imagen
durante 5 segundos hasta 50 segundos. El tiempo exacto depende de la velocidad con la que las moléculas se
difunden (es decir, el tiempo que tardan en igualar el 90% del gradiente de concentracion establecido por
termoforesis).

Procesamiento de datos - Photobleaching: Las imagenes de fluorescencia tienen que ser corregidos para
photobleaching. Puesto que no hay perfil de temperatura espacial en la solucion mientras se toman imagenes de
fluorescencia, la correccion de blanqueo es posible con alta precision (es decir, de alta precision es posible ya que la
tasa de photobleaching es dependiente de la temperatura).
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Por lo tanto, la fluorescencia en un borde de la camara de medicion (es decir, un lugar lo mas lejos del centro de la
calefaccion como sea posible), fueron termoforesis durante la etapa 3 fue insignificante (es decir, para una persona
experta en la técnica, esto es, donde el gradiente de temperatura durante el calentamiento de laser fue menor que
0,001 K/m), se evallua para determinar la photobleaching de la serie de imagen tomada en el paso 3. Si
photobleaching esta presente, la fluorescencia se reducira de imagen a imagen. El factor individual para cada
imagen se utiliza para corregir todas las imagenes para blanqueo. Otra posibilidad es calcular el blanqueo para cada
pixel de las imagenes tomadas en el paso 1. La tasa de blanqueo por pixel se puede utilizar para corregir cada pixel
de la etapa 3 imagenes por el efecto photobleaching.

Procesamiento de datos - correccion de la iluminacién no homogénea y la normalizacion de la concentracion
del 100%: Todas las imagenes tomadas en el paso 4 se dividen por una sola o todas las imagenes tomadas en el
paso 2 y se multiplican por 100. De esta manera una correccion para la iluminacion no homogénea se consigue y la
fluorescencia se normaliza a 100% de concentracion.

Procesamiento de datos - Determinacion del radio hidrodinamico: Desde las primeras imagenes de la serie de
imagenes paso 4 se extrae la distribucion de concentracion. Una herramienta de software evalla el coeficiente de
difusién (o varios coeficientes de difusion en caso de una mezcla) que describe la relajacion medida
experimentalmente de la gradiente de concentracion. Utilizando la relacion de Stokes-Einstein el radio hidrodinamico
se infiere a partir del coeficiente de difusion.

En particular, el experimento descrito anteriormente se llevé a cabo en una muestra de GFP como sigue:

Las propiedades termo-6pticas de dos muestras de proteina verde fluorescente (GFP) se miden con los dispositivos
de la presente invencion. 2 | de GFP (5 mM, tampdn 1 x PBS) se pipetearon en una diapositiva objeto. La muestra
se intercala al enfrentar a un cubreobjetos (12 mm de diametro y vuelta) en la parte superior. El liquido se extiende
de manera uniforme entre las superficies de vidrio de una la camara esta sellada mediante el uso de esmalte de
uias. Esto evita que el liquido de evaporacion rapida, que a su vez conduciria a un fuerte flujo comparable de liquido
en la camara. Esta muestra se palaced en un dispositivo que se muestra en la figura la. Los pasos de medicion y los
pasos de procesamiento de datos se llevan a cabo como se describe anteriormente. EI mismo experimento se
realiza con una segunda muestra que contiene 5 GFP mu My 10 M de un fragmento de anticuerpo de unién a GFP,
unirse especificamente a GFP. En ambos casos, en primer lugar se registra la fluorescencia sin calentamiento por
laser. A continuacion, la excitacion de fluorescencia se apaga y la radiacion laser IR se enciende (la temperatura
maxima se mantiene por debajo de 35 °C (es decir, aproximadamente 15 °C por encima de la temperatura ambiente
(aproximadamente 20 °C) para evitar la desnaturalizacién o dafio a la proteina). El laser se apaga después de unos
segundos de calentamiento y la excitacion de fluorescencia se enciende al mismo tiempo. La relajacion de la
distribucion de fluorescencia espacial (es decir, la distribucion de concentracion) con respecto a un estado
homogéneo se registra durante unos segundos. Como puede observarse a partir de la figura 31, en la muestra con
las dos especies que interactuan (es decir, GFP y el fragmento de anticuerpo), el perfil de fluorescencia necesita
mas tiempo para relajarse. Esto se explica por la difusion mas lenta del complejo mas grande. La evolucién temporal
del perfil de fluorescencia se analiza a través de una herramienta de software (Software propio, Labview™ National
Instruments) para determinar la constante de difusion. Utilizando la relacién Stokes-Einstein, se atribuye un radio
hidrodinamico a la constante de difusién. En el caso de la GFP libre, éste es de 5 nm y el complejo tiene un radio de
10 nm.

Ejemplo 3: La deteccion de interacciones entre biomoléculas vy la discriminacién de los acidos nucleicos por tamano

La caracterizacion termo-6ptico de la presente invencién proporciona los medios para todos los analisis rapido
biomolécula optica. Los presentes procedimientos para la deteccion y cuantificacion de interacciones biomoleculares
tardan mucho tiempo, lo que significa que el tiempo necesario para un analisis es del orden de 30 minutos hasta
horas. La presente invencion puede detectar y cuantificar las interacciones biomoleculares dentro de 1 segundo
hasta 50 segundos. El término interaccion comprende la interaccién entre biomoléculas (por ejemplo, proteina, ADN,
ARN, acidos hialurénicos, etc.), pero también entre nanoparticulas/microperlas modificadas y biomoléculas. Un
experimento tipico para detectar/cuantificar las interacciones puede ser descrito como sigue:

Etapa 1a, medicién de fondo:

El tampon de muestra sin moléculas/particulas de muestra marcadas con fluorescencia se carga en la camara de
microfluidos y se mide la fluorescencia, mientras se enciende la fuente de luz de excitacion.

Etapa 1b, Determinacion del nivel de fluorescencia antes del calentamiento laser:

Una solucion acuosa de una muestra marcada con fluorescencia (por ejemplo, biomoléculas, nanoparticulas,
microperlas, mientras que todas tienen una afinidad especifica a otras biomoléculas) a una concentracién dada se
carga en una camara de microfluidos (preferiblemente un capilar) que garantiza preferiblemente una altura definida
de la camara. La fluorescencia se excita y se registra con (camara CCD) o sin (tubo fotomultiplicador, fotodiodo de
avalancha) resolucidon espacial durante menos de 10 segundos en un dispositivo CCD o fotomultiplicador con
tiempos de exposicion de 25 milisegundos hasta 0,5 segundos. A continuacioén, la excitacion de fluorescencia se
desactiva.
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Etapa 2, partiendo del calentamiento laser infrarrojo:

A continuacion, el laser de calentamiento por infrarrojos se activa y la distribucién de temperatura espacial se
establece dentro de unos pocos milisegundos en la solucién. El gradiente de temperatura se ha calibrado una vez y
no es necesario repetir esta calibracion cada vez que se realiza un experimento. En particular, una configuracion en
la que el calentamiento por infrarrojos y la formacion de imagenes de fluorescencia se realizan a través del mismo
elemento 6ptico desde un lado es ventajoso para la estabilidad de los focos 6ptico e infrarrojo.

Es de ventaja de que en el experimento de la disminucion de la fluorescencia debido a photobleaching es menor que
5%.

La elevacion de temperatura maxima esta por debajo de la temperatura que se sabe que causa dafio a las
moléculas en la solucion o altera su interaccion (por ejemplo, temperaturas entre 1 y 5 °C por encima de la
temperatura ambiente).

Dependiendo de las propiedades termdforas de las moléculas en la solucion (es decir, si se mueven rapidamente en
un gradiente térmico o lento), el laser infrarrojo calienta la solucion durante 5 segundos hasta 100 segundos.

Etapa 3, registro del perfil de fluorescencia espacial (es decir, concentracion):

Después de este periodo de tiempo, la excitacion de fluorescencia se activa y las imagenes se registran con la
misma velocidad de fotogramas y longitud que se describe en la etapa 1b. La etapa 3 es la Ultima etapa de
adquisicidon necesaria para la evaluacion de propiedades termo-6pticas.

Para la deteccion y cuantificacion de interacciones son necesarias mas mediciones siguiendo el protocolo que se ha
descrito anteriormente. La etapa 1a se repite con un tampén de muestra y en la etapa 1b la solucién acuosa de una
muestra marcada con fluorescencia se mezcla con una cantidad de la biomolécula con la que se debe detectar o
cuantificar la interaccién. Para la deteccion de una interaccién que es necesario mezclar la muestra marcada con
fluorescencia con una cantidad suficiente de pareja de unién de manera que una cantidad sustancial de la molécula
marcada con fluorescencia esta en el complejo con la pareja de union. Si la fuerza de la interaccion debe
cuantificarse en términos de una disociacion o asociacion constante (Ka, Kd), que el procedimiento descrito
anteriormente tiene que ser llevado a cabo con concentraciones variables de pareja de unién (por ejemplo 0,1x - 10x
la concentracion de la etiqueta fluorescente pareja de unién). Esto significa que debe realizarse una titulacion de
pareja de union.

Procesamiento de los datos en bruto: Para una correccion de blanqueo lineal es necesario esperar a que la
retrodifusion de todas las moléculas a partir del final de la etapa 3. Esto aumenta el consumo de tiempo del analisis
drasticamente. Para mediciones precisas y rapidas es ventajoso determinar la fuerza de blanqueo de una imagen a
otra y corregir cada imagen individual con su propio factor de blanqueo. Para una correccion de blanqueo precisa, es
imporante que el gradiente de temperatura a distancia del punto de calor sea bajo (por ejemplo, por debajo de 0,001
K/um). Las imagenes tomadas en la etapa 1b se utilizan para corregir todas las imagenes para la iluminacioén no
homogénea. En caso de que la fluorescencia se registre sin resolucion espacial (por ejemplo, fotodiodo de
avalancha o fotomultiplicador), el fotoblanqueo se corrige mejor determinando una vez la caracteristica de blanqueo
de un cierto colorante sin calentamiento laser en un experimento de control.

Evaluacion de los datos: Deteccion cualitativa de la interaccion: A partir de la serie de imagenes se extrae la
distribucion de fluorescencia espacial del experimento de referencia (es decir, molécula/particula marcada con
fluorescencia sin pareja de unién) y el segundo experimento (es decir, si la pareja de union esta presente). La
fluorescencia se representa en funcién de la distancia desde el punto de calor. Un promedio sélo es posible para
pixeles con la misma temperatura y la misma distancia. La distribucién espacial de la concentracion se obtiene
corrigiendo las intensidades de fluorescencia para la respectiva dependencia de la temperatura del colorante. Con el
conocimiento de la dependencia de la temperatura del colorante fluorescente y la distribucién de temperatura
espacial, el efecto de una fluorescencia decreciente debido al aumento de la temperatura se puede corregir. Para la
deteccion cualitativa de interaccioén, asi como su cuantificacién una correccion para dependencia de la temperatura
no es necesario, y la distribucion de fluorescencia espacial es suficiente. Esto nos permite usar cualquier tinte
fluorescente en el mercado sin caracterizacion de su dependencia de la temperatura.

Los valores del perfil de fluorescencia se integran hasta la distancia en la que la temperatura esta por debajo del 10
% de la temperatura maxima (por ejemplo 70 ym). Los valores integrados se comparan y un cambio da una
indicacion precisa si existe una afinidad entre las sustancias a las concentraciones utilizadas, ya que la interaccion
cambia las propiedades termo-6pticas (por ejemplo, movilidad termdfora, tamafio superficial y grupos quimicos en la
superficie). En la mayoria de los casos, la interaccion conduce a una mayor fluorescencia (concentracion) a
temperaturas mas altas.

En el caso de que toda la seccion transversal de un capilar se caliente (es decir, usando lentes cilindricas para dar al
haz laser IR una forma elipsoidal, que calienta una seccion transversal de un capilar homogéneamente), la
intensidad de muchos mas pixeles del punto de calor centrado puede promediarse, ya que todos los pixeles a la
misma distancia de la linea caliente tienen la misma temperatura. Esto es ventajoso para mediciones de alta
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precision. En caso de que la fluorescencia se registre sin resolucién espacial, se mide el cambio de fluorescencia en
el centro del punto/linea de calor, mientras que se ventajoso de nuevo calentar toda la seccién transversal. En
general, si se registra mas de una Unica trama en la etapa 1b y 3 es posible una integracion de tramas multiples.

Para una cuantificacién de afinidades, se realiza el mismo procedimiento para todos los experimentos a diversas
concenciones de pareja de unién no fluorescente. El resultado de la integracion para el experimento de referencia
(es decir, sin pareja de union) se resta de los valores integrados obtenidos para las diferentes concentraciones de
parejas de union. A partir de esta evaluacion, se consigue la cantidad de complejos que interactian en unidades
arbitrarias. Dividiendo los valores por el valor fuera vinculante se satura la cantidad relativa de los complejos a una
cierta concentracion de aglutinante se obtiene. A partir de estos datos también la concentracién de pareja libre
fluorescente uniéon no puede ser determinado y la fuerza de la interaccion puede ser cuantificada en términos de
asociacion o constante de disociacion (ver Fig. 25).

Ejemplo 3a: Interaccion de proteinas

La Figura 25 muestra una cuantificacion de la interaccion entre biomoléculas. 100 nM de un anticuerpo marcado con
fluorescencia en tampon 1 x PBS (anti-interleucina 4, Sigma-Aldrich) se valora con diversas cantidades de
interleuquina 4 tampon 1 x PBS (0 a 300 nM IL4 Sigma-Aldrich). (izquierda). Aproximadamente 200 nl de la mezcla
de la muestra se sumergen en un capilar de 40 nm de diametro interior (World Precision Instruments). El capilar esta
situado en un dispositivo tal como se muestra en la figura 27. deriva de fluido se impide mediante el cierre de las
valvulas en ambos lados de la capilaridad. La medicién se realiza con el dispositivo mostrado en la figura 20. La
distribucion espacial en la fluorescencia en estado estacionario se mide utilizando el protocolo descrito previamente.
Se muestran de forma ejemplar tres resultados para 5 nM, 80 nM y 300 nM. Después de cada medicién el capilar se
lava con aproximadamente 5 | de tampdn 1 x PBS. La union de IL 4 al anticuerpo cambia la sefial dramaticamente
de disminucién de la fluorescencia a un aumento de fluorescencia. La integracion del perfil de fluorescencia hasta 80
pm (distancia desde el centro caliente, véase el procedimiento que se ha descrito en este ejemplo en el presente
documento anteriormente) permite determinar el niumero de complejos en solucién. (derecha) La concentracion de
interleuquina 4 libre se puede calcular graficamente frente al complejo formado por la concentracion. Estos datos se
pueden ajustar para determinar el Kp.

Ejemplo 3b: Discriminacion de ADN por tamano v la interaccién de las cadenas de ADN

Deteccion cualitativa de la interaccién, usando un protocolo modificado de acuerdo con este ejemplo 3, se muestra
en la figura 5. Aqui, los perfiles de concentracion de 20 base de has ADN par sido comparado con ADN par 50 de
base en un aumento de temperatura maxima de 10 °C (a temperatura ambiente de 20 °C). En un segundo
experimento de 20 bases de ADN de cadena Unica se compara con 20 pares de bases de ADN de doble cadena.
Todos los cuatro experimentos se realizaron en tampon 1 x SSC de la siguiente manera: Se afiadieron mediante una
pipeta 2 yl de muestra en un portaobjetos (Roth, 1 mm de espesor) y se intercalaron entre un cubreobjetos de 12
mm de diametro. La solucién acuosa se propaga de manera uniforme entre las dos superficies de vidrio produciendo
una lamina delgada de agua con una altura de aproximadamente 20 micrometros. La lamina liquida se sella
mediante el uso de esmalte de ufias. Esto evita la rapida evaporaciéon de la muestra. La camara de microfluidos se
coloca en el escenario objeto de la configuracion termo-6ptica (por ejemplo, Figura 1a) y se forman imagenes a
través de un objetivo de aceite 40x (NA 1.3, Zeiss). El foco laser se coloca de manera que esté aproximadamente en
el centro del campo de visién y tenga una anchura media de aproximadamente 20 micrometros. Sélo se usé un
Unico pixel de una camara CCD para la deteccion de la fluorescencia. Este pixel mide la fluorescencia en el centro
del punto de calor. La fluorescencia se registra durante aprox. 1 segundo sin calentamiento por laser, el laser IR se
enciende, mientras que la fluorescencia aun se registra Después de 20 segundos de calentamiento por laser, se
detiene la medicion. Como puede verse en la figura 5, el ADN monocatenario puede discriminarse del ADN
bicatenario y el DNA de diferente longitud se puede discriminar dentro de un lapso de tiempo de unos pocos
segundos. La correccion de blanqueamiento no se realiza en esta medicion, y se observa un cambio fuerte en la
concentracion.

Ejemplo 4: Deteccion de la unién de moléculas de PEG a nanoparticulas

Como se ha menciond previamente, también es posible detectar la unién de moléculas a particulas inorganicas o
nanocristales mas grandes utilizando el procedimiento que se ha descrito anteriormente. Las particulas CdSe
inorganicas (diametro del nicleo de aproximadamente 12 nm) se han modificado con un nimero variable (1 hasta 3)
de poli-etilenglicol (PEG) de peso molecular diferente. Se afiadieron mediante una pipeta 2 pyl de muestra en un
portaobjetos (Roth, 1 mm de espesor) y se intercalaron entre un cubreobjetos de 12 mm de diametro. La solucion
acuosa se propaga de manera uniforme entre las dos superficies de vidrio produciendo una lamina delgada de agua
con una altura de aproximadamente 20 micrometros. La lamina liquida se sella mediante el uso de esmalte de ufias.
Esto evita la rapida evaporacion de la muestra. La camara de microfluidos se coloca en el escenario objeto de la
configuracion termo-o6ptica (por ejemplo, Figura 1a) y se forman imagenes a través de un objetivo de aceite 40x (NA
1,3, Zeiss). El foco laser se coloca de manera que esté aproximadamente en el centro del campo de vision y tenga
una anchura media de aproximadamente 100 micrometros. El aumento maximo de temperatura se determiné a 5 °C
por encima de la temperatura ambiente. El perfil de fluorescencia espacial se registra como se ha descrito
previamente para la deteccién de interacciones biomoleculares. Ademas, los datos sin procesar se procesan como
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se ha descrito previamente. Para medir el nimero o tamario de las moléculas de PEG unidas a los nanocristales, es
suficiente con comparar los perfiles de fluorescencia espacial obtenidos con el protocolo que se ha descrito
anteriormente. Sin embargo, una correccion para la disminucidon dependiente de la temperatura de la fluorescencia
permite una cuantificacion en cuando al coeficiente de Soret. La Fig. 26 muestra que el coeficiente de Soret aumenta
linealmente con el nimero de moléculas de PEG unidas covalentemente a los nanocristales. La pendiente del
aumento depende del peso molecular del PEG. La Fig. 26 muestra que la unién de las moléculas individuales del
tamano de una proteina es detectable.

Ejemplo 5: Termoforesis de proteinas

Un ejemplo de cémo la conformacion, la estructura y la superficie de un efecto de molécula de la caracteristica
optica termoplastico de dichas moléculas y como se pueden medir estas caracteristicas, detectan o caracterizan se
da en lo siguiente:

Una muestra de BSA marcada con fluorescencia (albumina de suero bovino, Fermentas) se transfiere en una
camara de microfluidos (por ejemplo, capilar). La temperatura de todo el volumen de la muestra se ajusta por un
elemento de Peltier en contacto térmico a la solucién (la camara de microfluidos se coloca en un dispositivo que se
muestra en la figura 27). El elemento Peltier se utiliza para regular la "temperatura ambiente" de la solucién. No crea
una distribucion de temperatura espacial. El ajuste de la temperatura es importante porque las propiedades
termofisicas dptica (propiedades por ejemplo, de superficie, de conformacion) a temperaturas ambiente variables (es
decir, conformaciones de proteina) se deben medir. Las propiedades termo-6pticas se miden siguiendo el protocolo
descrito anteriormente para las interacciones de biomoléculas (paso 1 al paso 3, sin adiciéon de parejas de union, ya
que solo las propiedades intramoleculares son medidos). También el procesamiento de los datos en bruto sigue el
procedimiento descrito para la deteccidon de interacciones moleculares. Las propiedades termo-6pticas se evalud
determinando el perfil de concentracion en estado estacionario. Las propiedades termo-épticas se representan como
coeficiente de Soret ST como se muestra en la Figura 28. El Coeficiente de Soret se obtiene correlacionando el perfil
de concentracion de una manera exponencial (c = c ¢ e S (T'TO)) para la distribucion de temperatura. El Soret
coeficiente es sensible a los cambios en la interaccion entre los aminoacidos de la proteina y las moléculas de agua.
A bajas temperaturas las moléculas se acumulan en una regién de temperatura elevada, lo que corresponde a un
coeficiente de Soret negativo. Al aumento de la temperatura de la acumulacién de las moléculas de cambios (es
decir, aumenta el coeficiente de Soret). Esto puede explicarse facilmente por los cambios en la conformacioén de la
molécula (por ejemplo, grupos hidréfobos o bucles reordenan). Como se puede ver en la Fig. 28 el signo de
termoforesis cambios con respecto a los valores negativos a temperaturas mas bajas a valores positivos (es decir,
agotamiento) a temperaturas mas altas. El salto repentino a los coeficientes de Soret positivos se correlaciona muy
bien con la temperatura se produce eran desnaturalizacion térmica (es decir, 50 °C). En el rango de la temperatura
corporal (ie30 °C - 40 °C) la sefial de termo-6ptico no cambia significativamente. Una explicacion para este
comportamiento inesperado es que la proteina esta disefiado evolutiva para ser funcional dentro de este rango de
temperatura. Dado que existe una relacion estructura-funcién de apretado en la naturaleza, la estructura se conserva
en este intervalo de temperatura. Los valores mostrados en la Figura 28 se corrigen para la dependencia de la
temperatura del colorante de fluorescencia.

El aumento de la temperatura local en el sistema provoca un cambio en la fluorescencia que no es puramente
causada por cambios en la concentracién debido a la termoforesis. Puesto que la temperatura de transicion de
valores negativos a positivos es importante para las mediciones de la estabilidad de proteinas absoluta, una
correccion para la dependencia de la temperatura de la fluorescencia es ventajoso. En la solicitud se diferencias en
la estabilidad deben ser detectadas (por ejemplo, pequefia molécula de unién a una proteina) la correccion de la
dependencia de temperatura de la fluorescencia no es necesario. El argumento de que la estructura de
proteinas/conformacion se mide con el soporte de la Figura 28b donde se inicia el experimento a altas temperaturas.
Incluso a temperaturas inferiores a la temperatura de desnaturalizacién térmica del coeficiente de Soret es positivo.
Esto se basa en el tiempo de replegamiento lento en comparacion con la velocidad de medicion, que es mas rapido
de 50 segundos. Después de un cierto lapso de tiempo los valores de ST termo-Optico mostrado en la Fig. 28a
también se obtienen de nuevo en la medicién se muestra en la Fig. 28b. Como control de la temperatura del sistema
se aumenta de nuevo, y los valores negativos ST se obtienen como se esperaba a temperaturas de
aproximadamente 40 °C.

Ejemplo 6: La deteccion de los cambios conformacionales, como la desnaturalizacién de las proteinas

a) un ejemplo donde la forma desnaturalizada de una proteina se distingue de la forma nativa sin ninguna correccion
para la dependencia de la temperatura del colorante de fluorescencia, dada en la Figura 15. Una parte alicuota de
una etiqueta fluorescente albumina de suero bovino se calienta hasta 90 °C durante 10 minutos, que es muy superior
a la temperatura de desnaturalizacién y la proteina no se puede replegar. También las caracteristicas termo-6ptico
de una alicuota nativa (es decir, No se calienta a 90 °C) se mide. A partir de la muestra nativa, aproximadamente
200 nl de la muestra se sumergen en un capilar de 40 nm de diametro interior (World Precision Instruments). El
capilar esta situado en un dispositivo tal como se muestra en la figura 27. deriva de fluido se impide mediante el
cierre de las valvulas en ambos lados de la capilaridad. La medicién se realiza con el dispositivo mostrado en la
figura 20. La distribucion espacial en la fluorescencia en estado estacionario se mide utilizando el protocolo descrito
previamente. Después de cada muestra del capilar se lava con aproximadamente 5 | de tampéon 1 x PBS. El
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experimento se realiz6 como se describe para la medicion de las interacciones biomoleculares (Paso 1 - paso 4). El
experimento se lleva a cabo dos veces con diferentes potencias de laser infrarrojo (es decir, se emplean
temperaturas maximas de 5 °C y 10 °C por encima de la temperatura ambiente). Después, la muestra con la
proteina desnaturalizada se mide. De nuevo, se usan tres experimentos con diferentes potencias de laser. En la
figura 29, la fluorescencia se representa en funcion de la distancia a la fuente de calor (es decir, foco laser) se
muestra para la forma nativa y desnaturalizada en dos potencias de laser diferentes (es decir, temperaturas
maximas de 5 °C y 10 °C). En ambos casos hay dos contribuciones al cambio de fluorescencia. En primer lugar hay
un aumento o disminucidon de la concentraciéon (para la forma nativa o desnaturalizada, respectivamente) y en
segundo lugar hay una disminucioén de la fluorescencia debido a la dependencia de la temperatura del colorante de
fluorescencia. Para una comparacion cualitativa (es decir, para distinguir entre una forma nativa y desnaturalizada.)
una correccion para la dependencia de la temperatura del colorante no es necesario. En todos los casos mostrados
en la Fig. 29 la fluorescencia disminuye. Pero como era de esperar la disminucion de la fluorescencia de la proteina
nativa no es tan fuerte disminucién observada de la forma desnaturalizada. Esto se explica faciimente por el
coeficiente de Soret negativa de la proteina nativa a 20 °C de temperatura ambiente (véase también la figura 28), lo
que conduce a una acumulacién de moléculas a temperaturas mas altas. Esto contrarresta la disminucion de la
fluorescencia causada por la dependencia de la temperatura de la fluorescencia. En potencias de laser mas altos (es
decir, un aumento de temperatura maxima de 10 °C) la diferencia entre la forma nativa y desnaturalizada es ain mas
fuerte, ya que la acumulacién terméforo y el agotamiento terméforo, de forma respectiva, se hacen mas fuertes.
También cambios conformacionales mas pequenas se pueden detectar sobre la base de diferente fuerza de
termoforesis. Una direccion diferente del movimiento termdforo es ventajoso pero no necesario.

b) Una muestra de albumina de suero bovino marcada con fluorescencia (BSA) se ha dividido en dos partes.
Una sélo se expone a temperaturas ambientales, mientras que la otra mitad se calienta hasta 100 °C durante varios
minutos (es decir, irreversiblemente desnaturalizada). Las propiedades termo-6pticas de ambas muestras (nativa y
desnaturalizada) se miden a una potencia de 800 mA del laser infrarrojo (es decir, un aumento maximo de
temperatura de 20 °C). Como puede observarse en la figura 30, la fluorescencia de la proteina desnaturalizada es
menor que la fluorescencia de la proteina nativa. Esto se explica como se indica a continuaciéon. El colorante de
fluorescencia de ambas muestras muestra la misma disminucion en la fluorescencia debido al aumento de la
temperatura (es decir, la sensibilidad a la temperatura de la fluorescencia). Sin embargo, la proteina desnaturalizada
muestra una movilidad termdéfora positiva (es decir, se mueve al frio), mientras que la proteina nativa tiene una
movilidad termdéfora negativa (es decir, se mueve al calor). La acumulacion a temperaturas elevadas es la razén por
la qué la disminucién de la fluorescencia es menor para la proteina nativa, mientras que la proteina desnaturalizada,
ademas de dependiente de la temperatura, esta empobrecida de la regiéon de temperatura elevada. Curiosamente, al
aproximarse a la temperatura de desnaturalizacion (es decir, 50 °C) de la proteina, las amplitudes de la proteina
nativa y desnaturalizada se aproximan entre si y son esencialmente iguales. Esto significa que midiendo la amplitud
del cambio de fluorescencia, una comparacién con la muestra de referencia permite detectar la temperatura de
fusion de una proteina y discriminar entre la forma nativa y desnaturalizada de una proteina. Y detectar un cambio
en la temperatura de fusion debido a interacciones de la proteina con otras biomoléculas o moléculas pequefias (por
ejemplo, farmacos candidatos).

Ejemplo 7: Trampa optotérmica/Trampa termodptica

A continuacién, las particulas de silice se emplean en forma de particulas/cuentas ilustrativos para ser termo
o6pticamente atrapados. Se entiende que el procedimiento descrito se puede emplear también para la captura de
termo-6ptico de otras moléculas, como las biomoléculas o vesiculas de lipidos (como también se ilustra en un
ejemplo adicional).

Las particulas de silice (1 m de diametro, liso, Kisker Biotech) se diluyeron 1/100 en agua destilada. Se afiadieron
mediante una pipeta 2 pl en un portaobjetos (Roth, 1 mm de espesor) y se intercalaron entre un cubreobjetos de 12
mm de diametro. En lo sucesivo, el término perla se usa como un sinénimo de particula. La solucién acuosa que
contiene perlas se propaga de manera uniforme entre las dos superficies de vidrio produciendo una lamina delgada
de agua con una altura de aproximadamente 20 micrémetros. La lamina liquida se sella mediante el uso de esmalte
de ufias. Esto evita la rapida evaporacion de la muestra. La camara de microfluidos se coloca en el escenario objeto
de la configuracion termo-6ptica (como se ilustra, por ejemplo, en la Figura 1a adjunta) y se forman imagenes a
través de un objetivo de aceite 40x (NA 1,3, Zeiss). El foco laser se coloca de manera que esté aproximadamente en
el centro del campo de vision y tenga una anchura media de aproximadamente 100 micrémetros. A continuacion, el
laser IR se enciende y se calienta la solucién a 10 °C por encima de la temperatura ambiente (20 °C) al maximo de
la distribucion de temperatura espacial en el centro del foco laser IR. La serie de imagenes se muestra en la Figura
33 ilustra el proceso de particula acumulacion/atrapamiento. Al principio (primera imagen de la Fig. 33, parte superior
de la pagina), sin calentamiento por laser, las perlas estan distribuidas casi equitativamente. El circulo negro muestra
la posicion del foco laser. Las siguientes imagenes muestran el desarrollo de la distribucion de particulas en los
siguientes tres segundos después de encender el laser de calentamiento. Las particulas muestran un movimiento
dirigido a la region de temperatura elevada en el foco del laser, que puede ser también denominado como negativo
efecto Soret o termoforesis negativo. Sorprendentemente, las particulas de silice muestran termoforesis negativa a
temperatura ambiente. Las particulas son atrapadas en el centro de la distribucién de la temperatura en el foco del
laser. La particula experimenta un pozo de potencial creado por la distribucidon espacial de temperatura. El
movimiento dirigido a la regién de temperatura mas alta se explica por la tendencia de la particula para minimizar su
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energia de solvatacion. La posicion de la particula no esta exactamente en el centro de la mancha de calor, ya que
las fluctuaciones térmicas empujan la particula fuera de su posicion. Anexa Figura 34 ilustra que las perlas estan
atrapadas dentro de la region de temperatura mas alta, incluso cuando la etapa (es decir, de la muestra) se mueve
con velocidades de milimetros/segundo en relacion con el foco laser fijo. Mediante el uso de la trampa termo-optico,
de particulas se puede mover arbitrariamente y también puede ser concentrado. Después de confinar perlas
modificado de anticuerpos para el punto de calor, una interaccion entre las particulas debido a una unién de un Unico
antigeno en la soluciéon a mas de un grano puede ser detectado.

Otro enfoque de una caracterizacion termo-6ptico se muestra en la Figura 32. Las particulas de silice (1 m de
diametro, liso, Kisker Biotech) se diluyen en agua destilada 1/1000. El factor de dilucién es empirica. La dilucién es
tal que so6lo una Unica particula se observo en una region de veces aproximadamente 400um 400um. Se afiadieron
mediante una pipeta 2 pl en un portaobjetos (Roth, 1 mm de espesor) y se intercalaron entre un cubreobjetos de 12
mm de diametro. La solucidén acuosa que contiene perlas se propaga de manera uniforme entre las dos superficies
de vidrio produciendo una lamina delgada de agua con una altura de aproximadamente 20 micrometros. La lamina
liquida se sella mediante el uso de esmalte de ufias. Esto evita la rapida evaporaciéon de la muestra. La camara de
microfluidos se coloca en el escenario objeto de la configuracién termo-6ptica (por ejemplo, la Figura 1a). El foco
laser se coloca de manera que esté aproximadamente en el centro del campo de vision y tenga una anchura media
de aproximadamente 100 micrémetros. A continuacion, el laser IR se enciende y se calienta la solucién a 10 °C por
encima de la temperatura ambiente (20 °C) al maximo en el centro del foco laser IR. Debido a la alta dilucién, una
Unica particula se atrapa en un pocillo potencial creado por una distribucion de temperatura espacial (véase, la Fig.
32a). Como particulas de silice muestran un termoforesis negativo el pozo es mas profunda a altas temperaturas (es
decir, las particulas de minimizar su energia de solvatacion a altas temperaturas). La particula de silice sola fluctua
en el pozo de potencial ya que las fluctuaciones térmicas empujan la particula fuera de su posicion. Las
fluctuaciones se registran a través de una camara CCD (en t = 1S, 2S, 3S, 4S, 58S, 6S, 7S) y las posiciones son
rastreados por Software (Software selfmade, LabVIEW ™ de National Instruments, detectando el pixel con
intensidad mas alta) con resolucion nanométrica (ver Fig. 32b). Un histograma se calcula a partir de la informacion
de posicion (ver Fig. 32c). La anchura de la distribucion es muy sensible a las propiedades termo-épticas de la
particula. Si las moléculas se unen a la superficie de la particula, el potencial eficaz para la perla cambia y la
amplitud de las fluctuaciones aumenta o disminuye. Observando el cambio de amplitud a lo largo del tiempo, se
puede medir una curva de unién cinética. En un sistema microfluidico tal experimento se realiza como sigue: una
solucion que contiene una dilucion 1/1000 (agua destilada) se enrojecida o empapada en un capilar (véase la figura
27). Las valvulas en el extremo del capilar estan cerrados. Una sola particula (modificado (por ejemplo, recubierto)
con un anticuerpo especifico para un determinado antigeno, por ejemplo, la interleucina 4) esta atrapado y se
detectan las fluctuaciones de la particula durante 10 segundos a 100 segundos. Las perlas estd rodeado por
solucion de tampoén puro. En un siguiente paso, el tampdn se intercambia con un tampdén que contiene el antigeno
respectivo. Mientras que se intercambia el tampdn de la perla todavia esta atrapado. Después del intercambio de
tampon de la fluctuacion de la misma del grano como antes se registran. El cambio en la amplitud de fluctuacién se
utiliza para detectar las interacciones entre anticuerpo y antigeno. Su evolucion en el tiempo se utiliza para medir la
cinética de union.

Mediante el uso de un dispositivo como se ilustra en la figura adjunta 24, un gradiente de temperatura se puede
generar en solucion, por las lineas de exploracion (por ejemplo, 10) perpendiculares entre si en la soluciéon. Donde
se cruzan estas lineas, se observa una temperatura maxima. Los puntos de la linea de escaneado tienen una
temperatura intermedia, mientras que los espacios entre las lineas representan los minimos de temperatura (por
ejemplo, si la temperatura ambiente en los espacios entre las lineas son suficientemente ancho). La particula de
silice se ha descrito anteriormente se movera hasta el equilibrio posiciones en los puntos de cruce de las lineas
calientes. Moviendo la temperatura rejilla de todas las particulas se moveran simultaneamente. Ademas, la
fluctuacion de todas las perlas puede ser medido de forma simultanea.

Ejemplo 8: las curvas de fusion de ADN

Protocolo estandar para la medicion de las curvas de fusion (utilizando el dispositivo mostrado en la Fig ejemplo 1a,
1b, 16 a2 18,20 a 24 0 37.):

1455nm Raman-laser; acoplado a galvandmetros de espejo a través de la fibra

Sin colimador después de fibra, con rayo laser golpea espejos de forma divergente; espejos reflejan el rayo laser
sobre una lente; haz laser se enfoca a la camara a través de la lente.

Laser de encendido/apagado se controla a través de mover el laser en un lugar fuera del campo de vision a través
de los espejos.

Preparations:

- Los cubreobjetos (170um) de espesor, una con un diametro de 12 mm los demas mm 24x24 cuadraticas
enjuagados con agua desionizada, se aclaro con etanol, luego de nuevo se enjuagaron con agua desionizada.

- Dilucién de soluciones:
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+ 10yM Tamra en 1 x SSC

+ Horquilla de 100uM en MilliQ de agua diluida a 10uM, 1uM, 100 nM, o menos en SSC- Buffer (1x, 0,5x, 0,1x o
menos).

+ Afadir el detergente TWEEN20 a un volumen final de 0,01% (s6lo si no es la adsorcion no especifica).
Ajuste:
- Comprobar si todo esta bien con el microscopio (aberturas, filtros)

- 10uM Tamra (tetrametilrodamina) en 1 x SSC (NaCl 150 mM, citrato de Na3-15 mM, pH 8,1), con 0,01% de Tween
20; volumen de 2yl en la camara construida con 2 cubreobjetos (170pm de espesor), sellados con esmalte de uiias

- Esperar hasta que el esmalte de ufias se seque

- Afadir el aceite de inmersion en el cubreobjetos superior

- Ponga la camara en el escenario de medicion

- El enfoque se imagen de fluorescencia en casi cerrando la abertura

- Encontraran in situ con laser

- Laser Focus

- Laser de desenfoque mediante el aumento de la distancia entre la lente y la camara

- Ajustar foco laser de una manera que se establece una distribucion amplia y adecuada de temperatura

- Mover punto laser con galvandmetros de espejo fuera del campo de vision de tal manera que la influencia del laser
a la imagen de fluorescencia se forma minima> Guardar la configuracion en el programa de medicién (evitar cruzar
el punto cero de la escala de voltaje los espejos galvanométricos)

- Medir la temperatura ambiente

Medida

Utilice los pasos siguientes para la medicion de temperatura, asi como para la medicién de las curvas de fusion:
Llevar a cabo la medicién con el gatillo-programa.

ajustes: aceite de 40x de inmersion-objetivo, 8x8 Agrupacion, el tiempo de exposicion de 10 ms (-> 28 Hz tasa de
lectura)

Para hacerlo de forma manual:

1. en laser

2. fuente de luz en (obturador abierto en caso de HXP), anote la configuracion de la fuente de luz
3. Iniciar el programa activador

4. laser fuera

Fuente de luz de

La medicion se basa en la deteccion de la fluorescencia y por lo tanto puede llevarse a cabo en un dispositivo de
acuerdo con las figuras adjuntas 16-18 y/o 20-24. Como es preferible el tiempo exacto de las mediciones, los
dispositivos utilizados como CCD, IR-laser y la fuente de luz se sincronizan por el uso de una sefial de disparo
electrénica. A medida que la camara CCD utilizada (Andor Luca) tiene un puerto de salida del disparador, el
elemento de control IR-laser y el elemento de control de fuente de luz estan sincronizados con la sefial de disparo de
la CDD-camara. En particular, el segundo nivel de la sefial de salida del disparador CCD se toma como el punto de
tiempo de la medicién cero. En el siguiente el tiempo de exposicién de la camara CCD es de 10 ms y el intervalo de
tiempo minimo entre dos imagenes se determina por la velocidad de cuadros de la camara CCD. Como camara se
intercala una solucion 2ul de las moléculas de la muestra marcados con fluorescencia (por ejemplo, 10
tetrametilrodamina mu M (TAMRA) en NaCl 75 mM, 7,5 mM Na3-citrato, 0,01% de Tween 20, pH 8,1) entre dos
170um cubreobjetos de vidrio de espesor con un diametro de 12 mm y sellada con esmalte de ufias. Esto da como
resultado un espesor de la camara de alrededor de 20um. A continuacién, la camara se mueve al dispositivo de
medicion y la 6ptica se centran a la camara.
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Breve descripcion de la secuencia de la medicion:

Antes de que comience la medicion, la fluorescencia de fondo del dispositivo de medicion se registra en el "Paso 0".
Como este fondo es caracteristica para el dispositivo utilizado y no puede cambiar durante un largo periodo de
tiempo este paso se realiza preferiblemente sélo una vez para caracterizar el dispositivo utilizado.

Tiempo t = 0: Paso 1: Una imagen de primera fluorescencia de la distribucion espacial de la fluorescencia en la
camara se registra.

El tiempo t = 20 ms Paso 2: IR-laser se enciende

Tiempo t = 60 ms Paso 3: una segunda imagen de fluorescencia de la distribuciéon espacial de la fluorescencia en la
camara se registra.

Después de estos pasos de finalizar la medicion y el procesamiento de datos en bruto y la evaluacion de los datos
se lleva a cabo.

Descripcion detallada de la secuencia de la medicion:
Etapa 0, medicion de fondo:

Un tampdn de muestra sin muestras moléculas/particulas de la etiqueta fluorescente se introduce en una camara de
microfluidos y la distribucion de fluorescencia espacial en la camara se mide con el CCD de la camara, mientras que
la fuente de luz de excitacion esta activado.

Paso 1, Determinacion del nivel de fluorescencia a la temperatura ambiente antes de calentamiento por
laser:

Una solucion acuosa de un colorante sensible a la temperatura (por ejemplo TAMRA) a una concentracion dada (por
ejemplo, 10 mM) se llena en la camara que proporciona preferiblemente una altura definida de la camara. La
fluorescencia se excita con la fuente de luz (LED) y grabado con resolucion espacial con la camara CCD a
temperatura ambiente.

En primer lugar el CCD de la camara se pone en marcha y la primera de alto nivel de la sefial de salida del
disparador de la camara se utiliza para sincronizar el elemento de control IR-laser y el elemento de control del LED
con la camara CCD. Para la sincronizacion de una tarjeta de medicion de National Instruments por ejemplo se puede
utilizar.

Para una buena iluminacién del LED se enciende con el uso del disparador de la camara de la sefial de un corto
tiempo antes de que registra la camara CCD una primera imagen de fluorescencia | ¢ (x, y). Por lo tanto, durante el
tiempo de exposicion de la camara CCD de 10 ms de la fuente de luz de excitacion de fluorescencia ha alcanzado
su nivel de estado estacionario de la salida de luz. Cuando la camara comienza su grabacién de la sefal de disparo
de salida de la camara es la segunda vez en el estado de nivel alto. Este segundo estado de alto nivel de la sefial de
salida determina el punto de tiempo t = 0 cero.

Etapa 2, partiendo del calentamiento laser infrarrojo:

El Iaser de calentamiento por infrarrojos se activa en un tiempo t = 20 ms y la distribucion de temperatura espacial se
establece dentro de unos pocos milisegundos en la solucién. La distribucion de la temperatura ha sido calibrado una
vez de una manera que por ejemplo todas las temperaturas entre 30 °C y 90 °C estan presentes en la imagen
grabada y no es necesario repetir esta calibracion cada vez que se realiza un experimento.

Paso 3, la grabacion del perfil de fluorescencia espacial con calefaccion laser infrarrojo:

En t = 60 ms, 40 ms después del inicio irridation IR-laser, una segunda imagen de la fluorescencia 11 (X, y) se graba
con la camara CCD con un tiempo de exposicién de 10 ms.

Después de que la camara CCD ha tomado la segunda imagen, la primera y la segunda imagen se guardan en el
disco duro de un PC para el procesamiento de los datos en bruto y para la evaluacién de datos. A continuacion, se
termina el proceso de medicion.

El procesamiento de los datos en bruto y evaluacion de los datos:

Debido al corto tiempo de medicion puede ser necesaria ninguna correccion para el blanqueo. Las imagenes | o y 1
se corrigen contra el fondo de la camara. A continuacion, el calculo de la relacion K (x, y) =1 1 (x, y)/l o (X, y) para
cada pixel de las imagenes de fluorescencia (segunda imagen dividida por la primera imagen, tanto la correccion de
fondo) asegura la eliminacion de artefactos de iluminaciéon no homogénea. una A medida que la dependencia de la
temperatura F (T) (Fig. 15) del colorante TAMRA es conocido a partir de un experimento de calibracion en un
fluorimetro, la distribucién de temperatura espacial T (x, y) (Fig. 3c) se puede derivar de la relacion K (x, y).
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A medida que el momento de la medicion es el mismo para la medicion de la temperatura y para la medicion de la
curva de fusién, ambas mediciones se pueden realizar a la vez en una camara si el espectro de emisién del
colorante para la medicion de la temperatura (por ejemplo TAMRA) puede ser también separada del espectro de
emision del marcador fluorescente de por ejemplo, la baliza molecular (por ejemplo, HEX como fluoréforo (véase la
adjunta Fig. 6) y Dabcilo como un desactivador).

Ejemplo 9: Deteccion de modificaciones covalentes y no covalentes modificaciones de las nanoparticulas

Se muestra un ejemplo para la deteccién de enlaces covalentes y no covalentes en la figura 35. Las nanoparticulas
(es decir, nanocristales o puntos cuanticos) se han obtenido en Invitrogen. Las particulas que se adquirieron tenian
un revestimiento polimérico que sera estable en soluciéon acuosa (diametro de 12 nm). Ademas, se adquirieron
particulas con estreptavidina acoplada covalentemente (diametro de 21 nm), asi como un ADN monocatenario de 40
bases biotinilado. Se han preparado las siguientes muestras: En primer lugar, nanoparticulas no modificadas diluidas
a una concentracion de 1 mM en tampdn 1 x SSC (solucidn salina-citrato sédico). En segundo lugar, nanoparticulas
recubiertas con estreptavidina diluidas en tampon 1 x SSC a una concentracion de 1 uyM. En tercer lugar, las
nanoparticulas recubiertas con estreptavidina diluidas en 1 x tampén SSC a una concentracién de 2 uM se
mezclaron con 2 yM de ADN monocatenario biotinilado de 40 bases (IBA GmbH, Goéttingen) en tampdn 1 x SSC en
una relacion 1/1. Los tres experimentos se prepararon en tampoén 1 x SSC de acuerdo con el siguiente protocolo: Se
afiadieron mediante una pipeta 2 yl de muestra en un portaobjetos (Roth, 1 mm de espesor) y se intercalaron entre
un cubreobjetos de 12 mm de diametro. La solucién acuosa se propaga de manera uniforme entre las dos
superficies de vidrio que conducen a una lamina fina de agua con una altura de aproximadamente 20 micrometros.
La hoja de liquido se sellé con esmalte de ufias para evitar la rapida evaporacion de la muestra. La camara de
microfluidos se coloca en el escenario objeto de la configuracion termo-6ptica (por ejemplo, Figura 1a) y se forman
imagenes a través de un objetivo de aceite 40x (NA 1.3, Zeiss). El foco laser se coloca de manera que esté
aproximadamente en el centro del campo de visién y tenga una anchura media de aproximadamente 20
micrometros. Los experimentos se realizaron como se describe aqui anteriormente para la deteccion de
interacciones, con un aumento maximo de temperatura de 5 °C por encima de la temperatura ambiente. Una
correccion de la fluorescencia dependiente de la temperatura se ha realizado para la medicién precisa de la Soret
Coeficiente de la distribucion de la concentracién espacial, (es decir, la dependencia de la temperatura de la
fluorescencia de la nanocristal se ha determinado en un experimento fluorimetro independiente). Como puede verse
en la figura 35, el coeficiente de Soret es positivo y mayor para la nanoparticula recubiertas con estreptavidina que
para la nanoparticula sin proteina. Ademas, la unién de una sola molécula de ADN de cadena simple a la particula
se detecta como un cambio en el coeficiente de Soret. Esto es interesante, ya que la molécula de ADN flexibles
corto no contribuye sustancialmente al tamafio de la nanoparticula (como la estreptavidina hace). Desde
termoforesis es sensible a cambios de las propiedades de la superficie tras la unién de la molécula de ADN, la unién
de la comparativamente pequefia molécula de ADN a la particula se puede detectar.

Ejemplo 10: Termoforesis y atrapamiento termdéforo de vesiculas lipidicas

Texas Red DHPE (1,2-dihexadecanoyl-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal de trietilamonio), un fosfolipido marcado
con fluorescencia, se utiliza para la coloracion de las vesiculas. El lipido se afiade al proceso de formacién de
vesiculas con aproximadamente 1 por ciento en moles con respecto a los principales fosfolipidos constituyentes. Las
siguientes soluciones madre se utilizaron para la preparacion de las vesiculas por hinchazén electro:

Lipidos solucion madre:

* 2,5 mg/ml DPhPC (1,2 Diphytanoyl-sn-glicero-3-fosfocolina) en

Cloroformo (CHC13)

* 1-2% estearilamina

* 1% de lipidos fluorescente (1,2-dihexadecanoyl-sn-glicero-3-fosfoetanolamina, sal de trietilamonio (Mol. Sonda:
Sacarosa solucién madre:

* La sacarosa 300 mM en agua destilada

Solucion amortiguadora:

* 150 mM KC1, MES 20 mM, pH 5

La solucidn de vesiculas final se diluyd 1/100 en agua destilada. 5 | de la dilucién se pipeta en una diapositiva objeto.
La gota se intercala entre la corredera objeto y un cubreobjetos ronda de 12 mm de diametro y se coloca en el
aparato de medicién. La fluorescencia se observa a través de un objetivo de aceite con la instalacion desde 1a, vy,
alternativamente, la configuracion de la fig. 19. En este ultimo caso, calefaccion IR-laser se realiza a través de un
mismo objetivo. El aumento de temperatura maxima era de aproximadamente 15 °C. El perfil de temperatura tenia
una media anchura de 20 micrometros. Se tomaron imagenes antes y después de calentar laser infrarrojo. Dos
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imagenes representativas antes y 10 segundos después del calentamiento laser infrarrojo se muestran en la figura
39. Las vesiculas son atraidas por un punto de calor debido a termoforesis negativa. Se acumulan en el centro del
punto de calor. La zona de captacion depende de la anchura del perfil de temperatura (es decir, es necesario un
fuerte gradiente de temperatura suficiente es necesario para impulsar el movimiento de particulas dirigido hacia el
centro caliente dentro de un tiempo finito). La captura de vesiculas tiene varias aplicaciones importantes, por
ejemplo, las vesiculas (asi como las células) se puede transportar y moverse dentro de una solucion. Ademas,
puede observarse la fluctuacién de las vesiculas individuales en el pocillo potencial (es decir, creado por un aumento
de la temperatura). Dado que la amplitud de las fluctuaciones depende de las propiedades de la vesicula, cualquier
cambio, como la unién de proteinas a vesiculas o la actividad de una proteina de membrana, por ejemplo, una
proteina de membrana que bombea iones, se puede detectar como un cambio en la amplitud de fluctuacion. El signo
del movimiento termdforo (por ejemplo, atraido al centro de calor o repelido por el centro caliente) depende de las
propiedades (por ejemplo, la carga, tamafio, modificacion de la superficie, unién de proteinas). Cuando una vesicula
que normalmente es atraida por la regiéon de temperatura mas alta se repele del centro caliente, esto es indicativo de
un cambio en las propiedades de esta vesicula. Este comportamiento se puede observar después de cambiar el
tampon alrededor de la vesicula a una solucidon que contiene, por ejemplo, una pareja de unién. Ademas, puede
compararse u observado el comportamiento de dos muestras que contienen vesiculas en tampon y vesiculas en
tampodn con una pareja de unién (o0 una sustancia de activacion de proteina de membrana, por ejemplo, ATP). Por
ultimo, las diferencias en las propiedades termoforas se pueden utilizar para clasificar las vesiculas o células.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la medicion de las interacciones inter y/o intramoleculares de particulas en una solucion
con las etapas de:

- proporcionar una sonda de muestra con particulas marcadas en una solucion;

- excitar con fluorescencia dichas particulas marcadas y detectar, en primer lugar, la fluorescencia de dichas
particulas excitadas;

- irradiar un haz de luz laser en la solucién para obtener una distribucion de temperatura espacial en la solucién
alrededor del haz de luz laser irradiado;

- detectar, en segundo lugar, una fluorescencia de las particulas en la solucién en un tiempo predeterminado
después del inicio de la irradiacién del laser en la solucion, y

- caracterizar las interacciones inter y/o intramoleculares de las particulas en base a dichas dos detecciones,

en el que la irradiacion del laser (30) y la deteccion de la fluorescencia se realiza desde el mismo lado con respecto
a la sonda de muestra.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la deteccion de fluorescencia y el enfoque del
laser infrarrojo se realiza a través de la misma unidad éptica (1), en particular, a través del mismo objetivo.

3. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tiempo
predeterminado esta dentro del intervalo de 1 ms a 250 ms.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tiempo de
deteccion esta dentro del intervalo de 1 ms a 50 ms.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el haz laser se
desenfoca de tal forma que un gradiente de temperatura dentro de la distribucion de la temperatura esta en el
intervalo de 0,0 a 2K/um, preferiblemente de 0,0 a 5 K/um.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el haz laser se irradia a través de un elemento
optico (1) en la solucion.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el elemento éptico (1) es una Unica lente.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la
etapa de medir la distribucidon de temperatura en dicha solucién en torno al haz irradiado con un colorante sensible a
la temperatura.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 8, en el que la distribucion de temperatura se determina en
base a la fluorescencia detectada del colorante sensible a la temperatura, en el que la solucién que comprende
dicho colorante sensible a la temperatura se calienta por el haz laser irradiado y la intensidad de la fluorescencia
espacial de fluorescencia se mide sustancialmente perpendicular en torno al haz laser.

10. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 5 a 8, en el que el tiempo
predeterminado esta dentro del intervalo de 0,5 s a 250 s.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que en dicho tiempo predeterminado la
concentracion cambia dentro de la distribucién de temperatura espacial en la solucién debido a los efectos
termoforos y tal cambio de concentracion se detecta por un cambio de la distribucion de la fluorescencia.

12. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 9 a 11, en el que el haz laser se enfoca de tal forma que un
gradiente de temperatura dentro de la distribucidn de la temperatura se consigue en el intervalo de 0,001 a 10 K/um.

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9 a 12, en el que dicha fluorescencia se detecta con una
camara CCD (31).

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9 a 13, en el que el brillo de dicha fluorescencia se detecta
con un fotodiodo o un unico pixel con una CCD (31) en el centro del haz laser.

15. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que las particulas son
biomoléculas y/o nanoparticulas y/o microperlas y/o, combinaciones de los mismas.

16. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la luz laser se
encuentra dentro del intervalo de 1200 nm a 2000 nm.
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17. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el laser (30) es un
laser de alta potencia dentro del intervalo de 0,1 W a 10 W, preferiblemente de 4 W a 6 W.

18. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la solucién es una
solucién acuosa con una concentracion de particulas dentro del intervalo de 1 atto Molar a 1 M, preferiblemente de 1
atto Molar a 100 yMolar.

19. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la solucién es una
solucidn salina con concentraciones en el intervalode 0 a 1 M.

20. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la distribucién de la
temperatura espacial esta entre 0,1 °C y 100 °C.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 20, en el que dicho gradiente de temperatura se crea
dentro de 0,1 ym a 500 uym de diametro en torno al haz laser.

22. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la solucion se
proporciona con un espesor en la direcciéon del haz de luz laser de 1 ym a 500 um.

23. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deteccién de la
fluorescencia se detecta dentro de un intervalo de 1 nm a 500 um en la direccion del haz laser.

24. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la fluorescencia se
detecta sustancialmente perpendicular con respecto al haz de luz laser con una camara CCD (31).

25.  El procedimiento segun la reivindicacion 24, en el que la segunda deteccion de fluorescencia es la medicién
espacial de la fluorescencia en funcién de la distribucion de la temperatura sustancialmente perpendicular con
respecto al haz de luz laser.

26. Un dispositivo adaptado para medir las interacciones inter y/o intramoleculares de particulas en una solucion
de acuerdo con un procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en el que el dispositivo comprende:

- un medio de recepcion (51) para recibir particulas marcadas dentro de una solucion;
- medios (32) para excitar con fluorescencia las particulas marcadas;
- medios (31) para detectar la fluorescencia excitada en dicha solucion; y

- un laser (30) para irradiar un haz de luz laser en la solucién para obtener una distribucion de temperatura
espacial en la solucion alrededor del haz de luz laser irradiado en el que el laser (30) y los medios para detectar
la fluorescencia excitada se disponen en el mismo lado con respecto a los medios de recepcion (51).

27.  El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 26, en el que el laser (30) y los medios (31) para detectar la
fluorescencia excitada se disponen de tal forma que las imagenes de fluorescencia y el enfoque laser infrarrojo se
realizan a través de la misma unidad 6ptica (1), particularmente a través del mismo objetivo.

28. El dispositivo de acuerdo con la reivindicaciéon 26 o 27, en el que los medios (32) para excitar con
fluorescencia las particulas marcadas es un LED.

29. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 26 a 28, en el que el laser (30) es un laser de alta potencia
dentro del intervalo de 0,1 W a 10 W, preferiblemente de 4 Wa 6 W.

30. El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en el que el dispositivo comprende
ademas una 6ptica para aumentar la region detectada.

31. El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 30, en el que el dispositivo comprende
ademas una optica (10) para enfocar o desenfocar el haz laser.

32. El dispositivo de acuerdo con la reivindicacion 31, en el que la 6ptica (10) es una Unica lente.

33. El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, en el que el medio de deteccion (31)
es una camara CCD.

34. El dispositivo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, en el que el medio de deteccion (31)
es un fotodiodo.

35. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, o el dispositivo de cualquiera de las
reivindicaciones 26 a 34, en el que dichas particulas a medir se seleccionan del grupo que consiste en biomoléculas,
nanoparticulas, microperlas, sustancias organicas, sustancias inorganicas y/o combinaciones de estas.
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36. Uso del procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25 y 35 y el dispositivo de una cualquiera
de las reivindicaciones 26 a 34 para la deteccion y/o medicion de interacciones de las particulas en solucion.

37. El uso de la reivindicacion 36, en el que dichas particulas se seleccionan del grupo que consiste en
biomoléculas, nanoparticulas, microperlas, sustancias organicas, sustancias inorganicas y/o combinaciones de
estas.

38. El procedimiento de la reivindicacién 35 o el uso de la reivindicacién 37, en el que dichas biomoléculas se
seleccionan del grupo que consiste en proteinas, péptidos, acidos nucleicos, moléculas de fusién de proteinas-
acidos nucleicos, PNA y ADN bloqueados.
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6 Estructuras de 6-JOE SE (C6171MP), 6-HEX SE (C20091) y 6-TET SE (C20092).
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Fig. 6
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