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DESCRIPCION
Un método de deteccion de objetivos bioldgicos usando un nanoporo y un agente de unién a proteinas de fusion
Antecedentes

La deteccion de particulas de nanoescala, tales como células tumorales circulantes, bacterias y virus, tiene una utilidad
clinica inmersiva. Los métodos disponibles actualmente incluyen la inmunohistoquimica y la deteccion basada en
acidos nucleicos, y se requiere tipicamente la proliferacion celular antes de que una deteccion sensible pueda llevarse
a cabo.

La deteccion y cuantificacion molecular también son importantes, y pueden llevarse a cabo con varios métodos
dependiendo del tipo de molécula. Por ejemplo, las secuencias de nucle6tidos pueden detectarse en virtud de su
complementariedad de secuencia a una sonda o cebador, a través de la hibridacién y/o amplificacion, o en menos
ocasiones con una proteina que reconoce la secuencia. Una proteina, por otro lado, se detecta cominmente con un
anticuerpo que reconoce especificamente y se une a la proteina. Un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA), a este respecto, es altamente comercializado y se usa comdnmente.

También existen métodos para detectar y cuantificar varias otras moléculas grandes o pequefias, tales como
carbohidratos, compuestos quimicos, iones y elementos.

Los métodos y sistemas para la deteccion altamente sensible a moléculas asi como particulas, tales como las células
tumorales y los organismos patégenos, tienen aplicaciones amplias, en particular clinicamente, para la deteccion de
patégenos y el diagndstico de enfermedades, por ejemplo.

Sumario

La presente invencién proporciona un método para detectar una molécula o particula diana sospechosa de estar
presente en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con (i) una molécula de fusion que comprende un ligando capaz de unirse a la
molécula o particula diana y un dominio de unién, y (ii) un armazén polimérico que comprende al menos un motivo
de union al cual es capaz de unirse el dominio de unién, bajo condiciones que permiten que la molécula o particula
diana se enlacen al ligando y el dominio de unién se enlace al motivo de unién, en donde el polimero es al menos
uno de un acido desoxirribonucleico (ADN), un acido ribonucleico (ARN), un acido peptidonucleico (ANP), un
hibrido de ADN/ARN, y un polipéptido;

(b) cargar el polimero en un dispositivo que comprende un poro que separa un espacio interior del dispositivo en
dos volumenes, y configurar el dispositivo para pasar el polimero a través del poro de un volumen al otro volumen,
en donde el dispositivo comprende electrodos para aplicar un diferencial de voltaje entre los dos volimenes, en
donde el dispositivo comprende ademdas un sensor adyacente al poro configurado para identificar objetos que
pasan a través del poro, y en el que el poro tiene (i) aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm de
diametro o (ii) aproximadamente 100 nm a aproximadamente 10000 nm de diametro; y

(c) determinar, con el sensor, si la molécula de fusién unida al motivo de unidn esta unida a la molécula o particula
diana, detectando de este modo la presencia de la molécula o particula diana en la muestra.

En algunos aspectos, la molécula diana se selecciona del grupo que consiste en una proteina, un péptido, un acido
nucleico, un compuesto quimico, un ion y un elemento.

En algunos aspectos, la particula diana se selecciona del grupo que consiste en complejos de proteinas y en
agregados de proteinas, complejos de proteinas/acidos nucleicos, virus, bacterias, células y agregados celulares
fragmentados o totalmente ensamblados.

En algunos aspectos, la etapa (a) del método para evaluar si una molécula o particula diana esté presente en una
muestra se realiza antes de la etapa (b). En algunos aspectos, la etapa (b) se realiza antes de la etapa (a).

En algunos aspectos, el método comprende ademas la aplicacion de una condicién sospechosa de alterar la union
entre la molécula o particula diana y el ligando y realizar de nuevo la determinacion. En algunos aspectos, la condicion
se selecciona del grupo que consiste en eliminar la molécula o particula diana de la muestra, afiadir un agente que
compita con la molécula o particula diana o el ligando para la unién, y cambiar el pH, la sal o la temperatura.

En algunos aspectos, el motivo de unién comprende una modificacion quimica para la unién al dominio de unién. En
algunos aspectos, la modificacion quimica se selecciona del grupo que consiste en acetilacion, metilacion, sumolacion,
glicosilacion, fosforilacion y oxidacion.

El polimero comprende un acido desoxirribonucleico (ADN), un &cido ribonucleico (ARN), un acido peptidonucleico
(ANP), un hibrido de ADN/ARN o un polipéptido.
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En algunos aspectos, el dominio de unién se selecciona del grupo que consiste en una hélice-giro-hélice, un dedo de
zinc, una cremallera de leucina, una hélice alada, una hélice-giro-hélice alada, una hélice-bucle-hélice y una caja HMG.

En algunos aspectos, el dominio de union se selecciona del grupo que consiste en &cidos nucleicos bloqueados (LNA),
PNA, nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN por sus siglas en inglés), repeticiones
palindrémicas cortas agrupadas regularmente espaciadas (CRISPR por sus siglas en inglés), y aptameros.

En algunos aspectos, el ligando es una proteina. En algunos aspectos, el ligando se selecciona del grupo que consiste
en un anticuerpo, un epitopo, una hormona, un neurotransmisor, una citocina, un factor de crecimiento, una molécula
de reconocimiento celular y un receptor.

En algunos aspectos, el dominio de union y el ligando se enlazan, a través de un enlace covalente, un enlace de
hidrogeno, un enlace i6nico, un enlace metalico, fuerza de van der Walls, interaccion hidrofdbica o interaccion de
apilamiento planar, o se traducen como un polipéptido continuo, para formar la molécula de fusion.

En algunos aspectos, el método comprende ademas poner en contacto la muestra con un marcador detectable capaz
de unirse a la molécula o particula diana o complejo diana/ligando.

En algunos aspectos, el polimero comprende al menos dos unidades del motivo de unién.

En algunos aspectos, el polimero comprende al menos dos diferentes motivos de union: la muestra esté en contacto
con al menos dos moléculas de fusion comprendiendo cada una un dominio de unién diferente capaz de unirse a cada
motivo de unién y un ligando diferente capaz de unirse a una molécula o particula diana diferente; y el sensor se
configura para identificar si la molécula de fusién unida a cada motivo de unién esta unida a la molécula o particula
diana.

En algunos aspectos, el dispositivo comprende electrodos para aplicar un diferencial de voltaje entre los dos
volimenes.

En algunos aspectos, el dispositivo comprende una camara superior, una cadmara intermedia y una camara inferior, en
donde la camara superior estd en comunicacién con la camara intermedia a través de un primer poro, y la camara
intermedia esta en comunicacion con la caAmara inferior a través de un segundo poro.

En un aspecto, el primer poro y el segundo poro tienen aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm de
diametro. Tales poros pueden ser adecuados para detectar moléculas tales como proteinas y acidos nucleicos. En un
aspecto, el primer poro y el segundo poro son tan largos como aproximadamente 50.000 nm de diametro, que pueden
ser adecuados para detectar particulas mas largas como células tumorales y bacterianas.

En algunos aspectos, los poros estan separados aproximadamente entre 10 nm y aproximadamente 1000 nm.
En algunos aspectos, cada una de las cAmaras comprende un electrodo para conectarse a una fuente de alimentacion.

En algunos aspectos, el método comprende ademas mover el polimero en una direccion inversa después de que el
motivo de unién pase a través del poro, para identificar, de nuevo, si la molécula de fusién unida a cada motivo de
unién esta unida a la molécula o particula diana.

También se proporcionan kits, paquetes o mezclas para detectar la presencia de una molécula o particula diana. En
algunos aspectos, el kit, paquete o mezcla comprende (a) una molécula de fusion que comprende un ligando capaz
de unirse a la molécula o particula diana y un dominio de unién, (b) un armazoén polimérico que comprende al menos
un motivo de unién al cual se puede unir el dominio de unién, en donde el polimero es al menos uno de un 4cido
desoxirribonucleico (ADN), un acido ribonucleico (ARN), un acido peptidonucleico (ANP), un hibrido de ADN/ARN, y
un polipéptido; y (c) un dispositivo que comprende un poro que separa un espacio interior del dispositivo en dos
volimenes, en donde el dispositivo se configura para permitir que el polimero pase a través del poro desde un volumen
hasta el otro volumen, y el poro tiene (i) aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm de diametro o (ii)
aproximadamente 100 nm a aproximadamente 10000 nm de diametro, y en donde el dispositivo comprende ademas
un sensor adyacente al poro configurado para identificar si el motivo de unién estéa (i) unido a la molécula de fusion
mientras que el ligando se une a la molécula o particula diana, (ii) se une a la molécula de fusion mientras que el
ligando no se une a la molécula o particula diana, o (iii) no se une a la molécula de fusion.

En algunos aspectos, el kit, paquete o0 mezcla comprende ademas una muestra sospechosa de contener la molécula
o particula diana. En algunos aspectos, la muestra comprende ademas un marcador detectable capaz de unirse a la
molécula o particula diana o el complejo ligando/molécula o particula diana.

Breve descripcion de los dibujos

Se proporcionan como realizaciones de esta divulgacién dibujos que se ilustran solo a modo de ejemplificacién, y no
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como limitacion, en los que:

la figura 1 ilustra la deteccion de una molécula o particula diana con una realizaciéon del método actualmente
divulgado;

la figura 2 proporciona la ilustracion de un ejemplo mas especifico en el que se usa un ADN bicatenario como el
armazén polimérico y una proteina de envoltura del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) como el ligando,
para la deteccién de un anticuerpo anti-VIH;

la figura 3 muestra que se puede detectar una union entre una molécula o particula diana y una molécula de fusién
puesto que tiene un perfil actual diferente en comparacion con la molécula de fusion sola o el ADN solo, cuando
pasa a través de un nanoporo;

la figura 4 ilustra la capacidad de multiplexacién de la presente tecnologia mediante la inclusion de diferentes
motivos de unién en el armazén polimérico; y

las figuras 5(1)-(l11) ilustran un dispositivo de nanoporo con al menos dos poros que separan multiples camaras.

Especificamente, la figura 5(1) es un esquema de un chip de poro doble y una configuracién electrénica de amplificador
doble para control del voltaje independiente (V1 0 V2) y medicion de corriente (/1 o I2) de cada poro. Tres cdmaras, AC,
se muestran y estan separadas volumétricamente excepto por los poros comunes.

La figura 5(I) es un esquema donde eléctricamente, Vi1y V2 se aplican principalmente a través de la resistencia de
cada nanoporo, mediante la construccién de un dispositivo que minimiza todas las resistencias de acceso para
desacoplar eficazmente /1 y L.

En la figura 5(lll), los voltajes de competencia se usan para el control, con flechas que muestran la direccion de cada
fuerza de voltaje.

Algunas o todas las figuras son representaciones esquematicas para ejemplificacion; por lo tanto, no representan
necesariamente los tamafios relativos reales o las ubicaciones de los elementos mostrados. Las figuras se representan
con el proposito de ilustrar una 0 mas realizaciones con el entendimiento explicito de que no se utilizaran para limitar
el alcance o el significado de las reivindicaciones que se detallan a continuacion.

Descripcion detallada

A lo largo de esta solicitud, el texto se refiere a varias realizaciones de las presentes composiciones, y métodos. Las
diversas realizaciones descritas pretenden proporcionar una variedad de ejemplos ilustrativos y no deben interpretarse
como descripciones de especies alternativas. En su lugar, debe sefialarse que las descripciones de varias
realizaciones proporcionadas en el presente documento pueden ser de alcance superpuesto. Las realizaciones
descritas en el presente documento son meramente ilustrativas y no pretenden limitar el alcance de la presente
invencion.

Como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, la forma en singular "un”, "uno/a" y “el/la” incluyen las
referencias en plural salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Por ejemplo, el término "un electrodo” incluye
una pluralidad de electrodos, incluyendo mezclas de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende" pretende significar que los dispositivos y métodos
incluyen los componentes o etapas mencionados, pero no excluyen otros. "Que consiste esencialmente en" cuando
se usa para definir dispositivos y métodos, significara excluir otros componentes o etapas de cualquier significado
esencial para la combinacién. "Que consiste en" significara que excluye otros componentes o etapas. Las realizaciones
definidas por cada uno de estos términos de transicion estan dentro del alcance de esta invencién.

Todas las designaciones numéricas, por ejemplo, distancia, tamafio, temperatura, tiempo, voltaje y concentracion,
incluidos los intervalos, son aproximaciones que varian (+) o (-) en incrementos de 0,1. Debe entenderse, aunque no
siempre se indique explicitamente, que todas las designaciones numéricas estan precedidas por el término
"aproximadamente". También debe entenderse, aunque no siempre se indica explicitamente, que los componentes
descritos en el presente documento son meramente ejemplares y que equivalentes de los mismos son conocidos en
la técnica.

Deteccion molecular

La presente divulgacion proporciona métodos y sistemas para la deteccion y cuantificacion molecular. Ademas, los
métodos y sistemas pueden también configurarse para medir la afinidad de una molécula que se une con otra
molécula. Ademas, dicha deteccion, cuantificacion y medicion puede llevarse a cabo de forma multiplexada,
aumentando enormemente su eficiencia.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2704902 T3

La figura 1 proporciona una ilustracién de una realizacion de los métodos y sistemas divulgados. Mas especificamente,
el sistema incluye un ligando 104 que es capaz de unirse a una molécula diana 105 para ser detectado o cuantificado.
El ligando 104 puede ser parte de, o estar enlazado a, un resto de unién (denominado "dominio de unién") 103 que es
capaz de unirse a un motivo de unioén 101 especifico en un armazén polimérico 109. Conjuntamente, el ligando 104 y
el dominio de unién 103 forman una molécula de fusion 102.

Por lo tanto, si todos estan presentes en una solucion, la molécula de fusion 102 se une, en un extremo, a un armazon
polimérico 109 (o simplemente "polimero™) a través del reconocimiento y unién especificos entre el motivo de union
101 y el dominio de unién 103, y en el otro extremo, a la molécula diana 105 en virtud de la interaccion entre el ligando
104 y la molécula diana 105. Tales uniones causan la formacién de un complejo que incluye el polimero 109, la
molécula de fusién 102 y la molécula diana 105.

El complejo formado puede ser detectado por un dispositivo 108 que incluye un poro 107 que separa un espacio
interior del dispositivo en dos volimenes, y un sensor adyacente al poro 107 configurado para identificar objetos que
pasan a través del poro 107. Este dispositivo se denomina a lo largo de este documento como un "nanoporo”. En
algunas realizaciones, el nanoporo 108 también incluye medios, tales como electrodos conectados a fuentes de
energia, para mover el polimero 109 desde un volumen a otro, a través del poro 107. Como el polimero 109 puede
cargarse o modificarse para contener cargas, un ejemplo de dichos medios genera un potencial o diferencial de voltaje
a través del poro 107 para facilitar y controlar el movimiento del polimero 109.

Cuando una muestra incluye el complejo formado se carga en el nanoporo 108, el nanoporo 108 se puede configurar
para pasar el polimero 109 a través del poro 107. Cuando el motivo de unién 101 esta dentro del poro o adyacente al
poro 107, el estado de unién del motivo 101 puede ser detectado por el sensor.

El "estado de union" de un motivo de unién, como se utiliza en el presente documento, se refiere a si el motivo de
unién esté unido a una molécula de fusién con un dominio de unién correspondiente, y si la molécula de fusion también
esta unida a una molécula diana. Esencialmente, el estado de union puede ser uno de los tres estados potenciales: (i)
el motivo de unién esta libre y no esta unido a una molécula de fusién (véase 305 en la figura 3); (ii) el motivo de unién
se une a una molécula de fusidon que no se une a una molécula diana (véase 306 en la figura 3); o (iii) el motivo de
unién se une a una molécula de fusién que se une a una molécula diana (véase 307 en la figura 3).

La deteccion del estado de uniéon de un motivo de unién puede realizarse por varios métodos. En un aspecto, en virtud
de los diferentes tamafios del motivo de unién en cada estado, cuando el motivo de unién pasa a través del poro, los
diferentes tamafios dan como resultado diferentes corrientes eléctricas a través del poro. En un aspecto como se
muestra en la figura 3, las sefales de corriente medidas 301, cuando 305, 306 y 307 pasan a través del poro, son
sefiales 302, 303 y 304, respectivamente. A este respecto, no se requiere ningln sensor separado para la deteccion,
ya que los electrodos, que estan conectados a las fuentes de energia y pueden detectar la corriente, pueden servir
para la funcién de deteccion. Uno o ambos de los electrodos, por lo tanto, sirven como un "sensor."

En algunos aspectos, un agente 106 como se muestra en la figura 1 se afiade al complejo para ayudar a la deteccion.
Este agente es capaz de unirse a la molécula diana o al complejo ligando/molécula diana. En un aspecto, el agente
incluye una carga, ya sea negativa o positiva, para facilitar la deteccion. En otro aspecto, el agente afiade tamafio para
facilitar la deteccion. En otro aspecto, el agente incluye un marcador detectable, tal como un fluoréforo.

En este contexto, una identificacion del estado (iii) indica que se ha formado un complejo polimero-molécula de fusion-
molécula diana. En otras palabras, se detecta la molécula diana.

Deteccidn de particulas

La presente divulgacion también proporciona, en algunos aspectos, métodos y sistemas para detectar, cuantificar y
medir particulas tales como células y microorganismos, incluyendo virus, bacterias y agregados celulares.

En algunos aspectos, el poro que separa el dispositivo en dos volimenes tiene un tamafio que permite a las particulas,
tales como los virus, las bacterias, las células o los agregados celulares, pasar a través del mismo. Un ligando que es
capaz de unirse a una particula diana para ser detectado o cuantificado puede incluirse en la solucién en el dispositivo
de modo que el ligando puede unirse a la Unica particula diana y el armazén polimérico a través de un dominio de
union y un motivo de unién para formar un complejo. Muchas de estas particulas tienen marcadores Unicos en sus
superficies que pueden ser reconocidos especificamente por un ligando. Por ejemplo, las células tumorales pueden
tener antigenos tumorales expresados en la superficie celular y las células bacterianas pueden tener endotoxinas
fijadas a la membrana celular.

Cuando el complejo formado en una solucion cargada en el dispositivo de nanoporo se mueve junto con el armazén
polimérico para pasar a través del poro, el estado de unién del complejo dentro o adyacente al poro puede detectarse
de modo que los microorganismos diana unidos a los ligandos pueden ser identificados usando métodos similares a
los métodos de deteccién molecular descritos en otra parte de la divulgacion.
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Armazon polimérico

Un armazon polimérico adecuado para el uso en la presente tecnologia es una molécula lineal o linealizada, que tiene
una longitud que es varias magnitudes mayor que su anchura. Dicho armazoén puede cargarse en un dispositivo de
nanoporo y pasar a través del poro desde un extremo al otro.

Los ejemplos de polimeros incluyen acidos nucleicos, tales como el acido desoxirribonucleico (ADN), acido
ribonucleico (ARN), o acido peptidonucleico (APN) y proteinas o péptidos linealizados. En algunos aspectos, el ADN
0 ARN puede ser monocatenario o bicatenario, o puede ser una molécula hibrida de ADN/ARN.

En un aspecto, el polimero es sintético o quimicamente modificado. La modificacion quimica puede ayudar a estabilizar
el polimero, afadir cargas al polimero para aumentar la movilidad, mantener la linealidad o afiadir o modificar la
especificidad de unién. En algunos aspectos, la modificacion quimica es la acetilacion, metilacion, sumolacion,
oxidacion, fosforilacion o glicosilacién.

En algunos aspectos, el polimero estd cargado eléctricamente. EIl ADN, ARN, APN y las proteinas se cargan
tipicamente en condiciones fisiolégicas. Dichos polimeros pueden ser modificados adicionalmente para aumentar o
disminuir la carga transportada. Otros polimeros pueden ser modificados para introducir cargas. Las cargas en el
polimero pueden ser Utiles para hacer que el polimero pase a través del poro de un dispositivo de nanoporo. Por
ejemplo, un polimero cargado puede moverse a través del poro en virtud de una aplicacion de un voltaje a través del
poro.

En algunos aspectos, cuando se introducen cargas en el polimero, las cargas pueden afiadirse en los extremos del
polimero. En algunos aspectos, las cargas se extienden sobre el polimero.

En una realizacién, cada unidad del polimero cargado se carga al pH seleccionado. En otra realizacién, el polimero
cargado incluye suficientes unidades cargadas para ser empujadas hacia y a través del poro por las fuerzas
electrostaticas. Por ejemplo, un péptido que contiene suficientes entidades que pueden cargarse a un pH seleccionado
(lisina, &acido aspartico, acido glutamico, etc.) para usarse en los dispositivos y métodos descritos en el presente
documento es un polimero cargado para los fines de esta invencion. Asimismo, un copolimero que comprende acido
metacrilico y etileno es un polimero cargado para los fines de esta invencion si hay suficientes grupos carboxilato
cargados del resto de acido metacrilico para usarse en los dispositivos y métodos descritos en el presente documento.
En una realizacion, el polimero cargado incluye una o mas unidades cargadas en o cerca de un término del polimero.
En otra realizacion, el polimero cargado incluye una o mas unidades cargadas en o cerca de ambos términos del
polimero. Un ejemplo de copolimero es un ADN envuelto alrededor de una proteina (por ejemplo, ADN/nucleosoma).
Otro ejemplo de un copolimero es una proteina linealizada conjugada con el ADN en el extremo Ny C.

Motivos de unién y dominios de unién

Para acidos nucleicos y polipéptidos tales como el armazén polimérico, un motivo de unién puede ser una secuencia
de nucledtidos o péptidos que es reconocible por un dominio de unién, que es tipicamente una porcién funcional de
una proteina, aunque un dominio de unién no tiene que ser un péptido. Para los &cidos nucleicos, por ejemplo, hay
proteinas que reconocen especificamente y se unen a secuencias (motivos) tales como promotores, potenciadores,
dimeros de timina-timina, y ciertas estructuras secundarias tales como un nucleétido doblado y secuencias con ruptura
monocatenaria.

En algunos aspectos, el motivo de union incluye una modificacién quimica que causa o facilita el reconocimiento y
unién mediante un dominio de unién. Por ejemplo, las secuencias de ADN metiladas pueden ser reconocidas por
factores de transcripcion, las ADN metiltransferasas o las enzimas reparadoras de la metilacion.

Las moléculas, en particular, las proteinas, que son capaces de reconocer especificamente motivos de unién a
nucledtidos son conocidas en la técnica. Por ejemplo, dominios de proteinas tales como hélice-giro-hélice, un dedo de
zinc, una cremallera de leucina, una hélice alada, una hélice-giro-hélice alada, una hélice-bucle-hélice y una caja HMG,
son conocidas por ser capaces de unirse a secuencias de nucledtidos.

En algunos aspectos, los dominio de unién pueden ser acidos nucleicos bloqueados (LNA), PNA, nucleasas efectoras
de tipo activador de la transcripcion (TALEN), repeticiones palindromicas cortas agrupadas regularmente espaciadas
(CRISPR), 0 aptameros.

Molécula/Particulas diana y ligandos

En la presente tecnologia, una molécula o particula diana se detecta o cuantifica en virtud de su unién a un ligando en
una molécula de fusidon que se une a un armazoén polimérico. Una molécula o particula diana y un ligando de union
correspondiente pueden reconocerse y unirse entre si. Para una particula, puede haber moléculas o marcadores de
superficie adecuados para que un ligando se una (por lo tanto, el marcador y el ligando forman un par de unién).
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Ejemplos de pares de union que permiten la union entre una molécula diana o una molécula en una particula incluyen,
pero sin limitacién, antigeno/anticuerpo (o fragmento de anticuerpo); hormona, neurotransmisor, citocina, factor de
crecimiento o molécula de reconocimiento celular/receptor; y un ion o elemento/agente quelante o proteina de unién
a iones, tal como una calmodulina. Los pares de union pueden ser también acidos nucleicos monocatenarios que
tienen secuencias complementarias, enzimas y sustratos, miembros o complejos de proteinas que se unen entre si,
enzimas y cofactores, acido nucleico/proteina.

Por lo tanto, cualquier molécula diana que necesite deteccién o cuantificacion, tales como proteinas, péptidos, acidos
nucleicos, compuestos quimicos, iones y elementos, pueden encontrar un ligando de unién correspondiente. Para la
mayoria de proteinas y acidos nucleicos, un anticuerpo o una secuencia complementaria puede prepararse facilmente.

Asimismo, los ligandos de unién (tales como anticuerpos) se pueden encontrar o preparar facilmente para particulas,
tales como complejos de proteinas y agregados de proteinas, complejos de proteinas/acidos nucleicos, virus,
bacterias, células y agregados celulares fragmentados o totalmente ensamblados.

Molécula de fusién

Una "molécula de fusién" pretende significar una molécula o complejo que contiene dos regiones funcionales, un
dominio de unién y un ligando. El dominio de unién es capaz de unirse a un motivo de unién en un armazoén polimérico
y el ligando es capaz de unirse a una molécula diana.

En algunos aspectos, la molécula de fusidn se prepara enlazando dos regiones con un enlace o fuerza. Dicho enlace
y fuerza pueden ser, por ejemplo, un enlace covalente, un enlace de hidrégeno, un enlace iénico, un enlace metalico,
fuerza de van der Walls, interaccién hidrofébica o interaccion de apilamiento planar.

En algunos aspectos, la molécula de fusion, tal como una proteina de fusion, puede expresarse como una Unica
molécula a partir de un nucleétido codificante recombinante. En algunos aspectos, la molécula de fusién es una
molécula natural que tiene un dominio de unién y un ligando adecuado para el uso en la presente tecnologia.

La figura 2 ilustra una realizacion mas especifica del sistema mostrado en la figura 1. En la figura 2, la molécula de
fusién es una proteina quimérica que incluye una proteina o dominio de dedo de zinc 202 y una proteina de envoltura
del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 203. La proteina de dedo de zinc 202 puede enlazarse a una secuencia
de nucledtidos adecuada en el armazon polimérico, un ADN bicatenario 201; la proteina de envoltura del VIH 203
puede unirse a un anticuerpo anti-VIH 204 que puede estar presente en una muestra biologica (por ejemplo, una
muestra de sangre de un paciente) para su deteccion.

Cuando el ADN bicatenario 201 pasa a través de un poro 205 de un dispositivo de nanoporo 206, el dispositivo de
nanoporo 206 puede detectar si una molécula de fusion esta unida al ADN 201 y si la molécula de fusién unida se une
a un anticuerpo anti-VIH 204.

Medicidn de la afinidad de unidn

La presente tecnologia se puede usar también para medir la afinidad de unién entre dos moléculas y para determinar
otras dinamicas de unién. Por ejemplo, después de que el motivo de unién pase a través del poro de un dispositivo de
nanoporo, el dispositivo puede ser reconfigurado para invertir la direccion de movimiento del armazén polimérico (como
se describe a continuacion) de modo que el motivo de union pueda volver a pasar a través del poro.

Antes de que el motivo de unién vuelva a entrar en el poro, se pueden cambiar las condiciones en la muestra que se
carga en el dispositivo de nanoporo. Por ejemplo, la condicion puede ser una o mas de eliminar la molécula diana de
la muestra, afiadir un agente que compita con la molécula diana o el ligando para la unién, y cambiar el pH, la sal o la
temperatura.

En las condiciones cambiadas, el motivo de union vuelve a pasar a través del poro. Por lo tanto, si la molécula diana
todavia estd unida a la molécula de fusion se puede detectar para determinar como impactan las condiciones
cambiadas en la unién.

En algunos aspectos, una vez que el motivo de unidn esta en el poro, se retiene alli mientras se cambian las
condiciones, y asi se puede medir el impacto de las condiciones cambiadas in situ.

Como alternativa o ademas, el armazén polimérico puede incluir multiples motivos de unién y cada uno de los motivos
de unién puede unirse a una molécula de fusion que puede unirse a una molécula o particula diana. Mientras que cada
motivo de unién pasa a través del poro, las condiciones de la muestra pueden cambiar, permitiendo la deteccion de
una unién cambiada entre el ligando y la molécula o particula diana en una base continua.
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Multiplexacidn

En algunos aspectos, en lugar de incluir mudltiples motivos de unién del mismo tipo que se describié anteriormente, un
armazén polimérico puede incluir maltiples tipos de motivos de union, cada uno puede tener diferentes dominios de
unién correspondientes. Mientras tanto, una muestra puede incluir multiples tipos de moléculas de fusién, incluyendo
cada una uno de dichos dominios de unién y un ligando para una molécula diana diferente o un microorganismo diana.

Con este ajuste, se puede usar un armazén polimérico para detectar mdltiples tipos de moléculas diana o
microorganismos diana. La figura 4 ilustra dicho método. En este caso, un ADN bicatenario 403 se usa como el
armazon polimérico, el ADN bicatenario 403 incluyendo multiples motivos de union: dos copias de 404, dos copias de
405, y una copia de 406.

Cuando el ADN pasa a través de un dispositivo de nanoporo 407 que tiene dos poros coaxiales, 401 y 402, se detecta
el estado de union de cada uno de los motivos de unién, en el que ambas copias del motivo de unién 404 se unen a
una molécula diana correspondiente, ambas copias del motivo de unién 405 se unen a una molécula diana
correspondiente; y la molécula de fusién unida al motivo de unién 406 no se une a una molécula diana correspondiente.

De esta manera, con un Unico polimero y un Unico dispositivo de nanoporo, la presente tecnologia puede detectar
diferentes moléculas diana o microorganismos diana. Ademas, al determinar cuantas copias de los motivos de unién
se unen a las moléculas diana o microorganismos diana, y al ajustar las condiciones que impactan en las uniones, el
sistema puede obtener una informacién dindmica de unién detallada.

Dispositivos de nanoporo

Un dispositivo de nanoporo, como se proporciona, incluye al menos un poro que separa un espacio interior del
dispositivo en dos volumenes y al menos un sensor adyacente al poro configurado para identificar objetos que pasan
a través del poro.

El(los) poro(s) en el dispositivo de nanoporo es(son) de una escala nanométrica. En un aspecto, cada poro tiene un
tamafio que permite que pase una molécula o microorganismo pequefio o grande. En un aspecto, cada poro tiene al
menos aproximadamente 1 nm de didmetro hasta aproximadamente 100 nm de diametro. Cada poro puede tener al
menos aproximadamente 2 nm, 3 nm, 4 nm, 5 nm, 6 nm, 7 nm, 8 nm, 9 nm, 10 nm, 11 nm, 12 nm, 13 nm, 14 nm,
15 nm, 16 nm, 17 nm, 18 nm, 19 nm, 20 nm, 25 nm, 30 nm, 35 nm, 40 nm, 45 nm, 50 nm, 60 nm, 70 nm, 80 nm o
90 nm de diametro.

En un aspecto, el poro no tiene mas de aproximadamente 100 nm de diametro. Como alternativa, el poro no tiene mas
de aproximadamente 95 nm, 90 nm, 85 nm, 80 nm, 75 nm, 70 nm, 65 nm, 60 nm, 55 nm, 50 nm, 45 nm, 40 nm, 35 nm,
30 nm, 25 nm, 20 nm, 15 nm o 10 nm de diametro.

En algunos aspectos, cada poro tiene al menos aproximadamente 100 nm hasta aproximadamente 10000 nm de
diametro, tal como al menos aproximadamente 200 nm, 500 nm, 1000 nm, 2000 hm, 3000 nm o0 5000 nm de didmetro.
En este aspecto, el poro no tiene mas de aproximadamente 10000 nm de didmetro. Como alternativa, el poro no tiene
mas de aproximadamente 9000 nm, 8000 nm, 7000 nm, 6000 nm, 5000 nm, 4000 nm, 3000 nm, 2000 nm o 1000 nm
de diametro.

En un aspecto, el poro tiene un didmetro que esta entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 100 nm, o
alternativamente entre aproximadamente 2 nm y aproximadamente 80 nm, o entre aproximadamente 3 nm y
aproximadamente 70 nm, o entre aproximadamente 4 nm y aproximadamente 60 hm, o entre aproximadamente 5 nm
y aproximadamente 50 nm, o entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 40 nm, o entre aproximadamente
15 nm y aproximadamente 30 nm.

En algunos aspectos, el(los) poro(s) en el dispositivo de nanoporo son de una escala superior para detectar
microorganismos o células grandes. En un aspecto, cada poro tiene un tamafio que permite que pase una molécula o
microorganismo grande. En un aspecto, cada poro es al menos aproximadamente 100 nm a aproximadamente
10000 nm de diametro. Cada poro puede tener al menos aproximadamente 200 nm, 300 nm, 400 nm, 500 nm, 600 nm,
700 nm, 800 nm, 900 nm, 1000 nm, 1100 nm, 1200 nm, 1300 nm, 1400 nm, 1500 nm, 1600 nm, 1700 nm, 1800 nm,
1900 nm, 2000 nm, 2500 nm, 3000 nm, 3500 nm, 4000 nm, 4500 nm o 5000 nm de didmetro.

En un aspecto, el poro no tiene méas de aproximadamente 10000 nm de didmetro. Como alternativa, el poro no tiene
mas de aproximadamente 9500 nm, 9000 nm, 8500 nm, 8000 nm, 7500 nm, 7000 nm, 6500 nm, 6000 nm, 5500 nm,
5000 nm, 4500 nm, 4000 nm, 3500 nm, 3000 nm, 2500 nm, 2000 nm, 1500 nm o 1000 nm de didmetro.

En un aspecto, el poro tiene un didmetro que esta entre aproximadamente 100 nm y aproximadamente 10000 nm, o
alternativamente entre aproximadamente 200 nm y aproximadamente 9000 nm, o entre aproximadamente 300 nm y
aproximadamente 8000 nm, o entre aproximadamente 400nm y aproximadamente 7000nm, o entre
aproximadamente 500 nm y aproximadamente 6000 nm, o entre aproximadamente 1000 nm y aproximadamente
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5000 nm, o entre aproximadamente 1500 nm y aproximadamente 3000 nm.

En algunos aspectos, el dispositivo de nanoporo incluye medios para mover un armazon polimérico a través del poro
y/o medios para identificar objetos que pasan a través del poro. A continuacion, se proporcionan detalles adicionales,
cuando se describen en el contexto de un dispositivo de dos poros.

En comparacion con un dispositivo de nanoporo de un solo poro, se puede configurar mas facilmente un dispositivo
de dos poros para proporcionar buen control de la velocidad y direccién del movimiento del polimero a través de los
poros.

En una realizacién, el dispositivo de nanoporo incluye una pluralidad de camaras, cada camara en comunicacion con
una camara adyacente a través de al menos un poro. Entre estos poros, dos poros, a saber un primero y un segundo
poros, se colocan para permitir que al menos una porcién de un polimero se mueva fuera del primer poro y dentro del
segundo poro. Ademas, el dispositivo incluye un sensor capaz de identificar el polimero durante el movimiento. En un
aspecto, la identificacion implica identificar componentes individuales del polimero. Preferentemente, cuando se
emplea un Unico sensor, el Unico sensor no incluye dos electrodos colocados en ambos extremos de un poro para
medir una corriente idnica a través del poro.

En un aspecto, el dispositivo incluye tres camaras conectadas a través de dos poros. Los dispositivos con mas de tres
camaras pueden disefiarse facilimente para incluir una 0 mas camaras adicionales a cada lado de un dispositivo de
tres camaras o entre dos cualquiera de las tres camaras. Asimismo, mas de dos poros pueden incluirse en el dispositivo
para conectar las camaras.

En un aspecto, puede haber dos o mas poros entre dos camaras adyacentes, para permitir que multiples polimeros
se muevan desde una camara hasta la siguiente simultdneamente. Dicho disefio puede mejorar el rendimiento del
andlisis del polimero en el dispositivo.

En algunos aspectos, el dispositivo incluye ademas medios para mover un polimero desde una camara a otra. En un
aspecto, el movimiento da como resultado la carga del polimero a través del primer poro y el segundo poro a la vez.
En otro aspecto, los medios permiten ademdas el movimiento del polimero, a través de ambos poros, en la misma
direccion.

Por ejemplo, en un dispositivo de dos poros (un dispositivo de "dos poros") de tres camaras, cada una de las camaras
puede contener un electrodo para conectarse a una fuente de alimentacion para que se pueda aplicar un voltaje
separado a través de cada uno de los poros entre las camaras.

De acuerdo con una realizacion de la presente divulgacion, se proporciona un dispositivo que comprende una cadmara
superior, una camara intermedia y una camara inferior, en donde la camara superior esta en comunicacién con la
camara intermedia a través de un primer poro, y la camara intermedia esta en comunicacién con la caAmara inferior a
través de un segundo poro.

En algunas realizaciones como se muestra en la figura 5(1), el dispositivo incluye una camara superior 505 (Camara
A), una camara intermedia 504 (Camara B), y una camara inferior 503 (Camara C). Las camaras se separan por dos
capas 0 membranas de separacion (501 y 502) teniendo cada una un poro separado (511 o 512). Ademas, cada
camara contiene un electrodo (521, 522 o 523) para conectarse a una fuente de alimentacion. La anotacion de la
camara superior, intermedia e inferior es en términos relativos y no indica que, por ejemplo, la cAmara superior se
coloque por encima de la camara intermedia o inferior con respecto a la toma de tierra, o viceversa.

Cada uno de los poros 511 y 512 independientemente tiene un tamafio que permite que pase una molécula o
microorganismo pequefio o grande. En un aspecto, cada poro tiene (i) aproximadamente 1 nm a aproximadamente
100 nm de diametro o (ii) aproximadamente 100 nm a aproximadamente 10000 nm de diametro. Cada poro puede
tener al menos aproximadamente 2 nm, 3 nm, 4 nm, 5nm, 6 nm, 7 nm, 8 nm, 9 nm, 10 nm, 11 nm, 12 nm, 13 nm,
14 nm, 15 nm, 16 nm, 17 nm, 18 nm, 19 nm, 20 nm, 25 nm, 30 nm, 35 nm, 40 nm, 45 nm, 50 nm, 60 nm, 70 nm,
80 nm, 90 nm o 100 nm de diametro.

En un aspecto, el poro no tiene méas de aproximadamente 100 nm de didmetro. Como alternativa, el poro no tiene mas
de aproximadamente 95 nm, 90 nm, 85 nm, 80 nm, 75 nm, 70 nm, 65 nm, 60 nm, 55 nm, 50 nm, 45 nm, 40 nm, 35 nm,
30 nm, 25 nm, 20 nm, 15 nm o 10 nm de didmetro.

En un aspecto, el poro tiene un diametro que esta entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 100 nm, o
alternativamente entre aproximadamente 2 nm y aproximadamente 80 nm, o entre aproximadamente 3 nm y
aproximadamente 70 nm, o entre aproximadamente 4 nm y aproximadamente 60 nm, o entre aproximadamente 5 nm
y aproximadamente 50 nm, o entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 40 nm, o entre aproximadamente
15 nm y aproximadamente 30 nm.

En algunos aspectos, el poro tiene sustancialmente una forma redonda. "Sustancialmente redonda", tal como se usa
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en el presente documento, se refiere a una forma que es al menos aproximadamente 80 o 90 % en forma de un
cilindro. En algunas realizaciones, el poro es de forma cuadrada, rectangular, triangular, ovalada o hexagonal.

Cada uno de los poros 511 y 512 tiene independientemente una profundidad. En un aspecto, cada poro tiene una
profundidad que es al menos aproximadamente 0,3 nm. Como alternativa, cada poro tiene una profundidad que es al
menos aproximadamente 0,6 nm, 1 nm, 2 nm, 3nm, 4nm, 5nm, 6 nm, 7 nm, 8 nm, 9 nm, 10 nm, 11 nm, 12 nm,
13 nm, 14 nm, 15 nm, 16 nm, 17 nm, 18 nm, 19 nm, 20 nm, 25 nm, 30 nm, 35 nm, 40 nm, 45 nm, 50 nm, 60 nm,
70 nm, 80 nm 0 90 nm.

En un aspecto, cada poro tiene una profundidad que no es superior a aproximadamente 100 nm. Como alternativa, la
profundidad no es superior a aproximadamente 95 nm, 90 nm, 85 nm, 80 nm, 75 nm, 70 nm, 65 nm, 60 nm, 55 nm,
50 nm, 45 nm, 40 nm, 35 nm, 30 nm, 25 nm, 20 nm, 15 nm o 10 nm.

En un aspecto, el poro tiene una profundidad que esta entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 100 nm, o
alternativamente, entre aproximadamente 2 nm y aproximadamente 80 nm, o entre aproximadamente 3 nm y
aproximadamente 70 nm, o entre aproximadamente 4 nm y aproximadamente 60 hm, o entre aproximadamente 5 nm
y aproximadamente 50 nm, o entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente 40 nm, o entre aproximadamente
15 nm y aproximadamente 30 nm.

En un aspecto, los poros se separan con una distancia que es entre aproximadamente 10 nm y aproximadamente
1000 nm. En un aspecto, la distancia es al menos aproximadamente 10 nm, o alternativamente, al menos
aproximadamente 20 nm, 30 nm, 40 nm, 50 nm, 60 nm, 70 nm, 80 nm, 90 nm, 100 nm, 150 nm, 200 nm, 250 nm o
300 nm. En otro aspecto, la distancia no es superior a aproximadamente 1000 nm, 900 nm, 800 nm, 700 nm, 600 nm,
500 nm, 400 nm, 300 nm, 250 nm, 200 nm, 150 nm o 100 nm.

En otro aspecto mas, la distancia entre los poros es entre aproximadamente 20 nm y aproximadamente 800 nm, entre
aproximadamente 30 nm y aproximadamente 700 nm, entre aproximadamente 40 nm y aproximadamente 500 nm, o
entre aproximadamente 50 nm y aproximadamente 300 nm.

Los dos poros se pueden colocar en cualquier posicion siempre que permitan una comunicacion fluida entre las
camaras y tengan el tamafio y la distancia prescritos entre ellos. En un aspecto, los poros se colocan de tal manera
qgue no haya ningun bloqueo directo entre ellos. Aun asi, en un aspecto, los poros son sustancialmente coaxiales,
como se ilustra en la figura 5(1).

En un aspecto, como se muestra en la figura 5(1), el dispositivo, a través de los electrodos 521, 522, y 523 en las
camaras 503, 504 y 505, respectivamente, se conecta a una o varias fuentes de alimentacion. En algunos aspectos,
la fuente de alimentacion incluye una fijacion de voltaje o fijacion de membrana (patch-clamp) para suministrar un
voltaje a través de cada poro, que puede también medir la corriente a través de cada poro independientemente. A este
respecto, la fuente de alimentacioén y la configuracion del electrodo pueden establecer la camara intermedia en una
toma de tierra comin para ambas fuentes de alimentacion. En un aspecto, las fuentes de alimentacion se configuran
para aplicar un primer voltaje V1 entre la camara superior 505 (Cdmara A) y la cdmara intermedia 504 (Cdmara B), y
un segundo voltaje V2 entre la caAmara intermedia 504 y la cAmara inferior 503 (Camara C).

En algunos aspectos, el primer voltaje V1 y el segundo voltaje V2 son ajustables independientemente. En un aspecto,
la cAmara intermedia se ajusta para ser una toma de tierra con respecto a los dos voltajes. En un aspecto, la camara
intermedia comprende un medio para proporcionar conductancia entre cada uno de los poros y el electrodo en la
camara intermedia. En un aspecto, la camara intermedia comprende un medio para proporcionar una resistencia entre
cada uno de los poros y el electrodo en la camara intermedia. Mantener una resistencia de este tipo suficientemente
pequefia con respecto a las resistencias de los nanoporos es Util para desacoplar los dos voltajes y corrientes a través
de los poros, lo que es Util para el ajuste independiente de los voltajes.

El ajuste de los voltajes se puede usar para controlar el movimiento de las particulas cargadas en las camaras. Por
ejemplo, cuando ambos voltajes se ajustan a la misma polaridad, se puede mover una particula cargada
adecuadamente desde la camara superior hasta la camara intermedia y hasta la camara inferior, o al revés,
secuencialmente. En algunos aspectos, cuando los dos voltajes se ajustan a la polaridad opuesta, una particula
cargada puede moverse desde la camara superior o inferior hasta la camara intermedia y mantenerse alli.

El ajuste de los voltajes en el dispositivo puede ser particularmente (til para controlar el movimiento de una molécula
grande, como un polimero cargado, que es lo suficientemente grande como para cruzar ambos poros a la vez. En
dicho aspecto, la direccién y la velocidad del movimiento de la molécula se puede controlar por la magnitud y polaridad
relativas de los voltajes como se describe a continuacion.

El dispositivo puede contener materiales adecuados para contener muestras liquidas, en particular, muestras
biolégicas y/o materiales adecuados para la nanofabricacién. En un aspecto, dichos materiales incluyen materiales
dieléctricos tales como, pero sin limitacion, silicio, nitruro de silicio, diéxido de silicio, grafeno, nanotubos de carbono,
TiO2, HfO2, Al20s3, u otras capas metalicas, o cualquier combinacién de estos materiales. En algunos aspectos, por
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ejemplo, se puede utilizar una Unica ldmina de membrana de grafeno de aproximadamente 0,3 nm de espesor como
membrana portadora de poros.

Los dispositivos que son microfluidicos y que albergan implementaciones de chips microfluidicos de dos poros pueden
fabricarse mediante una variedad de medios y métodos. Para un chip microfluidico compuesto por dos membranas
paralelas, ambas membranas pueden ser perforadas simultaneamente por un Unico haz para formar dos poros
concéntricos, aunque también es posible usar diferentes haces a cada lado de las membranas en concierto con
cualquier técnica de alineamiento adecuada. En términos generales, el alojamiento asegura una separacion sellada
de las Camaras A-C. En un aspecto como se muestra en la figura 5(I1), el alojamiento podria proporcionar una
resistencia de acceso minima entre los electrodos de voltaje 521, 522 y 523 y los nanoporos 511 y 512, para asegurar
gue cada voltaje se aplica principalmente a través de cada poro.

En un aspecto, el dispositivo incluye un chip microfluidico (marcado como "chip de doble nucleo") que comprende dos
membranas paralelas conectadas mediante espaciadores. Cada membrana contiene un poro perforado por un Gnico
haz a través del centro de la membrana. Ademas, el dispositivo tiene preferentemente un alojamiento de Teflon® para
el chip. El alojamiento asegura una separacion sellada de las Cadmaras A-C y proporciona una resistencia de acceso
minimo para el electrodo para asegurar que cada voltaje se aplica principalmente a través de cada poro.

Més especificamente, las membranas portadoras de poros pueden fabricarse con rejillas de microscopia electrénica
de transmision (TEM) con ventanas de silicio, nitruro de silicio o dioxido de silicio de 5-100 nm de espesor. Se pueden
usar los espaciadores para separar las membranas, usando un aislante, tal como SU-8, fotorresistente, 6xido PECVD,
6xido ALD, alimina ALD o un material metalico evaporado, tal como Ag, Au, o Pt, y ocupando un pequefio volumen
dentro de la porcién por lo contrario acuosa de la Camara B entre las membranas. Un soporte se encuentra en un
bafio acuoso que comprende la fraccion volumétrica mas grande de la Camara B. Las camaras A y C son accesibles
por canales de mayor didmetro (para una baja resistencia de acceso) que conducen a los sellos de membrana.

Se puede utilizar un haz de electrones o iones enfocado para perforar los poros a través de las membranas,
alineandolos naturalmente. Los poros también se pueden esculpir (encoger) hasta tamafios mas pequefios aplicando
un enfoque de haz correcto a cada capa. También se puede utilizar cualquier método de perforacion de nanoporos
Unicos para perforar el par de poros en las dos membranas, teniendo en cuenta la profundidad de perforacion posible
para un método dado y el espesor de las membranas. También es posible preperforar una profundidad prescrita y
después un nanoporo a través del resto de las membranas para refinar ain mas el espesor de la membrana.

En otro aspecto, se puede utilizar la insercion de nanoporos biolégicos en nanoporos de estado sélido para formar un
poro hibrido en uno o en ambos poros en el método de dos poros. El poro bioldgico puede aumentar la sensibilidad
de las mediciones de la corriente i6nica y es (til cuando solo se deben capturar y controlar los polinucleétidos
monocatenarios en el dispositivo de dos poros, por ejemplo, para la secuenciacion.

En virtud de los voltajes presentes en los poros del dispositivo, las moléculas cargadas pueden moverse a través de
los poros entre las camaras. La velocidad y la direccion del movimiento pueden controlarse por la magnitud y la
polaridad de los voltajes. Ademéas, como cada uno de los dos voltajes puede ajustarse independientemente, la
direccién y velocidad del movimiento de una molécula cargada puede controlarse con precisién en cada camara.

Un ejemplo se refiere a un armazén polimérico cargado, tal como ADN, que tiene una longitud que es mas larga que
la distancia combinada que incluye la profundidad de ambos poros mas la distancia entre los dos poros. Por ejemplo,
un ADNbc de 1000 pb tiene aproximadamente 340 nm de longitud, y seria sustancialmente mas largo que los 40 nm
abarcados por dos poros de 10 nm de profundidad separados por 20 nm. En una primera etapa, el polinucleétido se
carga en la camara superior o inferior. En virtud de su carga negativa bajo una condicion fisiolégica a un pH de
aproximadamente 7,4, el polinucleétido puede moverse a través de un poro sobre el cual se aplica un voltaje. Por lo
tanto, en una asegunda etapa, dos voltajes, en la misma polaridad y a las mismas o similares magnitudes, se aplican
a los poros para mover el polinucleétido a través de ambos poros secuencialmente.

Aproximadamente cuando el polinucleétido alcanza el segundo poro, uno o ambos de los voltajes pueden cambiarse.
Dado que la distancia entre los dos poros se selecciona para ser mas corta que la longitud del polinucleétido, cuando
el polinucleétido alcanza el segundo poro, también esta en el primer poro. Un cambio rapido de polaridad en el voltaje
en el primer poro, por lo tanto, generara una fuerza que aleja al polinucleétido del segundo poro como se ilustra en la
Figura 5 (111).

Suponiendo que los dos poros tienen una influencia voltaje-fuerza idéntica y |Vi| = [V2| + 8V, el valor 8V > 0 (0 < 0)
puede ajustarse para un movimiento sintonizable en la direccién Vi (0 V2). En la practica, aunque la fuerza inducida
por el voltaje en cada poro no sera idéntica a V1 = V2, los experimentos de calibracion pueden identificar el voltaje de
polarizacion apropiado que resultara en fuerzas de traccion iguales para un chip de dos poros dado; y las variaciones
alrededor de dicho voltaje de polarizacién se pueden usar después para el control direccional.

Si, en este punto, la magnitud de la fuerza inducida por el voltaje en el primer poro es inferior al de la fuerza inducida
por el voltaje en el segundo poro, entonces el polinucleétido continuara cruzando ambos poros hacia el segundo poro,
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pero a una velocidad inferior. A este respecto, se aprecia facilmente que la velocidad y direccion del movimiento del
polinucledtido puede controlarse por las polaridades y magnitudes de ambos voltajes. Como se describira
adicionalmente a continuacién, este control preciso de movimiento tiene aplicaciones amplias.

Por consiguiente, en un aspecto, se divulga un método para controlar el movimiento de un polimero cargado a través
de un dispositivo de nanoporo. El método implica (a) cargar una muestra que comprende un polimero cargado en una
de las camaras superior, intermedia o inferior del dispositivo de cualquiera de las realizaciones anteriores, en donde
el dispositivo esta conectado a fuentes de alimentacién para proporcionar un primer voltaje entre la cAmara superior y
la cAmara intermedia y un segundo voltaje entre la camara intermedia y la cdmara inferior; (b) establecer un primer
voltaje inicial y un segundo voltaje inicial para que el polimero se mueva entre las camaras, ubicando asi el polimero
através de los poros primero y segundo; y (c) ajustar el primer voltaje y el segundo voltaje de modo que ambos voltajes
generen fuerza para alejar al polimero cargado de la cAmara intermedia (modo de competencia de voltaje), en donde
los dos voltajes son de magnitud diferente, en condiciones controladas, de modo que el polimero cargado se mueve
a través de ambos poros en cualquier direccion y de manera controlada.

Para establecer el modo de competencia de voltaje en la etapa (c), la fuerza relativa ejercida por cada voltaje en cada
poro debe determinarse para cada dispositivo de dos poros utilizado, y esto se puede realizar por experimentos de
calibracién observando la influencia de los valores de voltaje diferentes en el movimiento del polinucleétido, que puede
medirse detectando las caracteristicas de ubicacién conocida y detectables en el polinucleétido, con ejemplos de
dichas caracteristicas detalladas mas adelante en esta divulgacion. Si las fuerzas son equivalentes en cada voltaje
comun, por ejemplo, el uso del mismo valor de voltaje en cada poro (con polaridad comin en las camaras superior e
inferior con respecto a la camara intermedia conectada a tierra) crea un movimiento neto nulo en ausencia de agitacion
térmica (la presencia e influencia del movimiento browniano se describen a continuacion). Si las fuerzas no son
equivalentes en cada voltaje comun, lograr fuerzas iguales implica la identificacion y el uso de un voltaje mayor en el
poro que experimenta una fuerza mas débil en el voltaje comun. La calibracion del modo de competencia de voltaje
puede hacerse para cada dispositivo de dos poros y para polimeros o moléculas cargados especificos cuyas
caracteristicas influyen la fuerza al pasar a través de cada poro.

En un aspecto, la muestra que contiene el polimero cargado se carga en la camara superior y el primer voltaje inicial
se establece para empujar el polimero cargado de la camara superior a la cadmara intermedia y el segundo voltaje
inicial se establece para empujar el polimero de la camara intermedia a la camara inferior. Asimismo, la muestra se
puede cargar inicialmente en la camara inferior y el polimero cargado puede empujarse a las camaras intermedia y
superior.

En otro aspecto, la muestra que contiene el polimero cargado se carga en la camara intermedia; el primer voltaje inicial
se establece para empujar el polimero cargado de la cadmara intermedia a la camara superior; y el segundo voltaje
inicial se establece para empujar el polimero cargado desde la caAmara intermedia hasta la caAmara inferior.

En un aspecto, el primer voltaje y el segundo voltaje ajustados en la etapa (c) son aproximadamente 10 veces a
aproximadamente 10.000 veces tan alto, en magnitud, que la diferencia entre los dos voltajes. Por ejemplo, los dos
voltajes pueden ser 90 mV y 100 mV, respectivamente. La magnitud de los dos voltajes, aproximadamente 100 mV,
es aproximadamente 10 veces la diferencia entre ellos, 10 mV. En algunos aspectos, la magnitud de los voltajes es al
menos aproximadamente 15 veces, 20 veces, 25 veces, 30 veces, 35 veces, 40 veces, 50 veces, 100 veces, 150
veces, 200 veces, 250 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 1000 veces, 2000 veces, 3000 veces, 4000 veces,
5000 veces, 6000 veces, 7000 veces, 8000 veces o 9000 veces tan alta como la diferencia entre ellos. En algunos
aspectos, la magnitud de los voltajes no es mas que aproximadamente 10000 veces, 9000 veces, 8000 veces, 7000
veces, 6000 veces, 5000 veces, 4000 veces, 3000 veces, 2000 veces, 1000 veces, 500 veces, 400 veces, 300 veces,
200 veces o0 100 veces tan alta como la diferencia entre ellos.

En un aspecto, los ajustes en tiempo real o en linea al primer voltaje y el segundo voltaje en la etapa (c) se realizan
mediante control activo o control de retroalimentacién utilizando hardware y software especificos, a velocidades de
reloj hasta cientos de megahertzios. El control automatico del primer o segundo o ambos voltajes se basa en la
retroalimentacion de la primera o segunda o ambas mediciones de corriente ionica.

Sensores

En un aspecto, el dispositivo de hanoporo incluye ademas uno o mas sensores para realizar la identificacion del estado
de unién de los motivos de unién.

Los sensores utilizados en el dispositivo pueden ser cualquier sensor adecuado para identificar una molécula o
particula, tal como un polimero. Por ejemplo, se puede configurar un sensor para identificar el polimero midiendo una
corriente, un voltaje, un valor de pH, una caracteristica 6ptica o tiempo de permanencia asociado con el polimero o
uno o méas componentes individuales del polimero. En un aspecto, el sensor incluye un par de electrodos colocados
en dos lados de un poro para medir una corriente iénica a través del poro cuando una molécula o particula, en
particular, un polimero, se mueve a través del poro.
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En una realizacién, el sensor mide una caracteristica 6ptica del polimero o un componente (o unidad) del polimero.
Un ejemplo de dicha medicion incluye la identificacion de una banda de absorcién Unica para una unidad particular
mediante espectroscopia infrarroja (o ultravioleta).

Cuando se utilizan las mediciones del tiempo de permanencia, el tamafio de la unidad puede estar correlacionada con
la unidad especifica basandose en la longitud de tiempo que necesita para pasar a través del dispositivo de deteccion.

Aun mas, el sensor puede incluir una enzima distal a este sensor, dicha enzima es capaz de separar la unidad terminal
del polimero desde la penultima unidad, proporcionando asi una Unica unidad molecular del polimero. La Unica
molécula, tal como un Unico nucleétido o un aminoacido, puede detectarse entonces con métodos tales como la
espectrometria de masas. Los métodos para medir una Unica unidad son conocidos en la técnica e incluyen aquellos
desarrollados por Cal Tech (véase, por ejemplo, spectrum.ieee.org/tech-talk/at-work/test-and-measurement/a-scale-
for-weighing-single-molecules). Los resultados de dicho andlisis se pueden comparar con aquellos del dispositivo de
deteccién para confirmar la exactitud del analisis.

En algunas realizaciones, el sensor esté funcionalizado con reactivos que forman distintos enlaces no covalentes con
cada base de ADN. A este respecto, un hueco formado por el sensor puede ser mas grande y asi permitir una medicion
efectiva. Por ejemplo, cuando se usa con un sensor funcionalizado con reactivos, un hueco de 2,5 nm puede ser tan
efectivo como un hueco de 0,8 nm.

La deteccion de taneles con un sensor funcionalizado se denomina "reconocimiento de tineles". Utilizando un
microscopio de efecto tanel (STM por sus siglas en inglés) con reconocimiento de tlneles, se puede identificar una
base de ADN flanqueada por otras bases en un oligémero de ADN corto. El reconocimiento de tlineles también puede
proporcionar un "lector universal" disefiado para unirse con hidrogeno a cada una de las cuatro bases de ADN (A, C,
G, T) en una Unica orientacion, y también a la base 5-metil-citosina (mC) que se produce naturalmente debido a
modificaciones epigenéticas.

Una limitacién con el reconocimiento de tuneles convencional es que puede detectar solo el ADN de difusién libre que
se une de manera aleatoria en el hueco, o que se encuentra en el hueco durante el movimiento del microscopio, sin
ningin método de captura explicita del hueco. Sin embargo, se pueden eliminar los inconvenientes colectivos de la
configuracién de STM cuando el reactivo de reconocimiento, una vez optimizado para la sensibilidad, se incorpora
dentro de un hueco de tunelizacion de electrodos en un canal de nanoporo.

Por consiguiente, en una realizacion, el sensor comprende la modificacion de la superficie mediante un reactivo. En
un aspecto, el reactivo es capaz de formar un enlace no covalente con un nucleétido. En un aspecto particular, el
enlace es un enlace de hidrégeno. Los ejemplos no limitantes del reactivo incluyen 4-mercaptobenzamida y 1-H-
Imidazol-2-carboxamida.

Una ventaja significativa de los métodos en la presente tecnologia es que se pueden disefar, en principio, para
proporcionar un seguimiento directo del progreso a través de las regiones homopoliméricas (repeticiones de bases).
El seguimiento de las repeticiones es Util, por ejemplo, ya que las eliminaciones e inserciones de repeticiones de
mononucledtidos especificas (7, 9 nt) en el ADN mitocondrial humano se han visto implicadas en varios tipos de
cancer. El seguimiento directo de las repeticiones de bases es dificil, si no imposible, con la deteccion de la corriente
ionica.

En la deteccion de la corriente idnica, no hay una sefial distinta por nucledtido de movimiento de ADNmc
homopolimérico a través del poro. Por lo tanto, una plataforma de secuenciacién de nanoporos ideal puede incluir un
método de deteccion auxiliar que puede hacer un seguimiento del progreso del movimiento por nucleétido y al mismo
tiempo lograr la sensibilidad de un Unico nucleétido. Las transiciones entre nucleétidos vecinos en oligdmeros pueden
observarse con el reconocimiento de taneles, por lo que es un candidato para la secuenciacion que permite el
seguimiento de las repeticiones de bases.

Por lo tanto, los métodos de la presente divulgacion pueden proporcionar un control de la velocidad de suministro de
ADN para uno 0 mas sitios de reconocimiento de tineles, cada uno posicionado en uno o ambos canales de nanoporos
y el control del voltaje puede asegurar que cada nucleétido reside en cada sitio durante una duracion suficiente para
la identificacion robusta.

Los sensores en los dispositivos y métodos de la presente divulgacion pueden comprender oro, platino, grafeno, o
carbono, u otros materiales adecuados. En un aspecto particular, el sensor incluye partes hechas de grafeno. El
grafeno puede actuar como un conductor y un aislante, por lo que las corrientes de tlneles a través del grafeno y a
través del nanoporo pueden secuenciar el ADN de translocacion.

En algunas realizaciones, el hueco de tunel tiene una anchura de aproximadamente 1 nm a aproximadamente 20 nm.
En un aspecto, la anchura del hueco es al menos aproximadamente 1 nm, o alternativamente, al menos
aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,4,5,5, 6, 7, 8,9, 10, 12, o 15 nm. En otro aspecto, la anchura del hueco no es
superior a aproximadamente 20 nm, o alternativamente, no superior a aproximadamente 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13,
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12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 0 2nm. En algunos aspectos, la anchura estd entre aproximadamente 1 nm y
aproximadamente 15 nm, entre aproximadamente 1 nm y aproximadamente 10 nm, entre aproximadamente 2 nm y
aproximadamente 10 nm, entre aproximadamente 2,5 nm y aproximadamente 10 nm, o entre aproximadamente
2,5 nm y aproximadamente 5 nm.

En algunas realizaciones, el sensor es un sensor eléctrico. En algunas realizaciones, el sensor detecta un medio de
deteccién fluorescente cuando la molécula diana o el marcador detectable que pasa a través tiene una firma
fluorescente Unica. Una fuente de radiacion en la salida del poro puede usarse para detectar esta firma.

Debe entenderse que aunque la invencidn se ha descrito junto con las realizaciones anteriores, se pretende que la
anterior descripcion y ejemplos ilustren, y no limiten, el alcance de la invencion. Otros aspectos, ventajas y
modificaciones dentro del alcance de la invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a la que pertenece
la invencién.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar una molécula o particula diana sospechosa de estar presente en una muestra, que
comprende:

(a) poner en contacto la muestra con (i) una molécula de fusion que comprende un ligando capaz de unirse a la
molécula o particula diana y un dominio de unién, y (ii) un armazén polimérico que comprende al menos un motivo
de union al cual es capaz de unirse el dominio de unién, bajo condiciones que permiten que la molécula o particula
diana se enlacen al ligando y el dominio de union se enlace al motivo de unién, en donde el polimero es al menos
uno de un acido desoxirribonucleico (ADN), un acido ribonucleico (ARN), un acido peptidonucleico (ANP), un
hibrido de ADN/ARN, y un polipéptido;

(b) cargar el polimero en un dispositivo que comprende un poro que separa un espacio interior del dispositivo en
dos volumenes, y configurar el dispositivo para pasar el polimero a través del poro de un volumen al otro volumen,
en donde el dispositivo comprende electrodos para aplicar un diferencial de voltaje entre los dos volimenes, en
donde el dispositivo comprende ademdas un sensor adyacente al poro configurado para identificar objetos que
pasan a través del poro, y en el que el poro tiene (i) aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm de
diametro o (ii) aproximadamente 100 nm a aproximadamente 10000 nm de diametro; y

(c) determinar, con el sensor, si la molécula de fusién unida al motivo de unién esta unida a la molécula o particula
diana, detectando de este modo la presencia de la molécula o particula diana en la muestra.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:

(i) la molécula diana esté seleccionada del grupo que consiste en una proteina, un péptido, un acido nucleico, un
compuesto quimico, un ion y un elemento; o

(i) la particula diana esta seleccionada del grupo que consiste en un complejo o agregado de proteinas, un
complejo de proteinas/acidos nucleicos, un virus fragmentado o totalmente ensamblado, una bacteria, una célula
y un agregado celular.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que:

(i) la etapa (a) esta preformada antes de la etapa (b); o
(i) la etapa (b) esta preformada antes de la etapa (a).

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la aplicacién de una
condicién sospechosa de alterar la unién entre la molécula o particula diana y el ligando y realizar de nuevo la
determinacion, opcionalmente

en donde la condicién se selecciona del grupo que consiste en eliminar la molécula o particula diana de la muestra,
afiadir un agente que compita con la molécula o particula diana o el ligando para la unién, y cambiar el pH, la sal o la
temperatura.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el motivo de unién comprende una
modificacion quimica para la unién al dominio de unién, opcionalmente en donde la modificacién quimica se selecciona
del grupo que consiste en acetilacion, mesilacion, sumolacion, glicosilacion, fosforilacion y oxidacion.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dominio de union:

(i) se selecciona del grupo que consiste en una hélice-giro-hélice, un dedo de zinc, una cremallera de leucina, una
hélice alada, una hélice-giro-hélice alada, una hélice-bucle-hélice y una caja de grupo de alta movilidad (caja HMG);
o]

se selecciona del grupo que consiste en &cidos nucleicos bloqueados (LNA), &cidos peptidonucleicos (APN),
nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TALEN), repeticiones palindromicas cortas agrupadas
regularmente espaciadas (CRISPR por sus siglas en inglés), y aptameros.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el ligando se selecciona del grupo que
consiste en un anticuerpo, un epitopo, una hormona, un neurotransmisor, una citocina, un factor de crecimiento, una
molécula de reconocimiento celular y un receptor.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dominio de unién y el ligando se enlazan,
a través de un enlace covalente, un enlace de hidrégeno, un enlace i6nico, un enlace metalico, una fuerza de van der
Walls, una interaccién hidrofébica o interaccion de apilamiento planar, o se traducen como un polipéptido continuo,
para formar la molécula de fusién.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas poner en contacto la

muestra con un marcador detectable capaz de unirse a la molécula o particula diana, o el complejo molécula o particula
diana/ligando.
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10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el polimero:

comprende al menos dos unidades del motivo de unién; y/o

comprende al menos dos diferentes motivos de unién; la muestra esta en contacto con al menos dos moléculas de
fusion comprendiendo cada una un dominio de unién diferente capaz de unirse a cada motivo de union y un ligando
diferente capaz de unirse a una molécula o particula diana diferente; y el sensor se configura para identificar si la
molécula de fusion unida a cada motivo de unién esta unida a la molécula o particula diana.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el dispositivo comprende una camara
superior, una camara intermedia y una camara inferior,

en donde la camara superior estd en comunicacion con la camara intermedia a través de un primer poro, y la camara
intermedia esta en comunicacion con la cAmara inferior a través de un segundo poro;

en donde el primer poro y el segundo poro tienen (i) aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm de diametro
o}

(i) aproximadamente 100 nm a aproximadamente 10000 nm de diametro; y estan separados aproximadamente
entre 10 nm y aproximadamente 1000 nm;

y en donde cada una de las camaras comprende un electrodo para conectarse a una fuente de alimentacién.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas mover el polimero en una
direccion inversa después de que el motivo de unién pase a través del poro, para identificar, de nuevo, si la molécula
de fusién unida a cada motivo de unién esta unida a la molécula o particula diana.

13. Un kit, paquete o mezcla para detectar la presencia de una molécula o particula diana, que comprende:

(a) una molécula de fusiéon que comprende un ligando capaz de unirse a la molécula o particula diana y un dominio
de unién;

(b) un armazén polimérico que comprende al menos un motivo de unién al cual se puede unir el dominio de union,
en donde el polimero es al menos uno de un &cido desoxirribonucleico (ADN), un acido ribonucleico (ARN), un
acido peptidonucleico (ANP), un hibrido de ADN/ARN, y un polipéptido; y

(c) un dispositivo que comprende un poro que separa un espacio interior del dispositivo en dos volimenes, en
donde el dispositivo esta configurado para permitir que el polimero pase a través del poro desde un volumen hasta
el otro volumen, y el poro tiene (i) aproximadamente 1 nm a aproximadamente 100 nm de didmetro o (ii)
aproximadamente 100 nm a aproximadamente 10000 nm de diametro, en donde el dispositivo comprende
electrodos para aplicar un diferencial de voltaje entre los dos voliumenes, y en donde el dispositivo comprende
ademas un sensor adyacente al poro configurado para identificar si el motivo de unién esta (i) unido a la molécula
de fusion mientras que el ligando esta unido a la molécula o particula diana, (ii) se une a la molécula de fusion
mientras que el ligando no se une a la molécula o particula diana, o (iii) no se une a la molécula de fusion.

14. El kit, paquete o mezcla de la reivindicacion 13, que comprende ademas una muestra sospechosa de contener la

molécula o particula diana, opcionalmente en donde la muestra comprende ademas un marcador detectable capaz de
unirse a la molécula o particula diana o el complejo ligando/molécula o particula diana.
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