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DESCRIPCION
Sistema de deteccion molecular mejorado
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un sensor molecular que utiliza el dicroismo para identificar la presencia de
moléculas especificas en una sustancia. La invencion se refiere también a un elemento detector para su uso en el
sensor.

Antecedentes de la invencion

Debido a su naturaleza, los organismos contienen gran cantidad de moléculas y ensamblajes moleculares
complejos. Algunas de las moléculas y ensamblajes méas importantes son de gran tamafo y tienen altas relaciones
de aspecto (es decir, un eje significativamente de longitud mayor que cualquier otro). Es conocido el uso de un
aparato optico para detectar de forma especifica estas moléculas con altas relaciones de aspecto. Tal aparato se
basa en el modo en el que interactian estas moléculas largas con la luz polarizada (es decir, la luz con un campo
eléctrico establecido en una Unica direccion).

El fendmeno que se usa en el aparato anterior es conocido como dicroismo. La luz incidente puede estar polarizada
linealmente dando lugar a un dicroismo lineal (DL) o bien puede estar polarizada circularmente dando lugar a un
dicroismo circular (DC). El DL es la propiedad que exhiben algunas estructuras moleculares por medio de la cual la
luz polarizada es absorbida de forma diferencial a lo largo de dos ejes ortogonales. El DC se refiere a la diferencia
de absorcion de la luz polarizada circularmente hacia la derecha o hacia la izquierda. Una molécula que es capaz de
absorber la luz de forma selectiva se denomina croméforo. Las moléculas dicroicas, es decir, aquellas que exhiben
propiedades dicroicas, son un tipo particular de croméforo. Ejemplos de materiales dicroicos son determinados
cristales naturales, polimeros estirados y otras moléculas no isotropicas. Las biomoléculas contienen una amplia
variedad de croméforos (que incluyen cadenas laterales aromaticas, nucleétidos y cadenas principales peptidicas).

Para que sea posible observar un efecto dicroico, es necesario que los croméforos estén alineados, o al menos
parcialmente alineados, con respecto a los haces de la luz polarizada incidente. Este requisito tiene la ventaja de
que permite obtener datos solamente de las moléculas alineadas en un medio de moléculas sin alinear. Sin
embargo, este requisito ha limitado también, hasta la fecha, la aplicacion de la técnica anterior fundamentalmente al
estudio de moléculas de gran tamafio con altas relaciones de aspecto, ya que estas son muy faciles de alinear. Se
considera que una molécula tiene una alta relacion de aspecto si un eje es considerablemente mas largo que el otro.
Las moléculas adecuadas pueden tener forma de varilla, disco o forma cruciforme. Algunos ejemplos de fracciones
de interés que se han alineado con éxito incluyen biomoléculas lineales en forma de ADN; proteinas fibrosas y
membranas (que incluyen proteinas de la membrana) (Marrington R, Small E, Rodger A, Dafforn TR, Addinall SG,
"FtsZ fiber bundling is triggered by a conformational change in bound GTP" J Biol Chem 2004; 279(47): 48821-
48829; Dafforn TR, Rajendra J, Halsall DJ, Serpell LC, Rodger A, "Protein fiber linear dichroism for structure
determination and kinetics in a low-volume, low-wavelength couvette flow cell" Biophys J 2004; 86(1 Pt 1): 404-410;
Dafforn TR, Rodger A, "Linear dichroism of biomolecules: which way is up?" Curr Opin Struct Biol 2004; 14(5): 541-
546; Halsall DJ, Rodger A, Dafforn TR, "Linear dichroism for the detection of single base pair mutations" Chem
Commun (Camb) 2001(23): 2410-2411).

Un método particularmente conveniente para alinear tales moléculas consiste en preparar una solucion que incluya
las moléculas y hacer fluir después la solucidon. Debido a la naturaleza alargada de las moléculas, la alineacion se
produce como resultado de fuerzas de cizalla generadas por el flujo, haciendo que la muestra sea adecuada para
exhibir el efecto de dicroismo lineal.

En un aparato conocido, una vez que se han alineado las moléculas de interés, se dirige la luz polarizada
linealmente a través de la solucion desde una direccion esencialmente perpendicular a los ejes de las moléculas
alineadas. La absorcion de luz se produce dentro de una molécula ya que, a una determinada longitud de onda, el
campo eléctrico de radiacion impulsa a los electrones de la molécula en una direccion particular. Cuando se alinean
varias moléculas de forma similar, los electrones de cada una de ellas se caracterizan todos por la misma direccion
preferida de desplazamiento neto. El DL es una medida de la diferencia de absorbancia de la luz incidente entre dos
polarizaciones ortogonales. La variacién de la longitud de onda de la luz incidente y la deteccion de la luz que sale
de la muestra permiten obtener un espectro que ilustra la absorbancia de la muestra con respecto a la longitud de
onda.

Un espectro de DL de una molécula proporciona informacion de los cromoforos que estan presentes incluyendo la
orientacion de los cromoforos (y, por tanto, la conformacion molecular) y la orientacion de los croméforos con
respecto a los ejes de polarizacion. Esta informacion es importante para comprender la estructura de la molécula. Se
ha de tener en cuenta que el DL es una medida de una propiedad intensiva de la muestra. La intensidad de la
absorbancia se puede usar para cuantificar el nimero de moléculas diana que estan presentes en la muestra.
Ademas, puesto que el DL es muy sensible a los cambios en la alineacion, se puede detectar una anomalia en la
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estructura de una molécula. Por ejemplo, el DL puede detectar la distorsion causada por un solo enlace de
hidrégeno con apareamiento erréneo en un fragmento de ADN de 1300 pb (pares de bases).

Ademas, el DL es extremadamente sensible a la formacién de un complejo ya que la unién de una molécula
alineada a una segunda molécula presenta los dos efectos medibles siguientes:

1) Se modifica la forma de la porcién alineada y esto da lugar a una modificacion de la alineacion, lo que lleva a
un cambio en el espectro de DL observado.

2) La segunda molécula llega a alinearse ella misma debido a su unién con la molécula ya alineada. Esto
conduce a la generaciéon de una sefal de DL para los cromoforos previamente sin alinear de la segunda
molécula. Asi, se puede obtener informacién de la estructura del complejo.

Ambos efectos previamente mencionados dan lugar a fendmenos detectables que se pueden usar para detectar la
formacién de complejos. No solo se puede mostrar la informacién estructural relativa a la naturaleza del complejo
sino que se puede determinar también la afinidad de la interaccion.

No obstante, la mayoria de las moléculas no presentan una alta relacién de aspecto y tienen en cambio formas mas
estrechamente relacionadas con esferas, con unas relaciones de aspecto inferiores a aproximadamente 5:1. A fin de
alinear estas moléculas es necesario unir la molécula diana a un receptor que, por si mismo, presente una alta
relacion de aspecto. Este método de alineacion se ha conseguido y se ha aplicado a estudios de ligandos (por
ejemplo, cisplatino) que se unen a receptores alineables de forma natural (por ejemplo el ADN). Sin embargo, este
método estd limitado en su aplicacion ya que solo se pueden estudiar aquellas moléculas que se unen a receptores
alineables de forma natural.

El documento WO 2008/059280 abordaba el problema anterior proporcionando un sensor molecular en el que el
elemento sensor comprendia una porcidon de soporte con una alta relacion de aspecto que tenia una porcion
receptora unida al mismo. El uso de una porcion de soporte alineable como sustrato para la unién de una porcién
receptora significaba que ni la propia porcién receptora ni la molécula diana requerian propiedades de alineacion
inherentes. Ademas de para poder identificar las moléculas alineadas mediante el espectro de dicroismo resultante,
el sensor se puede usar para cuantificar las moléculas alineadas y para detectar la presencia de anomalias
moleculares tales como apareamientos erréneos. Las propiedades de unién de la porcion receptora y la molécula
diana se pueden estudiar también usando el sensor. La naturaleza inherente de las moléculas dicroicas significa que
el sensor es extremadamente sensible.

La presente invencion representa un desarrollo adicional del sensor divulgado en el documento WO 2008/059280 y
pretende ampliar la aplicacién del analisis de dicroismo.

Sumario de la invencion
De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un sensor molecular que comprende:

un canal de flujo configurado para hacer fluir una solucién que contiene potencialmente una molécula diana;

una fuente de luz polarizada;

un detector preparado para recibir luz de la fuente una vez que esta haya atravesado el canal de flujo; y

una pluralidad de elementos sensores dispuestos durante su uso en el canal de flujo, comprendiendo cada
elemento sensor (i) una porcién de soporte y (ii) una o mas moléculas receptoras para la molécula diana unidas a
la porcion de soporte a fin de formar un complejo soporte/receptor, en el que el complejo soporte/receptor se
modifica para incorporar un cromoforo y el complejo soporte/receptor modificado tiene una alta relacion de
aspecto.

Se entendera que lo que se quiere indicar con la expresion "el complejo soporte/receptor que se modifica" es que se
incorpora un cromoforo especifico para ajustar el dicroismo exhibido del elemento sensor a una longitud de onda
deseada.

Tal como se usa en el presente documento, una "alta relacion de aspecto” se refiere a una relacion de aspecto
superior a 5:1, superior a 10:1, superior a 20:1, superior a 50:1, superior a 75:1 y, en algunas realizaciones, superior
a 100:1.

La porcion de soporte puede tener una alta relacion de aspecto. Se entenderd que es crucial que el complejo
soporte/receptor modificado se alinee y proporcione la absorbancia necesaria para el dicroismo. Sin embargo, no es
necesario que la porcion de soporte, la porcion receptora o, de hecho, el propio complejo soporte/receptor absorban
o se alineen ellos mismos. El cromdéforo podria ser él mismo la porcidn alineable (es decir, podria tener una alta
relacion de aspecto y alinearse en el flujo). De forma alternativa, la combinacién de soporte y croméforo podria crear
una porcién que es alineable, por ejemplo, cambiando la relacion de aspecto y/o la rigidez del soporte.

Ejemplos de porciones de soporte adecuadas incluyen: -
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* polimeros sintéticos,

* nanotubos de carbono,

« fibras biomoleculares,

« cristales,

* particulas inorganicas, por ejemplo, fragmentos metalicos,

« estructuras bioldgicas sintéticas,

» mezclas de liquidos de diferentes polaridades (a fin de crear una separacion de fases y la alineacion posterior de
regiones de la fase menor).

Tal como se usa en el presente documento, una fibra biomolecular es cualquier biomolécula que tenga la alta
relacion de aspecto requerida y que sea alineable en condiciones de flujo. Ejemplos de fibras biomoleculares
incluyen vesiculas de lipidos, bacteriéfagos filamentosos y polimeros tales como polimeros de aminoacidos (es
decir, polipéptidos o proteinas) y polimeros de acidos nucleicos (es decir, ARN o ADN).

En algunas realizaciones, el complejo soporte/receptor modificado exhibe dicroismo en el espectro visible (es decir,
de 400 a 700 nm).

En determinadas realizaciones, la fibra biomolecular es un bacteriéfago filamentoso, tal como M13, F1, Fd, lke y N1.
El cromoforo se une al complejo soporte/receptor de tal modo que no se puede intercambiar libremente con otro
complejo soporte/receptor. En determinadas realizaciones, la unién es mediante uno o mas enlaces covalentes (que

puede ser a la porcién de soporte o a la porcién receptora).

Ejemplos de cromodforos adecuados incluyen los de la Tabla 1 siguiente.

Tabla 1

Clase de cromoéforo Ejemplos (lista no exhaustiva)

AlexaFluor (AF) AF405, AF488, AF555, AF610, AF647, AF700.

Compuestos espiro Fluorescamina,

Xantonas Por ejemplo, fluoresceinas (isotiocianato de fluoresceina), N-hidroxisuccinimida-
fluoresceina), rodaminas (isotiocianato de rodamina, isotiocianato de tetra-metil-
rodamina)

Benzopironas Cumarina

Intercaladores de ADN Bromuro de etidio

Otros Eosina-5-maleimida, cloruro de NBD, éster succinimidilo de BHQ-10, complejos de

lantanidos, puntos cuanticos, dansilo, pireno

Se entendera que el receptor necesita tener suficiente especificidad por la diana de modo que pueda distinguir las
moléculas diana de otras moléculas no diana. En algunas realizaciones, el receptor es un péptido o una proteina,
por ejemplo un afimero.

En algunas realizaciones, el receptor comprende un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo capaz de unirse
especificamente a una molécula diana.

En una primera serie de realizaciones, cada elemento sensor comprende el mismo complejo soporte/receptor
modificado con la misma molécula o moléculas receptoras.

En una segunda serie de realizaciones, el sensor comprende una pluralidad de distintos grupos de elementos
sensores, teniendo los grupos las mismas porciones de soporte pero diferentes croméforos y moléculas receptoras
para diferentes moléculas diana, de modo que la absorbancia de dicroismo de cada grupo de elementos sensores
sea a una longitud de onda diferente a la de los otros grupos y que cada grupo detecte una molécula diana diferente.

Se entendera que esta segunda serie de realizaciones permite la multiplexacion, es decir, una determinaciéon de
multiples moléculas diana en un unico ensayo, debido a que la absorbancia de dicroismo para cada molécula diana
especifica sera a una longitud de onda diferente.

El canal de flujo es proporcionado convenientemente por una celda de Couette.

La invencién se basa también en un elemento sensor que comprende (i) una porcidon de soporte y (ii) una o mas
moléculas receptoras para la molécula diana unidas a la porciéon de soporte a fin de formar un complejo
soporte/receptor, en el que el complejo soporte/receptor se modifica para incorporar un croméforo y el complejo
soporte/receptor modificado tiene una alta relacion de aspecto.

La invencion se basa adicionalmente en un kit de elementos sensores, comprendiendo el kit una pluralidad de
distintos grupos de elementos sensores, comprendiendo cada elemento sensor una porcién de soporte y un receptor
para una molécula diana formando un complejo soporte/receptor, en el que los complejos soporte/receptor de cada
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grupo se modifican con un diferente croméforo y las moléculas receptoras son para diferentes moléculas diana, y en
el que todos los complejos soporte/receptor modificados tienen una alta relacion de aspecto y la absorbancia de
dicroismo de cada grupo de elementos sensores es a una longitud de onda diferente a la de los otros grupos.

El kit puede comprender, por ejemplo, dos, tres, cuatro o cinco grupos de elementos sensores.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion se proporciona un método para detectar una pluralidad de
diferentes moléculas diana en una solucién que fluye que comprende proporcionar en un canal de flujo una
pluralidad de distintos grupos de elementos sensores, comprendiendo cada elemento sensor una porcion de soporte
y un receptor para una molécula diana formando un complejo soporte/receptor, en el que los complejos
soporte/receptor de cada grupo se modifican con un diferente croméforo y las moléculas receptoras de cada grupo
son para diferentes moléculas diana, y en el que los complejos soporte/receptor modificados tienen una alta relacion
de aspecto y la absorbancia de dicroismo de cada grupo de elementos sensores es a una longitud de onda diferente
a la de los otros grupos; hacer fluir una solucién que contiene potencialmente una molécula diana a lo largo del canal
de flujo; hacer pasar luz a través del canal de flujo; y detectar la luz una vez que esta haya atravesado el canal de
flujo; a fin de producir un espectro de dicroismo lineal de la solucion.

Se entendera que la luz incidente sobre el canal de flujo esta polarizada linealmente, usando una fuente de luz
polarizada o filtrando adecuadamente la luz antes de que esta llegue al canal de flujo. En realizaciones no de
acuerdo con la invencién, la luz incidente puede estar sin polarizar con el uso de un detector capaz de detectar la
polarizacién de la luz en dos orientaciones ortogonales una vez que esta haya atravesado el canal de flujo.

Breve descripcion de los dibujos

La invencion se describira adicionalmente a modo de ejemplo solamente con referencia a los dibujos adjuntos en los
que

la Fig. 1 es un esquema de un sensor de acuerdo con la presente invencion,

la Fig. 2 es una representacion del método de la presente invencion que opera con diferentes moléculas diana
presentes y los espectros de DL asociados,

la Fig. 3 muestra los espectros de DL resultantes del M13 marcado con un colorante (BHQ10) y un anticuerpo
para E. coli O157 en ausencia y presencia de E. coli 0157 (la diana),

la Fig. 4 demuestra la medicion de multiples elementos sensores M13-colorante en la misma muestra,

la Fig. 5 muestra que el cambio de magnitud de multiples sefiales de DL que proceden de multiples elementos
sensores se puede detectar de forma independiente,

la Fig. 6 demuestra que el cambio de respuesta de una sefial de DL resultante del cambio en la alineacién de un
elemento sensor en respuesta a la presencia de una molécula diana se puede detectar de forma independiente
desde un elemento sensor separado que no tiene un receptor para la molécula diana, y

la Fig. 7 demuestra que el cambio de la sefial de DL producida por dos sensores, uno con un anticuerpo para S.
typhimurium (una primera diana) y el otro con un anticuerpo para E. coli (una segunda diana), en ausencia de
bacteria o en presencia de una o ambas especies.

Descripcion detallada de determinadas realizaciones

Con referencia a la Figura 1, se ilustra un sensor molecular 8 de acuerdo con la presente invencion. El sensor 8
comprende un canal de flujo en forma de tubo alargado 2 que esta fabricado mayoritariamente en material plastico y
que es opaco. La porcion central del tubo 2 se configura como una ventana de observacién 6 y esta fabricada en un
material que es transparente a la longitud de onda de la luz empleada. En este ejemplo particular, la ventana de
observacion 6 esta fabricada en vidrio de silice, que es transparente a la luz visible. Asi, en este ejemplo la ventana
de observacion 6 se configura para permitir que pase a través de la misma luz con un intervalo de longitud de onda
de aproximadamente 400 nm a 700 nm. Junto a un lado de la ventana de observacion 6 estéa la fuente de luz 3. La
fuente de luz 3 se configura para que emita dos haces ortogonales de luz polarizada linealmente a través de la
ventana de observacion 6 y, de este modo, a través del canal de flujo 5. En la parte opuesta a la fuente de luz 3, al
otro lado de la ventana de observacién 6 y el canal de flujo 5, se encuentra un detector 1. El detector 1 se configura
para que detecte los haces de luz emitidos por la fuente de luz 3 una vez que hayan atravesado la ventana de
observacion 6 y el canal de flujo 5.

Durante el uso, una muestra que se va a analizar se mezcla con una solucion liquida que contiene una pluralidad de
elementos sensores que comprenden cada uno una porcidon de soporte unida a una o mas moléculas receptoras
para una molécula diana en forma de complejo soporte/receptor, complejo modificado con un croméforo de tal modo
que el complejo soporte/receptor modificado tenga una alta relacion de aspecto. La solucién, que puede incluir las
moléculas diana de interés, se hace fluir a través del tubo 2 en la direccién indicada por la flecha 4 en la Figura 1.
Los efectos de esto se muestran esquematicamente en la Figura 2 para un sistema en el que hay dos grupos de
elementos sensores que se distinguen entre si por tener diferentes croméforos y porciones receptoras para
diferentes moléculas diana. Con referencia a la Figura 2, Cuadro A, un primer elemento sensor tiene una porcion de
soporte, unida covalentemente a un primer croméforo y una primera porcion receptora disefiada para unirse a una
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primera molécula diana. Un segundo elemento sensor comprende la misma porcidbn de soporte, unida
covalentemente a un segundo croméforo y una segunda porcién receptora disefiada para unirse a una segunda
molécula diana. Los cromoforos se seleccionan de modo que los espectros de DL que producen sean distinguibles.

En condiciones de flujo, los elementos sensores se alinean y en ausencia de moléculas diana se observan dos picos
distintos en el espectro de DL (Cuadro B).

Cuando esta presente la primera molécula diana (estando ausente la segunda molécula diana), los primeros
receptores se unen a ella y la alineacién de los primeros elementos sensores se altera, reduciendo de este modo el
pico en el espectro de DL (Cuadro D). Se entendera que las alturas relativas de los picos en los cuadros By D es
una medida cuantitativa de la cantidad de la primera molécula diana presente. La alineacién de los segundos
elementos sensores no se altera y, por tanto, el pico asociado del espectro de DL permanece invariable. Se entiende
que se producira una situacion similar si la segunda molécula diana esta presente y la primera molécula diana esta
ausente, excepto por que la alineacién de los segundos elementos sensores se altera y el pico asociado en el
espectro de DL se reduce (no mostrado).

Cuando estan presentes tanto la primera como la segunda molécula diana, la alineacion de los primeros y segundos
elementos sensores esta alterada (Cuadro E) lo que lleva a una reduccion de ambos picos asociados en el espectro
de DL (Cuadro F). Aunque se muestra una reduccion de los picos de la misma magnitud, se entendera naturalmente
que las alturas de los picos variaran independientemente segun las cantidades de la primera y la segunda molécula
diana en la muestra sometida a ensayo.

A fin de conseguir una sefial de DL de un cromdforo, este debe estar unido a un complejo soporte/receptor
preferentemente mediante un enlace covalente o, de forma alternativa, mediante otro método que asegure que el
cromoforo no se pueda intercambiar libremente con la solucién u otros soportes. El croméforo también debe estar
dispuesto en el complejo soporte/receptor de modo que sea no isotrépico o esté ordenado con respecto al complejo
soporte/receptor. El dicroismo lineal resulta de la alineacion de los croméforos de una manera ordenada con
respecto al haz de luz polarizada lineal. Este orden se podria introducir mediante:

1) Impedimento estérico entre el cromoforo y el complejo soporte/receptor y/u otros croméforos.
2) Unién de un solo cromdéforo al complejo soporte/receptor mediante enlaces multiples (covalentes o no
covalentes).

En el ejemplo que sigue a continuacion los cromoforos estan unidos covalentemente al bacteriéfago (un soporte
alineable) para inducir una sefial de DL desde el croméforo. Los cromdéforos se unieron a los restos de lisina en la
proteina de la capside g8p del bacteriéfago M13. Los cromdforos unidos incluyen los de la Tabla 1 anterior. Para
cada colorante la eficacia del marcado variaba del 100 al 30 % y en cada caso se observé un espectro de DL para
cada colorante a una longitud de onda correspondiente a la longitud de onda de absorbancia del colorante.

Aunque en este ejemplo los grupos amino de los restos de lisina se usaron como sitio de acoplamiento para los
cromoforos, se podrian usar una serie de métodos diferentes para tal soporte. Estos incluyen el acoplamiento a
través de los grupos amino de los terminales amino de cualquier proteina, el sulfhidirilo de restos de cisteina y el
carboxilato de restos de aspartato y glutamato, asi como los terminales carboxilo de cualquier proteina, si bien se
podria usar cualquier quimica de uniéon que una el croméforo al soporte. Para otros soportes no proteinicos, por
ejemplo, ADN, vesiculas de membrana, nanotubos de carbono y conjuntos ordenados de moléculas pequefias, se
pueden emplear otras quimicas de unién que podrian incluir también la incorporacion del croméforo a un precursor
que se ensambla posteriormente en un soporte alineable.

Una vez que se ha producido un nimero de complejos soporte/receptor alineables que contienen diferentes
cromoforos, estos reactivos se pueden combinar en un ensayo que permita detectar multiples dianas de ensayo y/o
integrar reacciones de control positivas y negativas en el ensayo.

Método
Conjugacion de un anticuerpo de reconocimiento de patégenos y un croméforo sobre el bacteriofago M13
Este método se lleva a cabo usando las siguientes etapas:

1) Derivatizacion del M13 con S-acetiltioacetato de N-succinimidilo (SATA) para convertir grupos amino
accesibles en grupos sulfhidrilo.

2) Derivatizacion del anticuerpo (Ab) con 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC)
para convertir grupos amino accesibles en grupos maleimido.

3) Mezcla del M13 y el anticuerpo entre si para conjugar las dos porciones a fin de dar M13-Ab.

4) Derivatizacion de la molécula de colorante (BHQ10-succinimida) con amino-etil-maleimida a fin de convertir el
grupo succinimido en un grupo maleimido para dar BHQ10-maleimida.

5) Mezcla del M13-Ab con la BHQ10-maleimida para dar M13-Ab-BHQ10.
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El elemento sensor resultante da lugar a una sefial de DL correspondiente a la longitud de onda de absorbancia del
BHQ10 (Fig. 3, linea fina). La adicién del analito diana (en este caso E. coli O157) da como resultado la interaccién
del anticuerpo sobre el elemento sensor que interactua con el O-antigeno de la E. coli con la consiguiente alteracion
de la alineacion del elemento sensor y un cambio (disminucién en este caso) de la sefial de DL (Fig. 3, linea gruesa).
El colorante BHQ10 conjugado con el M13 es util para la demostraciéon de la utilidad pero tiene una anchura de
banda amplia y, por tanto, no es adecuado para aplicaciones de multiplexacion en las que la sefial se solapara con
otras sefales.

Estan disponibles colorantes con una anchura de banda mucho mas estrecha y se han utilizado en este sistema. Por
ejemplo los colorantes AlexaFluor (AF488, AF555 y AF647) conjugados con el M13 tal como se muestra en la Figura
4. El cambio en las sefiales de DL como resultado de las cantidades de estos elementos sensores se puede detectar
independientemente de las otras sefiales de forma suficiente para ser Util. Una demostracion de ello se presenta en
la Figura 5, en la que la concentracion de cada uno de los tres elementos sensores M13-AlexaFluor se ha reducido
por separado en tres mediciones separadas.

Ejemplo
Se prepararon dos tipos de elementos sensores con las siguientes caracteristicas:
Sensor 1: Bacteriéfago M13 con las siguientes porciones unidas:

a. Colorante AlexaFluor 555
b. Un anticuerpo que se une a la bacteria S. typhimurium.

Sensor 2: Bacteriéfago M13 con las siguientes porciones unidas:

a. Colorante AlexaFluor 647
b. Un anticuerpo que se une a la bacteria E. coli .

Con referencia a la Figura 7, la sefial de DL se midi6 en ausencia de bacteria ("tampon"); en presencia de E. coli ("E.
coli 0157, 107 células/ml"); en presencia de S. typhimurium ("S. typhimurium, 107 células/ml"); y en presencia de E.
coliy S. typhimurium ("E. coli 0157, 107 y S. typhimurium, 10™").

La sefial a 558 nm se asocia a la deteccion de S. typhimurium (sombreada con lineas) y la sefial a 660 nm se asocia
a la deteccion de E. coli (sin relleno). En presencia de S. typhimurium la sefial a 558 nm disminuye, en presencia de
E. coli la sefial a 660 nm disminuye, y en presencia de S. typhimurium y E. coli tanto la sefial a 558 nm como la
sefial a 660 nm disminuyen. Este ensayo proporciona una prueba de la utilidad de la invencién para detectar una
diana que es la Unica presente en la solucién o que forma parte de una mezcla de dianas.

Se entendera que esto da la oportunidad de incorporar un patrén interno en las mediciones en las que la sefial de
DL de un elemento sensor disminuye como respuesta a la presencia de la molécula diana (en este caso E. coli
0157) y en las que un elemento sensor con patréon interno que tiene una sefal de DL a una longitud de onda
diferente no varia. Esto sirve para ilustrar la utilidad de mediciones multiplexadas y también el uso de un patrén
interno para corregir cualquier diferencia en la alineacion debida a las diferencias del flujo de cizalla en un sistema
de ensayo.

Se entendera que la inclusion de otras moléculas diana se deduce a partir de esta metodologia segun la cual la
molécula receptora y el cromoéforo seran diferentes para diferentes moléculas diana, y que estas se pueden medir en
la misma muestra al mismo tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Un sensor molecular para detectar moléculas diana en una solucion que fluye usando dicroismo, comprendiendo
el sensor molecular:

un canal de flujo (5) que contiene una solucion que contiene potencialmente una molécula diana;

una fuente de luz polarizada (3);

un detector (1) dispuesto para recibir luz de la fuente una vez que haya atravesado el canal de flujo; y

una pluralidad de elementos sensores dispuestos en la solucién, comprendiendo cada elemento sensor (i) una
porcién de soporte y (ii) una o mas moléculas receptoras para la molécula diana unidas a la porcion de soporte a
fin de formar un complejo soporte/receptor,

en donde el complejo soporte/receptor esta modificado para incorporar un croméforo y estando el cromdforo
unido al complejo soporte/receptor de tal modo que no se puede intercambiar libremente con otro complejo
soporte/receptor, y

en donde el complejo soporte/receptor modificado tiene una relacion de aspecto superior a 5:1.

2. El sensor molecular de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el complejo soporte/receptor modificado tiene
una relacién de aspecto superior a 10:1.

3. El sensor molecular de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que la porciéon de soporte tiene una relacién
de aspecto superior a 5:1.

4. El sensor molecular de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que la porcién de soporte se
selecciona entre el grupo que consiste en polimeros sintéticos, nanotubos de carbono, fibras biomoleculares,
cristales, particulas inorganicas, estructuras bioldgicas sintéticas y mezclas de liquidos de diferentes polaridades.

5. El sensor molecular de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que la fibra biomolecular se selecciona entre el
grupo que consiste en vesiculas de lipidos, bacteriéfagos filamentosos, polipéptidos, proteinas y polimeros de acidos
nucleicos.

6. El sensor molecular de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el croméforo se selecciona entre el
grupo que consiste en colorantes AlexaFluor (AF), compuestos espiro, fluoresceinas, intercaladores de ADN,
benzopironas, complejos de lantanidos, puntos cuanticos, extintores de agujero negro Bodipy y rodaminas.

7. El sensor molecular de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, en el que el croméforo se selecciona entre el
grupo que consiste en Alexafluor AF405, AF488, AF555, AF610, AF647, AF700, fluorescamina, isotiocianato de
fluoresceina, N-hidroxisuccinimida-fluoresceina, isotiocianato de rodamina, isotiocianato de tetra-metil-rodamina,
eosina-5-maleimida, cloruro de NBD, éster succinimidilo de BHQ-10 y bromuro de etidio.

8. El sensor molecular de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, en el que cada elemento sensor comprende
la misma porcién de soporte, el croméforo y la misma molécula o moléculas receptoras.

9. El sensor molecular de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde el sensor comprende
una pluralidad de distintos grupos de elementos sensores, teniendo los grupos las mismas porciones de soporte
pero diferentes croméforos y moléculas receptoras para diferentes moléculas diana, de modo que la absorbancia de
dicroismo de cada grupo de elementos sensores sea a una longitud de onda diferente a la de los otros grupos y que
cada grupo detecte una molécula diana diferente.

10. Un elemento sensor que comprende (i) una porcion de soporte y (ii) una o mas moléculas receptoras para la
molécula diana unidas a la porcién de soporte a fin de formar un complejo soporte/receptor, en donde el complejo
soporte/receptor se madifica para incorporar un croméforo y el complejo soporte/receptor modificado tiene una
relacién de aspecto superior a 5:1.

11. Un kit de elementos sensores que comprende una pluralidad de distintos grupos de elementos sensores,
comprendiendo cada elemento sensor una porcién de soporte y un receptor para una molécula diana formando un
complejo soporte/receptor, en donde los complejos soporte/receptor de cada grupo se modifican con un croméforo
diferente y las moléculas receptoras son para diferentes moléculas diana, y en donde todos los complejos
soporte/receptor modificados tienen una relacion de aspecto superior a 5:1 y la absorbancia de dicroismo de cada
grupo de elementos sensores es a una longitud de onda diferente a la de los otros grupos.

12. Un método para detectar una pluralidad de diferentes moléculas diana en una solucion que fluye que comprende
proporcionar en un canal de flujo (5) una pluralidad de distintos grupos de elementos sensores, comprendiendo cada
elemento sensor una porcién de soporte y un receptor para una molécula diana formando un complejo
soporte/receptor, en donde los complejos soporte/receptor de cada grupo se modifican con un croméforo diferente y
las moléculas receptoras de cada grupo son para diferentes moléculas diana, y en donde los complejos
soporte/receptor modificados tienen una relacion de aspecto superior a 5:1 y la absorbancia de dicroismo de cada
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grupo de elementos sensores es a una longitud de onda diferente a la de los otros grupos; hacer fluir una solucion
que contiene potencialmente una molécula diana a lo largo del canal de flujo (5); hacer pasar luz polarizada a través
del canal de flujo; y detectar la luz una vez que esta haya atravesado el canal de flujo; para producir un espectro de
dicroismo lineal de la solucién.

13. El método de la reivindicacion 12 en el que la luz que atraviesa el canal de flujo esta polarizada linealmente.
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Deteccion selectiva de diferentes elementos sensores
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