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DESCRIPCION

Sistema y método para diagnosticar el rendimiento de un sensor utilizando sefiales ratiométricas independientes del
analito

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a un sistema y a un método para diagnosticar el rendimiento de un sensor. Mas
particularmente, la presente invencion se refiere a un sistema y a un método para diagnosticar el rendimiento de un
sensor utilizando sefiales ratiométricas independientes del analito.

Descripcion de la técnica relacionada:

Los sensores de glucosa son un elemento esencial en la gestion de la diabetes. En particular, los sensores de
glucosa continuos proporcionan numerosas ventajas sobre los sensores de glucosa episddicos o las tiras de prueba
de glucosa para los dedos convencionales. Sin embargo, es critico para el éxito de un sensor de glucosa continuo
una determinacion o diagnéstico del rendimiento del sensor. Los sensores de glucosa continuos existentes se
vuelven menos sensibles con el tiempo y finalmente fallan y necesitan ser reemplazados. Como tal, es importante
monitorizar el rendimiento de un sensor de glucosa continuo, y sustituir el sensor cuando el rendimiento cae por
debajo de un nivel aceptable.

Una dificultad con los sistemas de medicion de fluorescencia se debe a la naturaleza inherentemente ruidosa de las
sefiales de intensidad. La deteccién ratiométrica aprovecha una propiedad muy estable de los espectros de emisién
de colorantes. Es decir, la relacidon de diferentes bandas dentro de los espectros es relativamente insensible a
cambios en la intensidad global de los espectros. Las fluctuaciones en la potencia de emisién o en la eficiencia
Optica del sistema, dentro de los limites, no afectan a la relacion medida entre diferentes bandas de frecuencias,
siempre que las bandas elegidas estén razonablemente libres de ruido. Los sensores de glucosa continuos basados
en una proteina de unién a la glucosa marcada de manera fluorescente (GBP) pueden aprovechar la deteccién
ratiométrica para obtener lecturas mas precisas.

Como se muestra, por ejemplo, en la figura 1, la respuesta de frecuencia para un sensor de glucosa continuo
basado en GBP etiquetado incluye un punto isosbéstico 100. Es decir, hay una frecuencia para la que la respuesta
de intensidad es independiente de la concentracion del analito objetivo. El punto isosbéstico se ha utilizado para
medir el rendimiento del sensor independientemente de la concentracion del analito. Sin embargo, la sefial del punto
isosbéstico no tiene utilidad en la medicién de la concentracién del analito, ya que por su naturaleza no cambia en
respuesta a la concentracion del analito. En sistemas ratiométricos existentes, se deben medir diferentes bandas de
frecuencia para determinar la concentracion de glucosa, ya que la intensidad en el punto isosbéstico no se
correlaciona con la concentracion de glucosa. Cuando ninguna de las bandas de frecuencia medidas esta
estrechamente centrada en el punto isosbéstico de los espectros, el diagndstico de las perturbaciones de intensidad
es mas dificil debido a que ambas bandas de intensidad medidas cambian en respuesta a los cambios de
concentracion del analito y a los cambios del sistema. Seria beneficioso poder extraer una sefial libre de ruido que
corresponda a la concentracién de analito solamente y una sefial independiente del analito que corresponde al
estado del sistema solamente, sin que sea necesario medir el punto isosbéstico ademas de al menos otras dos
frecuencias. Dicha combinacién no se ha demostrado previamente con un sistema de deteccion de GBP continuo.

El documento US 5.094.958 divulga un sensor quimico 6ptico de fibra para la medicién de oxigeno y un método en
el que el racionamiento de las intensidades a 390 nm y 480 nm (correspondiente a un GIIC) en cualquier
concentracion de oxigeno da el rendimiento del sensor independiente de muchas variables que afectan al
rendimiento FOCS.

El documento US 2011/010586 divulga un sensor éptico para detectar glucosa en sangre. El sensor comprende un
sistema indicador quimico dispuesto dentro de un espacio entre el extremo distal de una fibra 6ptica y una porcién
de punta atraumatica, en el que la fibra dptica y la porcion de punta atraumatica estan acopladas mediante un
elemento de acoplamiento, tal como una varilla o hipotubo o jaula que atraviesa el espacio. El sensor comprende
ademas unos medios para generar y detectar una sefial de referencia éptica no relacionada con la glucosa en
sangre, de manera que se habilita la correccion ratiométrica de las mediciones de glucosa en sangre para artefactos
en el sistema optico.

Por consiguiente, existe la necesidad de un sistema y un método para diagnosticar el rendimiento de un sensor
utilizando sefiales ratiométricas independientes del analito. En un sistema de este tipo, preferiblemente pueden
usarse las mismas sefiales para la medicion del analito y para el diagnostico independiente del analito, minimizando
asi la complejidad del sistema y el nimero de mediciones que deben tomarse. Preferiblemente, se selecciona un par
de sefial para optimizar la mejor sefial analitica posible, tal como para la relacién de sefial a ruido mas alta sobre el
intervalo analitico esperado, al mismo tiempo que proporciona una capacidad de diagnéstico del sensor.
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SUMARIO DE LA INVENCION

De acuerdo con un aspecto de las realizaciones de la presente invencion, se proporciona un método para realizar
una prueba de diagnéstico en un sensor de analito. EI método incluye la introduccién de proteina de unién a glucosa
suspendida en matriz (GBP) marcada con un colorante sensible al medio ambiente en un entorno de analito. El
colorante fluoresce a una intensidad relacionada con una concentracién de la concentracion de analito en el medio
ambiente. Se mide una primera intensidad fluorescente en un primer componente de frecuencia que es mas alto que
una frecuencia isosbéstica del colorante. Una segunda intensidad fluorescente se mide en un segundo componente
de frecuencia que es inferior a la frecuencia isosbéstica. Se determina un valor de coeficiente de intensidad
independiente de glucosa (GIIC) basado en la primera y segunda intensidades fluorescentes. Finalmente, se
determina un rendimiento del sensor de analito en base al valor GIIC.

De acuerdo con otro aspecto de las realizaciones de la presente invencién, se proporciona un sistema para realizar
una prueba de diagnostico en un sensor de analito. El sistema comprende un elemento de proteina de union a la
glucosa (GBP) suspendido en una matriz fluorescente marcado con colorante, adaptado para su introduccion en un
entorno de analito. El sistema incluye ademas un dispositivo de medicién de intensidad de fluorescencia para medir
la intensidad de fluorescencia en las respectivas primera y segunda frecuencias, siendo la primera frecuencia mas
alta que la frecuencia isosbéstica del colorante, y la segunda frecuencia siendo inferior a la frecuencia isoshéstica. El
sistema incluye un procesador para determinar un valor de coeficiente de intensidad independiente de glucosa
(GIIC) basado en la primera y segunda intensidades de fluorescencia medidas y para determinar un rendimiento del
sensor de analito en base al valor GIIC determinado. Finalmente, el sistema incluye un dispositivo de salida para
proporcionar una salida indicativa del rendimiento determinado.

Realizaciones de la invencién son evidentes a partir de las reivindicaciones dependientes.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS DE LOS DIBUJOS

La patente o solicitud contiene al menos un dibujo ejecutado en color. Copias de esta publicacion de patente o de
solicitud de patente con dibujos a color se proporcionaran mediante la Oficina a peticién y bajo pago de la tasa
necesaria.

Estas y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién serdn mas evidentes a partir de la descripcion
detallada de las realizaciones de ejemplo con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 es una ilustracion de bandas espectrales de una GBP ejemplar marcada con colorante de
acrilodan en un intervalo de concentraciones de glucosa;

La figura 2 es una ilustracion de diversos parametros de calibracion para espectros de acrilodan/GBP; La
figura 3 es una ilustracion de bandas espectrales de acrilodan/GBP ejemplares en solucion;

La figura 4 ilustra ejemplos de glucosa real frente a mediciones de bandas verdes y azules usando un sensor
de acrilodan/GBP de acuerdo con una realizacion de la presente invencion;

La figura 5 ilustra valores de intensidad independientes de la glucosa derivados de mediciones de bandas
azules y verdes de acuerdo con una realizacién ejemplar de la presente invencion;

La figura 6 ilustra mediciones de glucosa reales y calculadas por el sensor a lo largo del tiempo, asi como
mediciones de bandas azules y verdes y una intensidad independiente de glucosa derivada de las bandas
azules y verdes en un sensor de acrilodan/GBP continuo funcionando correctamente de acuerdo con una
realizacion ejemplar de la presente invencion; y

La figura 7 ilustra mediciones de glucosa real y calculadas por el sensor a lo largo del tiempo, asi como
mediciones de bandas azules y verdes y una intensidad independiente de glucosa derivada de las bandas
azules y verdes en un sensor de acrilodan/GBP continuo que funciona incorrectamente de acuerdo con una
realizacion ejemplar de la presente invencion.

A lo largo de los dibujos, se entendera que los nimeros de referencia similares se refieren a caracteristicas y
estructuras similares.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES DE EJEMPLO

Como se describird con mas detalle a continuacién, se ha descubierto que puede obtenerse una sefial
independiente de analito a partir de mediciones tomadas a frecuencias alejadas de la frecuencia isosbéstica. Es
decir, las mismas dos mediciones correlacionadas de analito utilizadas para la determinaciéon ratiométrica de la
concentracion de analito también pueden usarse ventajosamente para derivar y medir un rendimiento del sensor
independiente del analito que puede usarse para realizar diagnésticos en el sensor. En cualquier sistema de
deteccién de fluorescencia ratiométrica (tal como el sensor de glucosa BD GBP), donde las relaciones espectrales
cambian en respuesta a la concentracién de analito, incluso si las bandas de intensidad no contienen el punto
isosbéstico del sistema, puede calcularse un valor de intensidad que es insensible a la concentracion de analito.
Esta concentracion independiente de glucosa tiene un potencial de diagndstico que las bandas de intensidad
individualmente no tienen.

Para cualesquiera dos bandas dentro del espectro de emision de un colorante fluorescente tal como acrilodan, se
puede encontrar una relacién que es una funcion de la concentracion de glucosa:
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R = {RO + RIinf([GJ/KD)} / (1 + [G]/KD) 1)

donde

[G] = concentracién de glucosa

R =relacién a una concentracién dada de glucosa

RO = relacién de bandas espectrales a una concentracion de glucosa cero

Rinf = relacién de bandas espectrales a una concentracion de glucosa (de saturacion) infinita

KD = constante de disociacién aparente para el sistema
gque puede reescribirse como

[G] = KD (R-RO) / (Rinf-R). 2

También es cierto que esta ecuacién puede escribirse para cualquier banda espectral (o para intensidad de pico, o
centro de masa espectral, entre otras propiedades). Especificamente, esta ecuacion puede escribirse para cada
banda espectral utilizada para construir la sefial ratiométrica.

[G] = KDb (Fb-FbO) / (Fbinf-Fb), ©)

[G] = KDg (Fg-Fg0) / (Fginf-Fg), 4)

donde Fb y Fg son mediciones de intensidad de los componentes de intensidad "azul" 102 y "verde" 104 (véase la
figura 1).

Las ecuaciones equivalentes (3) y (4) proporcionan,
KDb (Fb-Fb0) / (Fbinf-Fb) = KDg (Fg-Fg0) / (Fginf-Fg) (5)
y reordenar para poner los términos de intensidad variable en el lado izquierdo de la ecuacion resulta en:
(KDg/KDb -l) *Fb*Fg + Fb*(Fginf - (KDg/KDb) * Fg0) + Fg (Fb0 - (KDg/KDb) * Fbinf) =
Fb0 * Fginf - (KDg/KDb) * Fg0* Fbinf (6)
Como puede apreciarse, el lado derecho de la ecuacion (6) contiene solo términos que no dependen de la glucosa
(Intensidad Independiente de glucosa, o Gll). Por consiguiente, el lado izquierdo de la ecuacién (6) también debe ser
independiente de la glucosa.
(KDg/KDb -1) * Fb *Fg + Fb*(Fginf - (KDg/KDb) * Fg0) + Fg (FbO - (KDg/KDb) * Fhinf) = GlI @)
Usando la notacion QF = Finf/ FO, llegamos a:
(KDg/KDb -1) *Fb*Fg + Fb*Fg0*(QFg - KDg/KDb) + Fg *Fb0*(I-(KDg/KDb) *QFb) = GlI (8)
Dejando que
A = (KDg/KDb -1)
B = Fg0*(QFg - KDg/KDb)
C= Fb0*(I-(KDg/KDb) *QFb)
llegamos a:

A* Fb*Fg + B*Fb + C*Fg =Gll (9)

AIC *Fb*Fg + BIC *Fb + Fg = GWC (10)

Por lo tanto, definimos
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w = B/C = (QFg -KDg/KDb) / (KDg/KDb - QFb) * Fg0/FbO0.
de manera que la ecuacion (10) se convierte en:
AIC Fb*Fg + wFb + Fg = GWC (11)
La ecuacion (11) se puede normalizar como sigue:
AIC/ (1 +w) * Fb*Fg + (wFb + Fg) / (1 + w) = GD/C/(1 + w) (12)
Para el caso en el que KDg/KDb esté cercano a 1, A se vuelve pequefio, de modo que la ecuacion (11) se reduce a:
(WFb + Fg) / (1 + w) = GII/C/(1 + w) (13)

En la ecuacion (13), la variable "w" puede denominarse coeficiente de intensidad independiente de glucosa (GIIC).
En el caso en el que KDg/KDb es cercano a 1, w puede aproximarse como

w = (QFg -1) / (1 - QFb) * Fg0/FbO (14)

Como se describié anteriormente, los sensores basados en fluorescencia son notoriamente sensibles a las
variaciones de intensidad debidas a cambios en, por ejemplo, la eficiencia de la trayectoria 6ptica y el rendimiento
cuantico del colorante. Las sefiales que no responden al analito en cuestiéon se usan a menudo para proporcionar
una referencia para rastrear algunas de estas variaciones de intensidad, siempre que el evento generador de ruido
impacte a ambas sefiales de la misma manera. Por esta razén, se utiliza a menudo deteccién ratiométrica. Una
relacion de dos componentes de la salida fluorescente puede estar directamente relacionada con la concentracion
de analito, y esa relacién no se ve explicitamente afectada por los cambios generales en la intensidad fluorescente.
Sin embargo, no se ha considerado que la sefial ratiométrica contenga informacion de diagnéstico sobre el sistema,
ya que los cambios en la concentracion de analito no podrian separarse previamente de los cambios de sefial.

Sin embargo, en realizaciones de la presente invencion, el mismo par de sefiales utilizado para generar informacion
de concentracion de analito puede usarse para generar informacién de diagndstico. Ademas, no se requiere ningin
célculo de la concentracion de analito para realizar la determinacion diagndstica.

Una realizacion preferida para la deteccion de glucosa utiliza los mismos principios generales de disefio
considerados para los sensores GBP de glucosa existentes. Para ejemplos de sensores GBP, véanse las solicitudes
de patente internacional WO 2006/044973, publicada el 27 de abril de 2006, WO 2007/124464, publicada el 1 de
noviembre de 2007, y WO 2008/131360, publicada el 30 de octubre de 2008. Tales sensores son preferiblemente de
sensores de pequefio tamafio y de larga duracion, con fuertes caracteristicas de sefial a ruido y bajo consumo de
energia. El uso de las sefiales para proporcionar informacion de diagndstico ventajosamente no cambia las
caracteristicas fisicas generales del sistema de sensores. Los calculos adicionales requeridos para derivar la sefial
independiente del analito pueden realizarse dentro de la misma arquitectura de calculo utilizada para procesar la
sefial del sensor en bruto y calcular la concentracion de analito.

Un ejemplo de realizacion de la invencion se dirige al sensor de glucosa continuo de proteina de unién a la glucosa
(GBP). Este sensor utiliza una combinacion proteina-colorante especifica para generar una sefial fluorescente, y
mide la salida en dos bandas de longitud de onda especifica. Una banda de longitud de onda es preferiblemente una
frecuencia mas alta que el punto isosbéstico, y la otra longitud de onda es preferiblemente una frecuencia inferior al
punto isosbéstico. Preferiblemente, las bandas de frecuencias altas y bajas se seleccionan para equilibrar la
separacion maxima de la frecuencia isosbéstica con la relacién sefial a ruido maxima dentro del intervalo de
concentracion de analito esperado relevante. En consecuencia, las frecuencias altas y bajas se seleccionan para
estar lejos de la frecuencia isoshéstica, sin estar demasiado lejos, ya que la sefial correlativa del analito disminuye
en los extremos del espectro.

Como se apreciard, se pueden hacer variaciones en las combinaciones proteina-colorante mientras se mantiene la
salida ratiométrica general, y estas proteinas de unién se pueden dirigir a analitos distintos de la glucosa. Véase, por
ejemplo, R.M. de Lorimier, J. J. Smith y col., "Construction of a Fluorescent Biosensor Family", Protein Sci 11 (11)
2655-2675 (2002), para una lista de proteinas de unién y combinaciones de colorantes.

Este método puede aplicarse también a sistemas basados en transferencia de energia resonante de Forster (FRET).
En este caso, las dos partes de sefal se originan a partir de dos colorantes diferentes situados en estrecha
proximidad.

La sefal fluorescente generada por el colorante en, por ejemplo, un sensor de glucosa GBP es un espectro que
cubre un intervalo de longitudes de onda. La sefial en cada longitud de onda se ve afectada por los mismos
fendmenos. Es decir, concentracion de analito y concentracion de colorante. En un sistema de deteccion
ratiométrico, aunque la fuente de cambios de intensidad a lo largo del espectro es la misma, el impacto en diferentes
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partes del espectro de emision es diferente. Estos cambios se pueden caracterizar para todo el espectro en un
entorno estable, tal como durante la calibracion en fabrica de un sensor. Por lo tanto, las relaciones matematicas
que describen el impacto del analito pueden determinarse para todas las partes del espectro. En un sistema de
deteccion ratiométrica de acuerdo con una realizaciéon de la invencion, el par de relaciones que describen las
sefiales de fluorescencia pueden combinarse ventajosamente para proporcionar una medida de la concentracion de
analito y una medida de intensidad de sefial media que no cambia con la concentracion de analito.

Ejemplo 1: Espectros de solucién (GBP-Acrilodan)

Se tomaron espectros de GBP-acrilodan en disoluciéon (medidas triplicadas a 0, 2,5, 5. 10, 20, 30 mM, FPQO01 Vial 1
Curva de titulacién 061008, figura 1). Se restaron espectros de soluciones de tampon PBS sin proteina, colorante o
glucosa (fondo) de todas las curvas. Las curvas de calibraciéon se determinaron en cada longitud de onda para
calcular una curva de respuesta de glucosa infinita y para determinar como cambiaron los parametros de calibracién
en funcién de la longitud de onda (figura 2). RO es precisamente la curva media de respuesta cero. Qx (respuesta a
glucosa infinita/respuesta a cero) varié de acuerdo con una curva logistica de 4 parametros a través de la region de
longitud de onda examinada. Como era de esperar, el punto donde Q = | es 523 nm, cerca del punto isosbéstico
observado visualmente. KD es aproximadamente constante a través del espectro, aunque hay considerablemente
mas variabilidad cuando las longitudes de onda son mayores que el punto isosbéstico, debido mas probablemente al
pequefio intervalo dindmico y, por lo tanto, a la pequefia relacion sefial a ruido. Para un conjunto de tamafios de
ventana de longitud de onda razonables, los KD no son significativamente diferentes a ambos lados de 523 nm (p >
0,1, ensayo de Student). Teniendo en cuenta un Unico par de bandas de longitud de onda centradas en 460 y 560
nm, se calculé una intensidad media segun la ecuacion (12) (figura 3). Obsérvese que la intensidad independiente
de la glucosa es estable, mientras que las intensidades de bandas azules y verdes varian considerablemente entre
el intervalo de glucosa. Para estos datos basados en la solucién, el factor de correccion GIIC = 0,12 y KDg/KDb =
0,96.

Para el intervalo dinamico maximo, una relaciéon derivada de las bandas separadas lo mas ampliamente posible
proporcionara el intervalo mas grande (es decir, QR = QFg / QFb, y QFg maximo y QFb minimo se obtienen cerca
de los bordes del espectro, véase el grafico central en la figura 2). Sin embargo, desde un punto de vista general del
rendimiento del sistema, el intervalo dinamico debe equilibrarse contra la pérdida de relaciéon de sefial a ruido a
medida que las intensidades caen cerca de los bordes del espectro. Desde un punto de vista diagnostico, una banda
de longitud de onda centrada en el punto isosbéstico podria proporcionar informacion de diagndstico, pero no
informacién de concentracion de analito. El uso de dos bandas de longitud de onda para generar una intensidad
independiente del analito permite que la eleccién de la banda de longitud de onda sea accionada por los objetivos de
rendimiento del sistema, a la vez que proporciona una capacidad de diagndstico.

Ejemplo 2: Configuracién de laboratorio (sensor de 25 ga-acrilodan)

Se analizaron las intensidades de los sensores a partir de un experimento de laboratorio de 3 dias. Los sensores de
PEG/GBP-acrilodan se expusieron a un perfil de glucosa continuamente variable a 34 °C durante 3 dias. El perfil
incluia dos escalas de calibracion antes y después de tres dias de glucosa variable (figura 4). La primera escala de
calibracion se utilizo para calcular los parametros de calibracién para cada banda de longitud de onda. Se calcul6 la
intensidad independiente de la glucosa segun la ecuaciéon (12). La disminucion de la intensidad debido al
fotoblanqueo durante las escalas de calibracion causa una mala estimacién de los parametros de calibracién. Para
corregir esto, se usé un modelo de disminucion de intensidad [I = aN + b + c*exp (-N/tau), N = nimero de exposicion]
para ajustar las intensidades medidas. Los parametros de calibracién de la ecuacion de union se recalcularon para
la primera escala, y se calculé una intensidad independiente de la glucosa, como se muestra en las lineas continuas
en la figura 5. Como se puede observar en la figura 5, aunque permanecen fluctuaciones menores, la curva de
intensidad resultante es muy estable frente a las grandes excursiones de concentracion de glucosa. La solucion de
la ecuacién (13) (término de producto de intensidad que cae) produce una curva similar (linea continua fina en la
figura 5), pero con ligeras variaciones de intensidad durante las dos primeras escalas de calibracién. Como una
medida de variabilidad, se calculd el coeficiente de variacion (estandar/media) para cada curva. Las intensidades
azul y verde tuvieron un CV de 29 y 14 % respectivamente, incluso después de la correccién para la disminucién a
largo plazo del fotoblanqueo. En contraste, la intensidad independiente de la glucosa tenia un CV de < 1%, lo que
también explica el fotoblanqueo a largo plazo. Para este sensor, el factor de correccion GIIC = 0,516 y KDg/KDb =
0,91.

Como se apreciara, la intensidad independiente de la glucosa también proporciona una sefial muy suave a partir de
la cual se pueden evaluar efectos a largo plazo como el fotoblanqueo.

Ejemplo 3: Prueba de factibilidad (sensor GBP-acrilodan de 31 ga)

Para este ejemplo se utiliz6 la salida desde dos sensores de mariposa de 31 ga, colocados en tejido ID y SC durante
un ensayo de factibilidad. Debido a las pobres estimaciones de KD a partir de calibraciones de 3 puntos, se
asumieron valores GIIC de 0,5. Las intensidades fueron normalizadas por el estandar 6ptico en uso durante este
ensayo antes de realizarse los calculos. En el primer sensor (302 A-ID, figura 6) la disminucién de la intensidad es
estable durante toda la prueba. Debe tenerse en cuenta que, aunque las estimaciones de glucosa tienen un
pequefio intervalo dinamico en relacién con los valores reales, las estimaciones del sensor son estables. En el
segundo sensor (301 B-SC, figura 7) la disminucion de intensidad acelera notablemente después de 550 minutos, y

6



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2659018 T3

sigue una sobreestimacion marcada de la glucosa. Debido a la excursidon de glucosa, las intensidades azules y
verdes se mueven en direcciones opuestas a los 500 minutos. Como puede apreciarse, la intensidad independiente
de glucosa permite ventajosamente la deteccion de una disminucidon acelerada, incluso cuando la glucosa esta
cambiando.

Como puede verse, el uso de relaciones de intensidad a partir de firmas de fluorescencia proporciona un sistema de
medicién de analito robusto. Usando la misma informacién de intensidad, puede derivarse una sefial independiente
del analito, lo que permite separar los cambios de salida del sensor en los causados por el cambio de analito y los
causados por otros factores. La generacion de una intensidad independiente de glucosa se ha demostrado para
aplicaciones in vitro e in vivo de un sensor de glucosa GBP.

Un método de ejemplo de acuerdo con una realizacion de la invencion no se describira en conexién con la figura 8.
En la etapa S100, se introduce una proteina de union al analito suspendida en la matriz, tal como una proteina de
unién a la glucosa (GBP). La proteina de unién se marca con un colorante que fluoresce con un espectro de
intensidad relacionado con una concentracion de la concentracion de analito en el entorno. Una fuente de radiacion
electromagnética se dirige a la GBP en la etapa S 102, y la radiacion provoca la fluorescencia de la GBP. En la
etapa S 104, se mide una primera intensidad de fluorescencia en un primer componente de frecuencia. El primer
componente de frecuencia es preferiblemente mayor que la frecuencia isosbéstica del colorante (intervalo verde). En
la etapa S 106, se mide una segunda intensidad de fluorescencia en un segundo componente de frecuencia. El
segundo componente de frecuencia es preferiblemente inferior a la frecuencia isosbéstica del colorante (intervalo
azul). En la etapa S108, se determina un valor de GIIC basado en la primera y segunda intensidades de
fluorescencia medidas. En la etapa S 110, se diagnostica el rendimiento del sensor basandose en el valor de GGIC
determinado.

Un sistema de ejemplo de acuerdo con una realizacion de la presente invencién se describira ahora en conexién con
la figura 9. El sistema 900 incluye un cuerpo principal 902 que incluye un sistema o6ptico y un ordenador,
microprocesador o cualquier otro procesador 903 adecuado. Un conducto 6ptico 904, tal como una fibra Optica,
conecta el cuerpo principal 902 con una punta de deteccién 905. La punta de deteccién 905 incluye un elemento de
deteccion 906, tal como GBP suspendida en la matriz. La GBP suspendida en la matriz es preferiblemente pequefia
y puede introducirse en un entorno de analito, tal como tejido subcutaneo o intradérmico, a través de un conducto
rigido o semirrigido, tal como una aguja o canula.

El sistema éptico preferiblemente incluye una fuente de excitacién 907 para generar luz que se dirige en el conducto
Optico 904 y en el elemento de deteccion 906. El sistema Optico incluye, ademas, preferiblemente, un primer y un
segundo detectores 908, 909 para detectar la intensidad de las sefiales de fluorescencia recibidas desde el
elemento de deteccion 906 a través del conducto éptico 904. El primer detector 908 detecta preferiblemente la
intensidad de fluorescencia a una primera frecuencia que es mas alta que el punto isosbéstico del colorante con el
que se etiqueta la GBP. El segundo detector 909 detecta preferiblemente intensidad de fluorescencia a una segunda
frecuencia que es inferior al punto isosbéstico del colorante. El procesador 903 controla preferiblemente la operacion
del sistema, incluyendo la alimentacion de la fuente de excitacién. El procesador 903 también recibe las mediciones
de intensidad detectadas desde los detectores 908, 909 y determina un valor de GIIC basado en las intensidades
medidas. El procesador determina ademas un rendimiento del sensor basado en el valor de GIIC determinado. El
procesador estd conectado ademas a un dispositivo de salida 910, y puede controlar el dispositivo de salida 910
para proporcionar una salida indicativa del rendimiento determinado. Como un ejemplo, el dispositivo de salida 910
puede proporcionar una alerta audible del procesador 903, que determina que el rendimiento del sensor ha
disminuido mas alla de un umbral predeterminado.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para realizar una prueba de diagndstico en un sensor de analito, que comprende las etapas de:

introducir una proteina de unién de analito suspendida en una matriz en un entorno de analito, estando dicha
proteina de unién marcada con un colorante fluorescente con un espectro de intensidad relacionado con una
concentracién de dicha concentracién de analito en dicho entorno;

medir una primera intensidad fluorescente en un primer componente de frecuencia que es superior a una
frecuencia isosbéstica del colorante;

medir una segunda intensidad fluorescente en un segundo componente de frecuencia que es inferior a la
frecuencia isosbéstica;

determinar un valor de coeficiente de intensidad independiente de glucosa (GIIC) basado en la primera y
segunda intensidades fluorescentes;

diagnosticar un rendimiento de dicho detector de analito basado en dicha determinacion,

caracterizado por que una relacion entre el primer componente de frecuencia y el segundo componente de
frecuencia para el colorante se define por:

R = (RO + Rinf([G]/KD)) / (I + [G]/KD)
donde

[G] es la concentracion de analito;

R es la relacién a una concentracion de analito dada;

RO es la relacion de bandas espectrales a una concentracién de analito cero;

Rinf es la relaciéon de bandas espectrales a una concentracion de analito infinita (saturante); y

KD es una constante de disociacion aparente para el sistema, preferiblemente en el que el analito es
glucosa, y [G] es la concentracion de glucosa, y

la intensidad independiente de glucosa se calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Gll = (KDg / KDb - 1) * Fb * Fg + Fb * (Fginf - (KDg / KDb) * Fg0) +Fg (FbO0 - (KDg / KDb) * Fbinf)
donde

Gll es la intensidad independiente de la glucosa;

Fb es la intensidad medida del primer componente de frecuencia;

Fg es la intensidad medida del segundo componente de frecuencia;

KDg es la constante de disociacion determinada cuando se usa solo el segundo componente de
frecuencia;

KDb es la constante de disociacion determinada cuando se usa solo el primer componente de
frecuencia;

Fginf es la intensidad del segundo componente de frecuencia a la concentracion saturada;

Fgo es la intensidad del segundo componente de frecuencia a concentracion cero;

Fbinf es la intensidad del primer componente de frecuencia a la concentracién saturada; y

FbO es la intensidad del primer componente de frecuencia a concentracion cero.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que la proteina de unién a analito es una proteina de unién a glucosa.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho analito es glucosa.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que una arquitectura de calculo que procesa una sefial de sensor en bruto
también calcula la concentracién de analito.

5. El método de la reivindicacién 1, en el que el primer componente de frecuencia y el segundo componente de
frecuencia se seleccionan para estar lejos de la frecuencia isosbéstica, pero mas cercanos que las frecuencias en
las que la relacion sefial a ruido desciende por debajo del 10 % de la relacién de sefial a ruido maxima.

6. El método de la reivindicacion 1, en el que la primera intensidad fluorescente se genera mediante un primer
colorante y la segunda intensidad fluorescente se genera mediante un segundo colorante.

7. Un sistema para realizar una prueba de diagndéstico en un sensor de analito, que comprende:

un elemento de proteina de unién de analito suspendido en una matriz adaptado para su introduccién en un
entorno de analito;

un dispositivo de medicion de intensidad de fluorescencia para medir la intensidad de fluorescencia en las
respectivas primera y segunda frecuencias, siendo la primera frecuencia mas alta que la frecuencia
isosbéstica del colorante, y la segunda frecuencia siendo inferior a la frecuencia isosbéstica del colorante;
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un procesador para determinar un valor de coeficiente de intensidad independiente de glucosa (GIIC) basado
en la primera y segunda intensidades de fluorescencia medidas y para determinar un rendimiento del sensor
de analito en base al valor GIIC determinado; y

un dispositivo de salida configurado para proporcionar una salida indicativa del rendimiento determinado,
caracterizado por que una relacion entre el primer componente de frecuencia y el segundo componente de
frecuencia para el colorante se define por:

R = (RO + Rinf([G)/KD)) / (I + [G]/KD)
donde

[G] es la concentracion de analito;

R es la relacién a una concentracion de analito dada;

RO es la relacion de bandas espectrales a una concentracion de analito cero;

Rinf es la relacién de bandas espectrales a una concentracion de analito infinita (saturante); y

KD es una constante de disociacion aparente para el sistema, preferiblemente en el que el analito es
glucosa, y [G] es la concentracion de glucosa, y

la intensidad independiente de glucosa se calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Gll = (KDg / KDb - 1) * Fb * Fg + Fb * (Fginf - (KDg / KDb) * Fg0) +Fg (FbO0 - (KDg / KDb) * Fhinf)
Donde

Gll es la intensidad independiente de la glucosa;

Fb es la intensidad medida del primer componente de frecuencia;

Fg es la intensidad medida del segundo componente de frecuencia;

KDg es la constante de disociacién determinada cuando se usa solo el segundo componente de
frecuencia;

KDb es la constante de disociacion determinada cuando se usa solo el primer componente de
frecuencia;

Fginf es la intensidad del segundo componente de frecuencia a la concentracion saturada;

Fgo es la intensidad del segundo componente de frecuencia a concentracion cero;

Fbinf es la intensidad del primer componente de frecuencia a la concentracién saturada; y

FbO es la intensidad del primer componente de frecuencia a concentracién cero.

8. El sistema de la reivindicacion 7, en el que la proteina de unién a analito es una proteina de unién a glucosa.
9. El sistema de la reivindicacion 7 o 8, en el que dicho analito es glucosa.

10. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que el procesador procesa sefiales de sensor en
bruto y también calcula la concentracion de analito.

11. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, en el que el primer componente de frecuencia y el
segundo componente de frecuencia se seleccionan para estar lejos de la frecuencia isosbhéstica, pero mas cercanos
gue las frecuencias en las que la relacion sefal a ruido desciende por debajo del 10 % de la relacion de sefial a
ruido maxima.

12. El sistema de cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en el que la primera intensidad fluorescente se genera
mediante un primer colorante y la segunda intensidad fluorescente se genera mediante un segundo colorante.
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INICIO

INTRODUCIR GBP EN EL L~-S100
ENTORNO DE ANALISIS

'

IRRADIAR LA GBP

#

L-$102

MEDIR LA PRIMERA L-S104
INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

'

MEDIR LA SEGUNDA 5106
INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

i

DETERMINAR EL VALORDE GIIC  |[,-S108
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DIAGNOSTICAR EL -S110
RENDIMIENTO DEL SENSOR

FIG.8
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