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DESCRIPCION
Biosensor basado en una particula anclada
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere generalmente a una técnica de biosensor basada en la deteccién de la presencia de
un analito basandose en cambios en el movimiento de una particula funcionalizada unida por un anclaje a una
superficie.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La mayoria de los principios de biosensores para marcadores bioquimicos se han desarrollado para su uso en
diagnésticos in vitro, donde se toma una muestra (por ejemplo, sangre, saliva, orina, moco, sudor o liquido
cefalorraquideo) y se transfiere a un dispositivo artificial (por ejemplo, un plastico desechable) fuera de un organismo
vivo. En dichos ensayos de biosensor, se puede aplicar una amplia gama de etapas de pretratamiento de muestras
(por ejemplo, etapas de separacién o dilucién) y se pueden introducir multiples reactivos en el ensayo (por ejemplo,
para amplificaciéon de diana, amplificacion de sefal o etapas de lavado). Ejemplos de ensayos de biosensor in vitro
son: inmunoensayos, ensayos de acidos nucleicos, pruebas para electrolitos y metabolitos, ensayos electroquimicos,
ensayos de actividad enzimatica, ensayos basados en células, etc. (véase Tietz, Textbook of Clinical Chemistry and
Molecular Diagnostics, 2005).

En la deteccién bioquimica in vivo, al menos una parte del sistema de sensor permanece conectado o se inserta en el
cuerpo humano, por ejemplo, sobre la piel, o en la piel, o debajo de la piel, o sobre o en o debajo de otra parte del
cuerpo. Debido al contacto entre el biosensor y el organismo vivo, la deteccion bioquimica in vivo establece altos
requisitos de biocompatibilidad (por ejemplo, los procesos de inflamaciéon deben minimizarse) y el sistema de sensor
debe funcionar de manera fiable dentro del entorno complejo del organismo vivo. Para aplicaciones de monitorizacion,
el sistema debe poder realizar mas de una medicion a lo largo del tiempo y debe ser robusto y facil de usar.

Una aplicacion importante de la deteccién bioquimica in vivo es la monitorizacion continua de la glucosa (CGM). Los
dispositivos comerciales de monitorizacién continua de la glucosa se basan en la deteccion electroquimica enzimatica
(véase, por ejemplo, Heo y Takeuchi, Adv.Healthcare.Mat. 2013, vol. 2, pag. 43-56). La deteccion enzimatica es menos
genérica que la deteccion basada en afinidad. Los sistemas comerciales para la monitorizacion in vivo de la glucosa
estan disponibles en Dexcom y Medtronic. Una desventaja de los sistemas de CGM actuales es que la respuesta del
sensor muestra una tendencia a la deriva y, por lo tanto, los sistemas requieren una recalibracién regular mediante
una prueba de glucosa en sangre in vitro (para una revision, véase, por ejemplo, Heo y Takeuchi, Adv.Healthcare.Mat.
2013, vol. 2, pag. 43-56).

Se conocen en la técnica varias técnicas de biodeteccién basada en particulas, incluyendo técnicas basadas en la
deteccién por dispersiéon oOptica, por ejemplo, Bruls et al., Lab Chip 2009. La solicitud de patente US2012184048
describe un método para la caracterizacion de diferentes tipos de enlaces en un sistema de biodeteccion basado en
particulas. Las particulas no unidas se unen a una superficie de deteccion de una manera dependiente de la diana,
después se realiza una separacioén sin unién (una etapa de lavado), y posteriormente se miden las fluctuaciones en la
intensidad de la luz dispersada de las particulas unidas para caracterizar el tipo de enlace, por ejemplo, para
discriminar entre particulas unidas especificamente y no especificamente. El uso de particulas no unidas y un proceso
de separacion sin unién es util para diagnésticos in vitro. Sin embargo, para aplicaciones in vivo, aplicaciones, las
particulas no unidas pueden suponer un riesgo de seguridad, y es dificil implementar un proceso de separacion sin
union en una situacion in vivo.

La dificultad anterior se puede evitar mediante técnicas de biodeteccion basada en el movimiento de particulas
ancladas (TPM). La técnica TPM se basa en las mediciones del movimiento de las particulas ancladas a una superficie.
Un ejemplo es Laurens et al., Nucleic Acids Res. Sep 2009; 37(16): 5454-5464, donde se informa de experimentos de
TPM sobre proteinas que se unen a un anclaje de ADN, para revelar como las proteinas cambian la conformacion del
ADN. En dichos estudios, se toman medidas para evitar la unién no a través del anclaje de la particula a la superficie,
ya que una particula que esta unida a la superficie de otra manera que a través del anclaje, no proporciona informacion
sobre el anclaje. Un ejemplo es: Blumberg et al., Biophysical Journal 2005; 89, 1272-1281.

Los biosensores que tienen anclajes funcionalizados unidos a una superficie se han desarrollado basandose en el
principio de que el movimiento de las particulas unidas por un anclaje cambia en funcién de la presencia de analito.
Los cambios de movimiento se deben a cambios en la estructura del propio anclaje debido a la presencia del analito.
También hay técnicas para detectar analitos midiendo una propiedad cinematica de una particula funcionalizada
anclada a una superficie en funcién de la presencia de analito. En estas técnicas, es importante evitar la unién de
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particulas a la superficie, porque el impedimento estérico interfiere con la sensibilidad influenciada por el analito.

Guo, L., Ferhan, A. R,, Chen, H., Li, C., Chen, G., Hong, S. y Kim, D.-H. (2013), Distance-Mediated Plasmonic Dimers
for Reusable Colorimetric Switches: A Measurable Peak Shift of More than 60 nm. Small, 9: 234-240.
doi:10.1002/smll.201201061 describe los primeros intercambios de ADN colorimétricos reconfigurables basados en la
union al ADN diana. Esta unién al ADN activa un cambio en la distancia entre particulas entre los dimeros de
nanoparticulas de oro. Se puede lograr un cambio espectral significativo de 68 nm desde la activacién-desactivacion.
La reconfigurabilidad es posible debido al acoplamiento de tiol y EDC-imidazol que ancla los enlazadores de ADN a
las nanoparticulas. El enorme cambio espectral permite a simple vista observar un tUnico evento de unién biomolecular
a diana en tiempo real bajo un microscopio de campo oscuro. El limite de deteccién de las moléculas diana en PBS y
suero humano es de PBS y suero humano es de 10" My 10-"" M respectivamente. También se describe una estrategia
de fabricacidon mejorada a través de la funcionalizacion asimétrica, asistida por la sintesis en fase sélida que minimiza
la formacion de trimeros y multimeros.

LI DENG ET AL, "An off-on-off electrochemiluminescence approach for ultrasensitive detection of thrombin",
BIOSENSORS AND BIOELECTRONICS, NL, (20140315), vol. 59, doi:10.1016/j.bios.2014.03.012, ISSN 0956-5663,
paginas 58 - 63 demuestran un aptasensor para la deteccion de trombina por electroquimioluminiscencia (ECL)
ultrasensible basada en un "enfoque de desactivacidn-inactivacién-desactivacion”. El sistema esta compuesto por una
pelicula de nanocristales de CdS dopada con Eu?* (CdS:Eu NCs) sobre un electrodo de carbono vitreo (GCE) como
emisor de ECL. Después, la sonda de ADN en horquilla (ssDNA1) marcada con nanoparticulas de oro (AuNPs) que
contenia la secuencia de aptameros de unidn a la trombina (TBA) se unién a la pelicula de NC, lo que llevé a la
inactivacion (desactivacion) de ECL como resultado de la transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET)
entre la pelicula CdS:Eu NC y las AuNPs proximales. Tras la aparicion de la hibridaciéon con su ADN complementario
(ssDNAZ2), se produjo un aumento (activaciéon) de ECL debido a las interacciones de los NC de CdS:Eu excitados con
la resonancia de plasmon superficial (SPR) inducida por ECL en AuNPs en una separacion grande. La trombina podria
inducir que ssDNA1 forme un cuadruplex G y haga que las AuNP estén cerca de la pelicula de CdS:Eu NC de nuevo,
lo que dio como resultado una mejor inactivacion (desactivacion) de ECL. Este sistema "desactivacidn-activacion-
desactivacion" mostré un cambio maximo de 7,4 veces la intensidad de ECL debido a la transformacion de la
configuracién de ssDNA1 y proporciona una gran sensibilidad para la detecciéon de trombina en un amplio intervalo de
deteccion de 50 aM a 1 pM.

El documento WO2009061783 (A2) a nombre de la University of Rochester, describe un chip de sensor y un dispositivo
de deteccion. El chip de sensor incluye un sustrato, al menos una porcion del cual esta cubierta por una pelicula de
nanoparticulas metalicas; una primera molécula de acido nucleico que se caracteriza por ser capaz de (i) auto-
hibridarse en una conformacion de horquilla e (ii) hibridar especificamente con una molécula de acido nucleico diana,
teniendo la primera molécula de acido nucleico un primer y segundo extremos, cuyo primer extremo esta anclado a la
pelicula de nanoparticulas de metal; y un primer fluoréforo unido al segundo extremo de la primera molécula nucleica.
Cuando la primera molécula de acido nucleico esta en la conformacion de horquilla, la pelicula de nanoparticulas
metalicas inactiva sustancialmente las emisiones de fluorescentes del primer fluoréforo, y cuando la primera molécula
de acido nucleico se encuentra en una conformacion diferente de horquilla, las emisiones de fluorescentes del primer
fluoréforo se mejoran por plasmon superficial.

SLAVIK ET AL, "Ultrahigh resolution long range surface plasmon-based sensor", SENSORS AND ACTUATORS B:
CHEMICAL: INTERNATIONAL JOURNAL DEVOTED TO RESEARCH AND DEVELOPMENT OF PHYSICAL AND
CHEMICAL TRANSDUCERS, ELSEVIER S.A, CH, (20070330), vol. 123, n.° 1, doi:10.1016/J.SNB.2006.08.020, ISSN
0925-4005, paginas 10 - 12 describen un sensor de resonancia de plasmon superficial (SPR) de sensibilidad ultra-alta
basado en la excitacidon de un plasmén superficial de largo alcance. En comparacion con los informes anteriores, el
sensor emplea componentes foténicos mas avanzados, como la fuente de diodo superluminiscente y las fibras de
mantenimiento de la polarizacién, lo que permitié una disminucion drastica del limite de deteccion del sensor. El limite
de deteccion del indice de refraccion alcanzado de 2,5 x 10 es hasta ahora el valor mas alto informado para cualquier
sensor basado en SPR.

N. LAURENS ET AL, "Dissecting protein-induced DNA looping dynamics in real time", NUCLEIC ACIDS RESEARCH,
(20090901), vol. 37, n.° 16, doi:10.1093/nar/gkp570, ISSN 0305-1048, paginas 5454 - 5464, describen que muchas
proteinas que interactian con el ADN realizan o mejoran sus funciones especificas al unirse simultaneamente a
multiples sitios diana, induciendo asi un bucle en el ADN. La dinamica y las energias involucradas en esta formacion
de bucle influyen en el mecanismo de reaccion. El movimiento de particulas ancladas ha demostrado ser una poderosa
técnica para estudiar en tiempo real las dinamicas de bucle de ADN inducidas por proteinas, mientras perturba
minimamente las interacciones ADN-proteina. Ademas, permite que muchos experimentos de una sola molécula se
realicen en paralelo. Usando como sistema modelo la enzima de restriccion tetramérica de tipo Il Sfil, que se une a
dos copias de su sitio de reconocimiento, se muestra aqui que podemos determinar las etapas de asociacion y
disociacién de ADN-proteina, asi como el proceso real de captura del bucle inducido por proteina y la liberacién en
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una sola molécula de ADN. El resultado de estos experimentos es un esquema de reaccién cuantitativa para el bucle
de ADN por Sfil que se compara rigurosamente con estudios bioquimicos detallados de la dinamica de bucle de Sfil.
También se presentan métodos novedosos para el analisis de datos y se comparan y se analizan estos con los
métodos existentes. La aplicabilidad general de las técnicas introducidas mejorara aun mas el movimiento de
particulas ancladas como una herramienta para seguir la dindmica de la proteina de ADN en tiempo real.

RESUMEN DE LA INVENCION

Las presentes ensefianzas proporcionan un método para detectar un analito usando movimiento de particulas
ancladas segun la reivindicacion 1. También se proporciona un biosensor para detectar un analito usando un biosensor
de movimiento de particulas ancladas segun la reivindicacion 8. Las caracteristicas ventajosas se presentan en las
reivindicaciones dependientes.

En un aspecto, la presente invencion proporciona una técnica de biodeteccion basada en la deteccion de cambios en
el movimiento de una particula funcionalizada unida por un anclaje a una superficie, donde la presencia de un analito
cambia la particula entre los estados unido y no unido con respecto a la superficie. En contraste con las técnicas de
biodeteccion basadas en particulas ancladas conocidas donde la unién a la superficie no es deseada, segun la
presente invencion, el analito hace que la particula anclada cambie entre los estados unido y no unido con la superficie.
Este es un contraste sorprendente con la sabiduria convencional en los estudios de movimiento de particulas ancladas
qgue ensefian explicitamente que se debe evitar la uniéon a la superficie.

La presente invencion proporciona una tecnologia de biosensores para la monitorizacién bioquimica in vivo que es
sensible, especifica, estable, biocompatible y flexible. Hay muchas aplicaciones de esta técnica de biodeteccion,
incluida la monitorizacion continua de la glucosa en pacientes diabéticos, sin la necesidad de recalibrar regularmente
el sistema de sensor; monitorizacion de electrolitos y metabolitos, que es importante para pacientes que pueden
volverse inestables, por ejemplo, en cuidados intensivos; mediciones de electrolitos que son utiles para monitorizar la
funcién renal, por ejemplo, en pacientes cardiacos; mediciones de proteinas que pueden ser Utiles para monitorizar la
funcién cardiaca, por ejemplo, BNP es un marcador clave para la insuficiencia cardiaca; mediciones de farmacos y/o
metabolitos de farmacos que son utiles para monitorizar la ingesta de farmacos (cumplimiento) y la farmacocinética
(con el objetivo de mantener el farmaco dentro de la ventana de concentracion deseada); mediciones de respuesta a
los farmacos que son utiles para monitorizar la eficacia del farmaco; y monitorizar el manejo de enfermedades, control
de terapias, monitorizacién del cumplimiento. Ademas, el método también se puede aplicar muy generalmente para la
biodeteccion molecular, por ejemplo, para el diagnéstico in vitro, pruebas en el punto de atencién, pruebas
ambientales, pruebas de alimentos, medicina forense, etc. La presente invencién también puede encontrar aplicacion
en investigacion bioldgica, biomédica y farmacéutica, por ejemplo, para monitorizar ensayos con células vivas, tejidos,
érganos, etc. Los analitos pueden ser electrolitos, moléculas pequefas, lipidos, carbohidratos, péptidos, hormonas,
proteinas, oligonucleétidos, ADN, ARN, etc.

En un aspecto, la invencion proporciona un método para detectar un analito utilizando el movimiento de particulas
ancladas como se define en la reivindicacion 1. El método incluye poner una matriz que contiene el analito en contacto
con un dispositivo sensor que tiene una superficie y una molécula de anclaje unida en un primer extremo a la superficie
y unida en un segundo extremo a una particula funcionalizada. La particula funcionalizada tiene un primer estado en
el que la particula funcionalizada esta unida a la superficie y un segundo estado en el que la particula funcionalizada
no esta unida a la superficie, donde la particula funcionalizada cambia entre el primer y el segundo estado dependiendo
de la presencia y la ausencia del analito, cambiando asi las caracteristicas de movimiento de la particula funcionalizada
dependiendo de la presencia del analito. El método incluye la medicién de un parametro de coordenadas espaciales
de la particula funcionalizada en relacion con la superficie, y la determinacién de la presencia/concentracion del analito
a partir de los cambios en el parametro de coordenadas espaciales medido.

El parametro de coordenadas espaciales, en algunas realizaciones, puede medirse iluminando la particula
funcionalizada y/o la superficie, detectando la radiacion optica de la particula funcionalizada y/o la superficie, y
determinando, a partir de radiacion 6ptica, la posicidn, orientacion y/o velocidad de la particula funcionalizada respecto
a la superficie.

El parametro de coordenadas espaciales, en algunas realizaciones, puede medirse mediante la excitacién de
portadores de carga libre en la particula funcionalizada y/o la superficie, y mediante la deteccion de la radiacion 6ptica
de la particula funcionalizada y/o la superficie, donde se realiza la excitacion y/o la deteccién a una longitud de onda
cercana a una resonancia de plasmoén de la particula funcionalizada y/o la superficie. La presencia/concentracion del
analito se puede determinar determinando cambios en la radiacion optica detectada. La excitacion de los portadores
de carga libre se puede realizar por excitacion con luz 6ptica de una fuente de luz con un ancho de linea superior a 5
nm o de un diodo superluminescente.
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En algunas realizaciones, la presencia/concentraciéon del analito se puede determinar a partir de cambios en una
distribucién de localizaciones de particulas, un cambio del area de un patrén de localizaciones, o un cambio de los
tamafos de paso entre localizaciones de particulas.

En algunas realizaciones, la presencia/concentracion del analito se puede determinar realizando un procesamiento de
histograma y/o un histograma para suprimir el ruido de fondo y mejorar la especificidad.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 es una ilustracion esquematica de los componentes basicos de una técnica de biodeteccion de particulas
ancladas, segun una realizacion de la invencion.

Las FIGS. 2A-B son una ilustracién esquematica de los estados no unido y unido de una técnica de biodeteccién de
particulas ancladas, segun una realizacion de la invencion.

Las FIGS. 3A-B son una ilustracion esquematica de los estados no unido y unido de una técnica de biodeteccion de
particulas ancladas, segun una realizacion de la invencion.

Las FIGS. 4A-B son una ilustracion esquematica de los estados no unido y unido de una técnica de biodeteccion de
particulas ancladas.

La FIG. 5 es un diagrama esquematico de un sistema para detectar la presencia de un analito diana utilizando la
excitacion optica y la deteccion de los cambios de resonancia de plasmén en nanoparticulas ancladas, segun una
realizacién de la presente invencion.

Las FIGS. 6A-B ilustre dos implementaciones de un método combinado de microscopia y espectroscopia, segun las
realizaciones de la presente invencion.

La FIG. 7 es un grafico de la tasa de unién media frente a la concentraciéon de analito segun una ley de potencia,
segun una realizacion de la presente invencion.

Las FIGS. 8A-B muestran un diagrama esquematico de una particula anclada no unida y un gréfico de las posiciones
del plano x-y de la particula anclada no unida durante un periodo de muestreo, respectivamente.

Las FIGS. 8C-D muestran un diagrama esquematico de una particula anclada unida y un grafico de las posiciones del
plano x-y de la particula anclada unida durante un periodo de muestreo, respectivamente.

La FIG. 9A muestra un aparato de biodeteccion para medir el movimiento de particulas, seguin una realizacion de la
invencion.

La FIG. 9B muestra una serie de imagenes de posiciones de particulas que se analizan para determinar patrones de
movimiento de particulas, segun una realizacion de la invencion.

La FIG. 10 muestra una secuencia de patrones de movimiento de una particula que indica transiciones entre un estado
no unido y dos estados unidos, segun una realizacion de la invencion.

La FIG. 11A muestra un grafico de la funcién (o area) escalonada con respecto al tiempo, que indica dos umbrales
utilizados para detectar cambios entre estados unidos y no unidos, segun una realizacién de la invencion.

La FIG. 11B muestra el casco convexo asociado con una coleccion de puntos de posicion para diferentes ventanas
de tiempo, segun una realizacion de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA

Las realizaciones de la presente invencién estan motivadas por varias ideas relacionadas con el disefio de biosensores
para aplicaciones in vivo: (i) es beneficioso usar particulas debido a sus opciones de detectabilidad, estabilidad y
biofuncionalizacion, (ii) es beneficioso usar particulas ancladas en lugar de particulas no unidas, y (iii) puede ser
beneficioso que la funcionalidad de anclaje y la funcionalidad de unién estan separadas en la técnica de biodeteccion.

Segun realizaciones de la presente invencion, se proporciona una técnica de particulas ancladas en la que la

interaccion de la particula con la superficie desempefia un papel central. La funcién del anclaje es mantener la particula
cerca de la superficie, y es una medida de la interaccién modulada por la diana entre la particula y la superficie que
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produce informacion de deteccion bioldgica.

Los componentes basicos de una técnica de biodeteccion segun una realizacidn de la invencion se ilustran en la FIG.
1. Un dispositivo biosensor tiene una superficie 100 expuesta a una matriz que contiene un analito diana 110. Una
molécula de anclaje 102 esta unida en un primer extremo a la superficie 100 y unida en un segundo extremo a una
particula 104 funcionalizada con un resto 106. La superficie 100 estd funcionalizada con otro resto 108. Como
alternativa, cualquier resto 106 o resto 108 puede conjugarse con el anclaje. La funcionalizacion de ambos restos se
selecciona de manera que el analito diana 110 se unira con ellos. La conjugacion y el enlace de los restos a la particula
y al sustrato se realizan de tal manera que los restos tienen actividad de unién bioldgica especifica del analito. Las
FIGS. 2A-B ilustran dos estados del sistema de la FIG. 1, que dependen de la presencia del analito diana 110. En el
estado que se muestra en la FIG. 2A, el analito 110 no esta presente y la particula anclada 104 es libre de moverse,
con la limitacién del anclaje. En el estado que se muestra en la FIG. 2B, el analito 110 esta presente, y se une al resto
106 y 108, dando como resultado la unién de la particula anclada 104 a la superficie 100. En consecuencia, el
movimiento de la particula funcionalizada 104 cambia entre un estado unido y un estado no unido, dependiendo de la
presencia del analito 110. En caso de que el resto 106 o el resto 108 esté conjugado con el anclaje, entonces la union
del analito 110 a los restos 106 y 108 cambia el movimiento de la particula funcionalizada 104, entre un estado con
mas libertad de movimiento (denominado "no unido", o "particula no unida a la superficie") y un estado con menos
libertad de movimiento (denominado "unido" o "particula unida a la superficie").

En una implementacion de ejemplo de esta realizacion, los analitos diana 110 con dos epitopos pueden medirse con
anticuerpos o fragmentos de los mismos acoplados a la particula 104 y al sustrato 100. Como alternativa, la deteccion
de anticuerpos se puede permitir cuando el resto 106 y el resto 108 representan epitopos especificos del anticuerpo
(por ejemplo, epitopos peptidicos, mimitopos) o proteinas nativas, de manera que el anticuerpo pueda formar un
complejo de tipo sandwich (FIG. 2B) por la union de sus dos dominios de unién a antigeno al resto 106 y al resto 108.
Como alternativa, la unién del par molecular (resto 106 y resto 108) puede inducirse por un analito (como la unién de
metal entre dos dominios de unién a metal, o el reclutamiento de cofactores inducido por ligando en los dominios de
union a ligando del receptor nuclear).

Otra realizacion de la invencion se ilustra en las FIGS. 3A-B. En esta realizacion, el resto 106 y el resto 108 se
seleccionan para unirse entre si cuando el analito diana 110 no esta presente, como se muestra en la FIG. 3A, de
manera que la particula anclada 104 esté en un estado unido. En presencia del analito diana, el resto 106 y el resto
108 no se unen entre si, debido a la union preferencial con el analito en su lugar, como se muestra en la FIG. 3B, de
manera que la particula anclada 104 esté en un estado no unido. El resto 106 y el resto 108 pueden ser una molécula
de unién a analito y un analogo de analito. En una implementacion de ejemplo de esta realizacion, los analitos diana
110 con un epitopo pueden medirse, por ejemplo, con al menos una molécula de captura especifica en la particula y
un analogo de diana en el sustrato, o viceversa.

Segun otra divulgacién mostrada en las FIGS. 4A-B, el resto 106 no esta incluido. En esta realizacion, el analito diana
110 induce cambios en el impedimento estérico de la particula 104. En el estado que se muestra en la FIG. 4A, donde
el analito no esta presente, la particula anclada 104 se encuentra en un estado menos obstaculizado. En el estado
mostrado en la FIG. 4B, la particula anclada 104 se encuentra en un estado mas obstaculizado, como resultado de la
union del analito 110 al resto 108. En una variacion de esta descripcion, el resto 108 no esta incluido y el resto 106
esta incluido en su lugar, siendo de otro modo el principio operativo el mismo.

En una implementacion de ejemplo de esta divulgacion, los analitos diana 110 pueden medirse mediante un
impedimento estérico, donde la unién de la diana a la particula y/o el sustrato cambia el parametro de espacio al que
puede acceder la particula.

En cualquiera de los casos desvelados, la deteccion de un analito también se puede realizar indirectamente a través
de una cascada de reacciones intermedias. Por ejemplo, una enzima reacciona con el analito y genera un producto,
gue reacciona con un resto bioquimico en la particula y/o la superficie del sustrato y, por lo tanto, cambia un parametro
de coordenadas del sistema coloido-particula molecular-anclaje-superficie. En el contexto de la presente descripcion,
la deteccion de un analito puede ser directa o indirecta, y en el caso de una deteccion indirecta, el producto generado
por el analito desempefia el papel del analito que se detecta.

Generalmente, en un dispositivo de biodeteccion para la deteccion de analito en un fluido u otra matriz segun
realizaciones de la invencién como se define en la reivindicacién 8, el dispositivo incluye al menos dos objetos (es
decir, superficie y particula, donde la superficie también puede incorporarse como una particula) conectados por al
menos un anclaje. El anclaje mantiene los dos objetos juntos, lo que es ventajoso para la frecuencia de encuentro y
la concentracion eficaz, y para la deteccion 6ptica precisa.

La particula tiene preferiblemente una dimension mas larga menor de 5 micrémetros. Mas preferiblemente, el diametro
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de particula esta en el intervalo entre 3 nm y 5 um. Las particulas preferidas tienen fuertes propiedades dpticas, tales
como, por ejemplo, nanoparticulas de oro con propiedades de resonancia plasmonica, o particulas con fuertes
propiedades de fluorescencia o dispersion. Ejemplos de materiales de particulas adecuados son materiales organicos
(por ejemplo, polimero), materiales inorganicos (por ejemplo, silice), metales (por ejemplo, oro), o combinaciones de
los mismos.

Las ventajas de usar particulas incluyen estabilidad y sefiales 6pticas altas. Al menos uno de los dos objetos esta
dotado de al menos un resto bioquimico en su superficie. Los restos bioquimicos dan especificidad bioquimica a los
objetos.

Durante el funcionamiento, un parametro de coordenadas se mide representativo de la posicién relativa de los dos
objetos entre si. Sin pérdida de generalidad, las realizaciones se pueden describir en el marco de reposo de un objeto
(es decir, la superficie), mientras que el otro objeto (es decir, la particula) se describe como en movimiento. La
superficie también puede ser una superficie curva, convexa o concava, por ejemplo, la superficie de una particula. El
analito, cuando esta presente, se une a uno o ambos de los dos objetos, alterando los posibles movimientos de la
particula anclada. En consecuencia, una propiedad del parametro de coordenadas espaciales cambia en presencia
del analito. Por lo tanto, la presencia y/o concentracion de analito se determina a partir de un cambio medido de la
propiedad del parametro de coordenadas.

El parametro de coordenadas espaciales puede ser, por ejemplo, la posiciéon de la particula en el espacio (xyz), la
orientacion de la particula con respecto a la superficie, y/o sus dependencias de tiempo, incluyendo sus derivadas de
tiempo, tal como la velocidad angular de la particula y la velocidad lineal de la particula. Una propiedad del parametro
de coordenadas puede ser, por ejemplo, una propiedad de la funcién de distribucion espacial y/o de velocidad.
Preferiblemente, un parametro de coordenadas y un cambio del parametro de coordenadas de los al menos dos
objetos entre si se miden dpticamente.

Preferiblemente, la deteccion se realiza con una resolucién de particula Unica, para poder medir independientemente
el comportamiento dependiente del tiempo de las diferentes particulas. Esto permitira realizar un procesamiento de
sefial en particulas independientes (por ejemplo, para hacer histogramas de estados unidos y no unidos) y aplicar
algoritmos de filtrado (por ejemplo, para separar la unién especifica y no especifica) con estadisticas altas. La
resolucion de una sola molécula permite una alta sensibilidad y deteccion de bajas concentraciones. Cuando se
alcanza el limite fundamental de una sola molécula, se recopilan entonces los datos maximos del proceso de unién
y/o conversiéon molecular, lo que proporciona estadisticas optimas y precision optima.

Preferiblemente, el dispositivo incluye una serie de particulas ancladas en la misma superficie, para recopilar
estadisticas y, por lo tanto, mejorar la fiabilidad, la sensibilidad y la velocidad.

Las realizaciones también pueden incluir recubrimientos antiincrustantes, biosensores de gel, una capa de
neutralizacion, funcién de filtrado, una capa de permeacion selectiva, multiplexacién espacial, multiplexacién basada
en particulas, calibraciéon, controles, posibilidades de deteccion éptica. Las realizaciones pueden incluir medidas para
bloquear y reducir procesos no deseados, y para aumentar la eficiencia, la estabilidad y la selectividad de la generacion
de sefiales.

Las realizaciones de la invencion permitiran el sondeo en tiempo real de las concentraciones de analito en fluidos
complejos (por ejemplo, sangre, saliva, fluido cutaneo intersticial). La resolucion de una sola molécula debe ser
alcanzable, para determinar una alta sensibilidad analitica. Ademas, se puede alcanzar una alta especificidad aislando
interacciones especificas de las no especificas. Esto puede permitir una serie directa de mediciones en tiempo real en
fluidos complejos, idealmente sin tomar muestras repetidas o etapas de filtrado intermedias.

Una ventaja importante del biosensor propuesto es que se basa en la afinidad bioquimica, lo que lo hace genérico y
permite una amplia diversidad de ensayos posibles.

En una implementacién especifica, el sistema de deteccidén se puede usar para realizar una monitorizaciéon continua
del analito, tal como la monitorizacién de la glucosa, por ejemplo, en un formato competitivo con una proteina de unién
a la glucosa en la particula o en el sustrato (por ejemplo, una apo-glucosa oxidasa, o una proteina de transporte
periplasmico, u otra molécula de unién a la glucosa).

Las aplicaciones comerciales de la invencion incluyen biodeteccion in vivo, pero también biodeteccion in vitro. Las
realizaciones de la invencién se pueden aplicar en el desarrollo de las préximas generaciones de biosensores basados
en marcadores de particulas y que tienen resolucion de particula Unica y de molécula uUnica.

Como alternativa, el dispositivo sensor puede ser parte de un sistema de retroalimentacién durante un procedimiento
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médico, por ejemplo, un sensor en o0 en un endoscopio, un tubo, una aguja, una fibra, un catéter, un parche.

La técnica de biodeteccion también es relevante para las pruebas de diagndstico in vitro, particularmente para las
pruebas en el punto de atencién, donde es ventajoso si un proceso de unién molecular especifico conduce a una sefial
que se puede detectar por medios 6pticos, con algo mas de procesamiento quimico/bioquimico/fluido.

En otro caso desvelado, la tecnologia de deteccién se utiliza para aplicaciones in vivo, ex vivo o in vitro. En otro caso
desvelado, la tecnologia de deteccion se utiliza para aplicaciones en sujetos humanos o en sujetos no humanos, por
ejemplo, en aplicaciones veterinarias o para probar otros sistemas bioldgicos. En otro caso desvelado, la tecnologia
de deteccion es parte de una sonda desechable que esta en contacto con el sujeto o con el sistema bioldgico.

En otro caso desvelado, la tecnologia de deteccién implica un cartucho desechable, por ejemplo, un cartucho de
laboratorio en un chip, o un producto desechable utilizado en pruebas basadas en laboratorio, u otro desechable tal
como un tubo, una aguja, una fibra, un catéter, un parche. En otro ejemplo desvelado, el producto desechable o la
sonda o el cartucho estén fijados a un instrumento o un analizador para alimentar y/o activar y/o leer el producto
desechable, la sonda o el cartucho. En otro caso desvelado, el instrumento es adecuado para procesar sefales de la
sonda o cartucho, y/o para comunicar datos entre el instrumento y la sonda o cartucho, y/o para comunicar datos entre
el instrumento y, por ejemplo, un sistema de informacion o red de comunicacion.

El sistema de deteccion puede ser parte de un sistema de manejo de enfermedades, que puede incluir deteccion
(bio)quimica y/o fisica, un sistema para la recopilacion y procesamiento de datos, y un sistema para la actuacion fisica
y/o (bio)quimica. El sistema se puede conectar en un formato de bucle cerrado con un sistema de tratamiento, por
ejemplo, un dispositivo que dosifica un farmaco (por ejemplo, insulina en el caso de diabetes) o un dispositivo que de
otra manera influye en el cuerpo (por ejemplo, un dispositivo que proporciona un érgano con una estimulacion fisica,
por ejemplo, eléctrica).

La FIG. 5 es un diagrama esquematico que ilustra un dispositivo y una técnica para la excitacién optica y la deteccion
de parametros de coordenadas espaciales de particulas ancladas 500 cuyas caracteristicas de movimiento espacial
cambian entre un estado no unido 500 y un estado unido 504 en respuesta a la presencia de un analito diana.

El dispositivo puede representar diferentes configuraciones, por ejemplo, (i) particulas plasménicas ancladas a un
sustrato, por lo que la resonancia de plasmoén de las particulas cambia en funcién de un parametro de coordinacion
con respecto al sustrato, o (ii) particulas dispersas ancladas a particulas plasmoénicas que se unen rigidamente a un
sustrato, por lo que la resonancia de plasmén cambia dependiendo de la coordinacion de la particula de dispersion
con respecto a la particula plasmoénica. Ademas, una particula plasmoénica anclada a una particula plasmonica es una
posible implementacién, donde las resonancias de plasmoén cambian dependiendo de los cambios de coordenadas
espaciales entre las dos particulas.

A continuacion, se describen los datos para la unién de anticuerpos a nanorods plasmoénicos unidos a un sustrato de
vidrio, donde la unién de anticuerpos cambia la resonancia de plasmén de los nanorods. Los datos son ilustrativos de
cémo se pueden registrar los eventos de union Unica (ya sea de anticuerpos, o de otras particulas libres en solucién,
o de particulas ancladas) y cuantos sensores se pueden monitorizar en paralelo en el tiempo.

Las particulas ancladas 500 se inmovilizan sobre cubreobjetos en una celda de flujo 508. Un haz de iluminacién 510
de un laser 512 experimenta una reflexion interna total en la pared de la célula 508 y excita los plasmones en la
particula 500. Una sefal de dispersion optica 514 de la nanoparticula anclada se dirige a un detector éptico 516, donde
aparece contra un fondo oscuro, lo que garantiza una alta relacion sefal-ruido. Los cambios de plasmén daran como
resultado cambios en la intensidad de la sefial detectada. Un procesador 518 analiza las sefales del detector 516 para
determinar los parametros de coordenadas espaciales de las particulas 500 que son indicativos de la presencia del
analito diana.

El detector 516 puede ser un dispositivo de acoplamiento de carga de multiplicacion de electrones (EM-CCD) que
puede representar muchas particulas individuales ancladas. Como alternativa, para alcanzar tiempos de integracion
de microsegundos, la intensidad dispersada de una sola particula anclada puede proyectarse en un fotodiodo
analdgico.

La técnica de biodeteccion de analitos permite la deteccion sensible de concentraciones objetivo extremadamente
pequefas. Tiene una sensibilidad significativa al permitir la deteccién de una sola molécula. La selectividad es
significativamente mas alta que los métodos promediados por conjuntos porque la resolucion de una sola molécula
permite la discriminacion entre interacciones especificas (fuertes, de larga duracién) y no especificas (débiles, de corta
duracion) en base a cada molécula.
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Las realizaciones de la presente divulgacion pueden usar técnicas de espectroscopia de dispersion de campo oscuro.
Especificamente, puede usar técnicas que usan una fuente de luz brillante de baja coherencia temporal,
preferiblemente con un ancho de linea superior a 5 nm (por ejemplo, diodo superluminescente) para medir
dinamicamente los cambios en el pico de resonancia de plasmon de las particulas plasménicas.

La mayoria de los métodos de deteccion para dispersar objetos, tales como nanoparticulas metalicas, utilizan
iluminacién de campo oscuro para obtener una imagen en la que el objeto tiene una mayor intensidad que el fondo.
Para particulas pequefas (<100 nm de diametro para el oro), la sefial de dispersion se reduce a medida que la sexta
potencia del radio y se ve rapidamente desbordada por el fondo. Por lo tanto, la obtencién de imagenes de objetos
mas pequenos requiere una alta irradiancia para obtener suficiente sefal.

La obtencién de imagenes y/o la espectroscopia de objetos de dispersion se realizan usualmente con una fuente de
luz blanca no coherente (banda ancha de emision >1000 nm). Permite obtener imagenes de objetos de dispersion
contra un fondo homogéneo y bajo, y se puede utilizar para extraer un espectro de dispersion de banda ancha
mediante la determinacion de la sefial de dispersion en muchas longitudes de onda diferentes utilizando el mismo
iluminador. Las fuentes cominmente empleadas son lamparas incandescentes (por ejemplo, halégenas) o fuentes de
descarga de arco (por ejemplo, xendn). La principal desventaja de estas fuentes es su area de emision extendida (>1
mm?2), que no permite un enfoque estrecho del haz para lograr una alta irradiancia de la muestra.

Una forma de superar esto es mediante el uso de una banda estrecha y una fuente de luz coherente, tal como un
laser. La alta coherencia y el bajo ancho de banda (tipicamente <1 nm) permiten que el enfoque estrecho del haz logre
una alta irradiancia de la muestra. Sin embargo, la irradiacion con laser coherente tiene limitaciones porque (1) las
franjas de interferencia causan un patrén de iluminacién no homogéneo y (2) las pequefias reflexiones espurias y la
fuga de luz en la configuracion optica causan artefactos de fondo en la imagen. Dichos artefactos reducen
significativamente la relacién sefal-ruido y pueden fluctuar en el tiempo debido a las vibraciones y las variaciones
térmicas de la configuracion optica.

En dichas aplicaciones de biodeteccion, se sabe que las fuentes de luz blanca o los laseres son Utiles para medir los
cambios espectrales. Las fuentes de luz blanca muestran una amplitud espectral B mucho mayor que el ancho de la
linea I" de una nanoparticula (es decir, B>> ), y por lo tanto, permite la medicion de todo el espectro a la vez utilizando
un espectrometro. Después, los desplazamientos del espectro se extraen mediante el analisis de los espectros
posteriores. Por otro lado, los cambios espectrales también se miden utilizando una fuente que es mucho mas estrecha
que el ancho de linea de la particula, por ejemplo, un laser (B << I'). La sefial dispersada dependiente del tiempo
cambiara cuando el espectro del objeto cambie. Sin embargo, debido a que los diodos superluminiscentes (SLD)
presentan una amplitud espectral que es similar al ancho de linea de las nanoparticulas (es decir, B ~ I'), el uso de
SLD para mediciones de cambio espectral dinamico en nanoparticulas es inesperado. La tomografia de coherencia
optica también utiliza SLD para la iluminacién, pero no hay intencién de medir los cambios espectrales de la muestra.
Aunque se usan particulas con diferentes resonancias de plasmén, la longitud de onda de resonancia es fija y no
cambia con el tiempo. Por lo tanto, la medicién del comportamiento dinamico de los plasmones con un SLD es
inesperada porque no es intuitivo elegir una fuente de luz que tenga un ancho de banda solo un poco mas estrecho
que el ancho de linea de la resonancia que se sondea.

El ancho de linea de una nanoparticula de metal es tipicamente de 40-50 nm. Una fuente de luz blanca, tal como una
lampara halégena, tiene un ancho de linea mucho mas amplio que una nanoparticula. Un laser tiene un ancho de linea
mucho mas estrecho que una nanoparticula, mientras que el ancho de linea de una SLD tipica es tipicamente de 15
a 30 nm, dependiendo de la longitud de onda de emisién, que es comparable al ancho de linea de una nanoparticula.

Las FIGS. 6A-B ilustran dos implementaciones de un método combinado de microscopia y espectroscopia que utiliza
una fuente de luz brillante y de baja coherencia, un diodo superluminescente (SLD) 600, para la obtencion de imagenes
dependiente del tiempo de los objetos de dispersion 602. En las técnicas de biodeteccion de realizaciones de la
presente invencion, la sefial dependiente del tiempo representa desplazamientos del pico de resonancia de plasmon
del objeto de dispersion indicativo de la presencia de un analito. La longitud de coherencia mas corta de la luz SLD
604 en comparacion con la luz laser reduce significativamente los artefactos causados por la interferencia, mientras
que el brillo de los SLD es similar al de los laseres de diodo comunes.

La baja coherencia y el ancho de banda intermedio (por ejemplo, 15-30 nm a longitudes de onda de infrarrojo cercano)
del haz da como resultado una iluminacién homogénea y una baja intensidad de fondo. El alto brillo y la pequefa area
de emisién (por ejemplo, menos de 30 um? cuando se acoplan a una fibra de modo Unico) aseguran una alta
irradiancia. La sefal de dispersion de un objeto iluminado con un diodo superluminiscente es alta en comparacién con
el fondo y estable en escalas de tiempo cortas, asi como largas.

En la FIG. 6A el SLD 600 ilumina la muestra 602 bajo un angulo que excede el angulo para la reflexion interna total
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en una interfaz de vidrio-agua de una celda de liquido 606. En esta implementacion, la luz 604 se acopla a la muestra
602 a través de un prisma de vidrio 608. En una implementacién alternativa, mostrada en la FIG. 6B, la luz 604 esta
acoplada a la muestra 602 a través de la abertura trasera de una lente de objetivo 610. Dado que la implementacion
en la FIG. 6A separa las trayectorias de luz de excitacién y emision, conduce a un fondo mas bajo y una mayor relacion
sefial-ruido que la implementacién en la FIG. 6B. La implementacion en la FIG. 6B puede ser Util si el espacio sobre
la muestra se va a usar para otros fines, por ejemplo, un componente técnico para la regulacion de la temperatura. En
ambas implementaciones, debido a que el angulo de iluminacion es mas alto que el angulo para la reflexion interna
total en la interfaz de vidrio-agua de la celda 606, se refleja toda la luz de excitacion. La presencia de la particula 602
perturba la reflexiéon interna total, lo que lleva a una cierta intensidad de luz dispersada 612 que el objetivo recoge
parcialmente y se envia a un sensor de imagenes 614. El haz reflejado esta bloqueado por un bloque de haz, y la luz
dispersada restante se envia a un detector de imagenes 614, preferiblemente una camara con suficiente rango
dinamico y sensibilidad de longitud de onda para lograr una resolucidon de una sola molécula. En otra realizacion, la
muestra 602 se puede montar en una sonda 6ptica (por ejemplo, fibra éptica o una guia de onda) para permitir que
las mediciones se realicen directamente en entornos biolégicos complejos. Las sefiales del detector 614 se analizan
entonces por un procesador 616 para determinar la presencia del analito diana.

El ensayo puede implicar, por ejemplo, un ensayo de union, un ensayo competitivo, un ensayo de desplazamiento, un
ensayo en sandwich, un ensayo enzimatico, un ensayo con amplificacién de sefial y/o diana, un ensayo de multiples
etapas, un ensayo con cascada molecular, etc. El ensayo puede implicar grupos de reconocimiento de diferentes
naturalezas, por ejemplo, péptidos, proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, etc. Las realizaciones pueden incluir
varios métodos de calibracién, controles, multiplexacion, etc. Las realizaciones pueden incluir medidas para bloquear
y reducir procesos no deseados (por ejemplo, procesos inespecificos que generan sefiales de fondo) y para aumentar
la eficiencia, la estabilidad y la selectividad de la generacion de sefales.

Los casos de la presente divulgacion incluyen un sistema y una técnica para biodetectar un analito en una matriz
utilizando una gran colecciéon de detectores a nanoescala cuyas propiedades oOpticas se alteran individualmente en
presencia de un analito. En casos preferidos, por ejemplo, un biosensor plasmoénico basado en cientos de
nanoparticulas ancladas de oro individuales con sensibilidad de una sola molécula se monitoriza simultaneamente en
tiempo real dentro de una configuracion de microscopia de campo oscuro.

Un biosensor plasménico puede incluir cientos de nanoparticulas ancladas de oro individuales con sensibilidad de una
sola molécula que se monitorizan simultaneamente en tiempo real dentro de una configuracion de microscopia de
campo oscuro. El enfoque permite el analisis estadistico de interacciones de una sola molécula sin requerir ningun
etiquetado del analito. La distribucion del tiempo de espera depende de la concentracion y obedece a las estadisticas
de Poisson. En una realizacion, la capacidad de sondear cientos de nanoparticulas proporciona simultaneamente un
sensor con un rango dinamico de 7 décadas de concentracion y permitira el estudio de la heterogeneidad en las
interacciones moleculares.

La deteccion de una sola molécula tiene distintas ventajas sobre las técnicas promediadas por conjuntos porque
produce distribuciones estadisticas de propiedades moleculares en lugar de promedios, y revela eventos raros y no
sincronizados. Los casos preferidos de la divulgacion incluyen técnicas para monitorizar cientos de nanoparticulas
ancladas plasménicas de una sola molécula en tiempo real utilizando excitacion de reflexion interna total en una
disposicién de microscopio estandar.

En una implementacién de las realizaciones mostradas en las FIGS. 6A-B, el diodo superluminiscente es un Superlum,
con una longitud de onda central de 795 nm, ancho de banda de 14 nm, potencia maxima de 35 mW. El detector 614
es un dispositivo de carga acoplada (CCD), por ejemplo, con un area de 50 x 50 um? en la superficie de muestra.

La densidad de las particulas en el sustrato se puede controlar mediante la concentraciéon durante el recubrimiento
por centrifugacion para producir 150-250 particulas en un campo de vision de 100 x 100 um? del microscopio. Cada
sitio de particulas presenta una intensidad dispersada diferente causada por (a) la inevitable dispersion en el volumen
de particulas y la relacién de aspecto que conduce a una seccioén transversal de dispersion diferente en la longitud de
onda de irradiacién, y (b) una orientacion diferente de cada particula en el campo evanescente parcialmente
polarizado. Para asegurarse de que la técnica sondea nanorods individuales, se registran los espectros de dispersion
de luz blanca de todas las particulas. Menos del 10% de las particulas se encuentran en grupos, que se descartan en
el analisis.

El uso de un diodo superluminiscente (SLD) como fuente de luz es importante para lograr una relacién sefal-ruido
(S/N) suficiente. La mala coherencia espacial de la luz de una lampara incandescente proporcioné una intensidad
insuficiente para obtener imagenes de las particulas pequefias, mientras que la alta coherencia temporal de la
iluminacién con laser dio como resultado artefactos de interferencia que inducen las fluctuaciones de la sefial. Los
SLD son dispositivos semiconductores de alta ganancia que generan una emisién espontanea amplificada. En esta
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aplicacion, la baja coherencia temporal del SLD redujo significativamente los artefactos de interferencia, mientras que
la alta coherencia espacial aseguré una alta intensidad de iluminacion. Esto dio lugar a sefiales limitadas de ruido de
disparo para un tiempo de integracion de 100 ms.

En un experimento tipico de una sola molécula, se pasa un analito a la celda de flujo utilizando una bomba de jeringa.
La camara CCD se usa para registrar la sefial dispersada dependiente del tiempo (determinada por un ajuste
gaussiano bidimensional de cada punto en cada cuadro). Los cambios de plasmén asociados con los cambios en el
movimiento de las nanoparticulas ancladas se observan entonces como cambios escalonados en la intensidad
dispersada normalizada en funciéon del tiempo mediante un algoritmo de busqueda de pasos. Los cambios
escalonados en la sefal indican la unién estocastica de anticuerpos individuales (concentraciéon de anticuerpos 10
nM). El signo de los cambios escalonados depende de la longitud de onda del plasmén en relacion con la longitud de
onda de la fuente de irradiacién. La magnitud de los pasos varia del 1 % al 5 %, indicando la variacion de los tamarios
de paso las diferencias de posicién y orientacién. El signo de la sefial causada por la unién del analito depende de la
longitud de onda del plasmoén en relacién con la longitud de onda del SLD. Para particulas con una longitud de onda
de plasmén mas corta que la longitud de onda del SLD, el desplazamiento al rojo del plasmén provoca un aumento en
la sefal dispersada, mientras que las particulas con una longitud de onda de plasmoén mas larga que la longitud de
onda del SLD exhiben el comportamiento opuesto. Una fraccién de las particulas no muestra cambios escalonados
de la sefal porque la longitud de onda del plasmén esta cerca de la longitud de onda del SLD. Por esa razén, el analisis
puede excluir particulas con una resonancia de plasmén entre 775 nm y 815 nm. También puede excluir pasos con
una S/N <2 (definida como la relacion entre el tamafio de paso y la desviacion estandar de la sefial antes de la
inyeccion del analito) que se atribuye a la deriva del fondo o los analitos que se unen a la superficie del vidrio cerca
de las particulas.

A partir del ajuste del hallazgo de los pasos a los datos, el procesador puede estimar un valor para 1, el tiempo de
espera medio entre los pasos. La distribucion de los tiempos de espera obedece a las estadisticas de Poisson, con
una tasa de unién media que depende de la concentracion del analito segun una ley de potencia, como se muestra en
el grafico de la FIG. 7.

La intensidad dispersada detectada se obtiene ajustando el punto limitado por difraccién de una particula en cada
cuadro con un gaussiano bidimensional. La S/N (definida como la relacién entre la media y la desviacion estandar de
la sefial durante 150 segundos) aumenta para particulas mas brillantes. La S/N se aproxima al limite de ruido de
disparo con un exceso de ruido que probablemente sea causado por las fluctuaciones de la intensidad del SLD y la
ligera desviacion mecanica de la muestra. A partir de estas mediciones, se llega a la conclusién de que se pueden
detectar cambios de sefal escalonados del 1 % con una S/N de 3-5 para particulas con una intensidad integrada
superior a 105 recuentos/s.

La precisiéon con la que se puede determinar la concentracion de un analito esta limitada por las estadisticas de
recuento. Por ejemplo, al menos 100 moléculas deben detectarse en una ventana de tiempo definida para tener una
precision de concentracién-determinacién de aproximadamente 1/V100 = 10 %. Las particulas pequefias tienen un
numero limitado de moléculas receptoras en su superficie, por lo que una particula individual puede capturar solo un
numero limitado de moléculas de analito. Ademas, en el limite de una concentracion de analito muy baja, existe una
alta probabilidad de que una sola particula no haya capturado ni una sola molécula de analito, incluso para tiempos
de incubacion prolongados. Para abordar este problema, un sistema de biodeteccidn segun los casos preferidos de la
divulgacion tiene al menos 100 nanoparticulas ancladas, y se registran trazas de tiempo en las particulas individuales.
El procesador combina los datos de las particulas para determinar la concentracion de un analito. Para una baja
concentracién de analito, preferiblemente los datos se combinan de al menos 1000 particulas, mas preferiblemente al
menos 10.000 particulas.

Debido a las variaciones durante el proceso de fabricacion de las nanoparticulas, pueden tener distintos tamafos
variables, dando como resultado propiedades espectrales inconsistentes. Para abordar este problema, es preferible
usar particulas con una distribucién intrinsecamente estrecha de resonancias de plasmoén, por ejemplo, bipiramides
de oro. Los inventores han encontrado que el ancho de linea por conjuntos del espectro de extincion de una solucién
de bipiramides se aproxima al ancho de linea de particula tnica de 50 nm, mientras que el ancho de linea por conjuntos
de nanorods de oro es tipicamente ~200 nm. Esto indica que las bipiramides individuales son opticamente mas
homogéneas. Para abordar este problema, también es preferible utilizar un sistema de biodeteccién con multiples
longitudes de onda. Una solucién preferida es registrar trazas de tiempo en varias longitudes de onda diferentes, por
ejemplo, utilizando un diodo superluminescente ajustable por longitud de onda.

Es ventajoso tener un sistema de biodeteccidon con un alto nimero de particulas. Sin embargo, en un sistema
miniaturizado solo esta disponible un area de superficie limitada. Ademas, la densidad de las particulas en la superficie
es limitada, ya que el sistema 6ptico necesita poder registrar las trazas de tiempo de los objetos individuales. Para
abordar este problema, es preferible tener un sistema en el que mas de una fraccién predeterminada de las particulas
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estén separadas de las particulas vecinas mas cercanas en al menos el limite de difraccion del sistema 6ptico. Otra
forma de abordar este problema es usar un patrén ordenado de particulas en la superficie, en lugar de una distribucién
aleatoria. Preferiblemente, el patron de particulas en la superficie es conforme al patron de pixeles en un chip de
camara digital. Las cdmaras digitales suelen tener pixeles rectangulares; para un chip de camara con pixeles
rectangulares, las particulas estan preferiblemente situadas en una cuadricula rectangular. Otra forma de abordar este
problema es usar un sistema 6ptico en el que una sola particula se asigna a un solo pixel de un chip de camara digital.
Preferiblemente, una sola particula da una sefial en un solo pixel que es al menos 5 veces mas alta que la sefal en
ese pixel causada por particulas vecinas. Otra forma de abordar este problema es usar particulas con diferentes
propiedades espectrales, disefiadas de forma alterna en una superficie, con un espacio minimo por debajo del limite
de difraccion. Debido a las diferentes propiedades espectrales, se pueden seleccionar subpoblaciones de particulas y
se pueden registrar trazas de tiempo en diferentes subpoblaciones con resolucion de particula Unica, incluso si estan
separadas por menos de la longitud de difraccion.

En una tecnologia de biodeteccion basada en particulas con deteccion dptica y resolucién de una sola particula, es
importante identificar e ignorar los objetos de tipo particula no deseados que sean fuentes de ruido. Los objetos de
tipo particula de este tipo pueden estar relacionados con la contaminacion de muestras o agregados en la muestra, o
debido a las propiedades bioquimicas de las particulas de deteccion (por ejemplo, funcionalizacién de superficie),
propiedades de las particulas (por ejemplo, forma, propiedades épticas), o configuraciones de particulas con otras
particulas (por ejemplo, agregado de multiples particulas, o particulas multiples en la proximidad que no pueden
resolverse opticamente). Para abordar este problema, las propiedades espectrales de estas particulas se pueden
registrar y comparar con los datos de referencia. Las propiedades espectrales se pueden registrar, por ejemplo,
utilizando una fuente de luz de banda ancha y un filtro ajustable, o usando una fuente con longitud de onda ajustable.
Las sefiales espectrales se pueden usar para identificar objetos no fiables causados, por ejemplo, por las propiedades
de las particulas (por ejemplo, la forma) o la configuracién de las particulas (por ejemplo, grupos de particulas). Las
nanoparticulas ancladas individuales se caracterizan por un solo espectro de Lorentzian estrecho, lo que permite
descartar grupos en funcion de la forma de la linea y el ancho de linea del espectro. Ademas, el espectro de dispersion
de los grupos de nanoparticulas presenta un pico doble o ningun pico claro en absoluto. Estos grupos se pueden
distinguir facilmente de los espectros de particulas individuales y se descartan del analisis de datos.

Otra técnica para abordar este problema es comparar las trazas de tiempo de la sefial de objetos individuales con las
trazas de tiempo de una pluralidad de otros objetos. Los objetos que tienen caracteristicas que se desvian fuertemente
de una pluralidad de otros objetos pueden ser rechazados, por ejemplo, en funcién de las caracteristicas de ruido, la
deriva, el tamario de los pasos, el numero de pasos, la sefial acumulada durante un largo tiempo, etc.

El rango dinamico del sensor tiene bajos y altos limites de concentracién. Las bajas concentraciones de analito limitan
las estadisticas porque la tasa de unién es baja. Para concentraciones bajas, la concentraciéon minima accesible se
determina por el numero de particulas en un campo de visiéon. El algoritmo de ajuste gaussiano 2D actualmente
requiere una region de interés de 10x10 pixeles para obtener un ajuste preciso para una ampliacion de 60x. Las
camaras cientificas de gama alta que tienen una resolucién de mas de 5 megapixeles tienen un numero estimado de
particulas de 50 en el campo de vision en condiciones 6ptimas. La concentracion mas baja accesible es entonces ¢ =
0,5 pM. Las concentraciones mas altas de analito exhiben una mayor velocidad de union, para lo cual se requiere una
mayor velocidad de cuadro (es decir, un tiempo de integracion mas corto) para resolver todos los eventos de unién de
una sola molécula. Basandose en los tiempos de espera distribuidos de Poisson, una velocidad de cuadro de 50/t
asegurara que los tiempos cortos en la distribucién también se resuelvan. Al aumentar la intensidad del incidente de
64 W/cm? a 1 kW/cm? el tiempo de integracion se reduce a 6 ms con solo una modesta reduccion en S/N. La velocidad
de cuadro maxima que se puede lograr esta limitada fundamentalmente por el calentamiento foto-térmico de las
nanoparticulas. Para estudios en muestras bioldgicas, el aumento de temperatura maximo permitido es del orden de
10 K, que se estima que se alcanza para una intensidad incidente de 10 kW/m?2. Esto implica que se puede lograr una
velocidad de cuadro de 20 fps sin inducir dafio térmico al analito. Estas velocidades de cuadro tan altas dan acceso a
interacciones de baja afinidad o a concentraciones de analitos tan altas como aproximadamente 5 pM.

Las sondas para biodeteccidén con resolucién de molécula Unica (por ejemplo, una nanoparticula de metal, un
resonador dieléctrico, un nanoporo de estado sdlido) tipicamente exhiben un rango dinamico limitado debido al bajo
numero de sitios de union por sonda, lo que impide la acumulacion de estadisticas suficientes a bajas concentraciones
de analito. Esta limitacion se supera en las realizaciones de la presente invencion mediante el sondeo paralelizado de
muchos sensores, lo que proporciona un extraordinario rango dinamico proyectado de 7 décadas de concentracion.
La capacidad de extraer distribuciones de parametros de interaccion molecular permite la investigacion de la
heterogeneidad en una poblaciéon de moléculas sin marcar. El disefio 6ptico sencillo y barato permite que el sensor se
implemente facilmente con un microscopio.

Las altas concentraciones de analito daran eventos de uniéon con una alta tasa de unién. Esto hace que resulte
complicado resolver eventos de enlace individuales en trazas de tiempo medidas. Ademas, las interacciones de baja
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afinidad pueden dar lugar a estados de corta duracién que son dificiles de resolver. Para abordar este problema, es
preferible utilizar un sistema 6ptico con una alta velocidad de cuadro. Preferiblemente, la velocidad de cuadro o el
tiempo de integracion reciproca es superior a 100 s™', mas preferiblemente superior a 1000 s™'.

La temperatura de las particulas es crucial porque la estructura y la actividad de la proteina pueden verse afectadas
cuando se calienta durante largos periodos de tiempo. La mayoria de las proteinas globulares exhiben una temperatura
de fusion que varia de 40 °C a 80 °C dependiendo del pH y las condiciones del tampdn. Basandose en un modelo
tedrico, se estima que es necesaria una intensidad incidente superior a 10 kWcm2 para elevar la temperatura de la
particula en mas de 10 K.

Se puede lograr una alta relacion sefal-ruido y una alta tasa de cuadro usando una fuente de luz con alta potencia.
Sin embargo, una alta potencia dptica puede dar un aumento de temperatura inaceptable en el fluido de muestra, lo
que afecta a los materiales bioquimicos. Para monitorizar este problema potencial, se puede integrar un termémetro
6ptico con el sistema. Por ejemplo, se puede implementar una camara sensible a fases, o monitorizar la emisiéon
desplazada en azul de las particulas metalicas. Para mantener una temperatura aceptable, se puede ajustar la
potencia incidente.

Una deriva de la sefial éptica de las particulas debido a los eventos de unién y de no unién complica la observacion
de las sefales. Para abordar este problema, es preferible utilizar una referencia interna para calibrar de manera
continua o periddica la sefial éptica, por ejemplo, una particula u otro objeto fiducial con actividad dptica en la
superficie, lo que proporciona una sefial de dispersion éptica estable, sin propiedades resonantes y sin sensibilidad a
la union molecular. La sefial de una particula de referencia sera una referencia 6ptica para el estado de iluminacion y
deteccién del sistema. La sefal de referencia se puede usar por el procesador para corregir las fluctuaciones en las
sefiales Opticas de las particulas de biodeteccion, causadas por la deriva en los componentes del sistema 6ptico y las
fluctuaciones de la intensidad de la fuente de luz. El uso de multiples particulas de referencia en la superficie mejorara
adicionalmente la calibracion. Los ejemplos de marcadores de referencia o fiduciales son esferas de poliestireno,
estructuras de superficie con nanopatrones, islas PDMS. Las fluctuaciones de sefial éptica pueden ser causadas por
cambios en la longitud de la trayectoria dptica, por ejemplo, perpendiculares al plano de imagen (eje z). Para abordar
este problema, es preferible tener una retroalimentacion y control activos del eje z en el sistema.

La multiplexacion de analitos, es decir, la medicion de diferentes analitos al mismo tiempo, es ventajosa para una
mayor sensibilidad y especificidad biomédica. Para proporcionar dicha multiplexacién, algunas realizaciones usan
particulas que tienen diferentes receptores en su superficie. Por razones de estadistica y precision de recuento, el
numero de particulas debe ser al menos igual a 100 para cada analito, y mas alto cuando sea necesario un analito
con una tasa de eventos de union baja (por ejemplo, porque tiene una concentracion baja, o debido a la afinidad y
densidad de los receptores). La velocidad de cuadro minima del sistema 6ptico se determina por el analito con la tasa
de eventos de union (sin unién) mas alta. Ademas, algunas realizaciones utilizan particulas con diferentes propiedades
opticas, de manera que las diferentes particulas pueden mezclarse. Las particulas tienen preferiblemente al menos
dos subpoblaciones que pueden distinguirse épticamente y que tienen diferentes receptores en su superficie. También
en este caso, por razones de estadistica y precision de recuento, el nimero de particulas es preferiblemente de al
menos 100 por cada analito, y mas alto para un analito con una baja tasa de eventos de unién (por ejemplo, porque
tiene una concentracion baja, o debido a la afinidad y densidad de los receptores). La velocidad de cuadro minima del
sistema optico se determina por el analito con la tasa de eventos mas alta.

Segun algunos casos de la presente divulgacion, los sistemas de movimiento de particulas ancladas (TPM) pueden
formarse a partir de un anclaje de ADN bicatenario (ADNds) de 50 nm que une una nanoparticula (por ejemplo,
microesfera o nanoperla) de radio de 500 nm a un sustrato. En los sistemas de TPM tipicos, el movimiento en el plano
de esta particula se rastrea en el tiempo, de manera que se obtiene una proyeccion bidimensional del movimiento de
la perla. Cuando se obtiene una imagen repetida de tal perla dentro de varios intervalos de tiempo consecuentes At,
el resultado combinado de todos los resultados de imagen en un patrén de movimiento. Una caracteristica distintiva
del método de TPM de la presente invencién en comparacién con los enfoques tradicionales de TPM es el hecho de
que el sistema esta disefiado para que la particula pueda unirse a la superficie, por ejemplo, recubriendo tanto la perla
como el sustrato con moléculas de unidon complementarias. Por lo tanto, la particula anclada, que tiene un enlace
primario al sustrato a través del anclaje, puede formar un enlace secundario con el sustrato. Cuando se forma tal
enlace secundario, el patron de movimiento se altera significativamente y puede cambiar su amplitud y/o simetria.
Ademas, los estados unido y no unido estan influenciados por la presencia de un analito diana, de manera que la
presencia del analito puede determinarse midiendo los cambios en las propiedades del movimiento de particulas. Los
cambios temporales en el patron de movimiento son indicativos de la presencia del biomarcador o analito que se
pretende sondear y, por lo tanto, estos cambios son una medida de la concentracion de este biomarcador.

La FIG. 8A es un diagrama esquematico de una particula anclada en un estado no unido, mientras que la FIG. 8C es
un diagrama esquematico de una particula anclada en un estado unido. Como se muestra en el grafico de la FIG. 8B,
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donde cada punto corresponde a una posicion de la particula en el plano x-y de la superficie, la particula anclada no
unida durante un periodo de muestreo tiene una distribucion simétrica alrededor del eje central (el centro del circulo).
Como se muestra en el grafico de la FIG. 8D, la particula anclada unida durante un periodo de muestreo tiene una
distribucién asimétrica alrededor del eje central (el centro del circulo).

Los casos de la divulgacion pueden usar generalmente cualquiera de los diversos tipos de polimeros (anclaje) con un
extremo unido a una superficie (sustrato) y con el otro extremo que esta unido a una perla (particula) libre de otro
modo. Los anclajes pueden ser, por ejemplo, ADN bicatenario, ADN monocatenario o ARN, o un polipéptido, u otro
polimero. Sin embargo, cualquier polimero, o incluso cualquier macromolécula, que sea capaz de unir una particula a
una superficie, podria en principio usarse para el TPM. Preferiblemente, los sistemas de TPM de la presente
divulgacion usan ADN bicatenario (ADNds) que tiene una longitud de persistencia de aproximadamente 50 nm.

Un anclaje mas largo tiene la ventaja de que las diferencias de movimiento entre los estados unido y no unido de la
particula son grandes (lo que facilita la discriminacion entre los estados unido y no unido), y que se sondea una amplia
area de interaccion entre la particula y la superficie (por lo que se hace un uso mas eficaz del area de superficie
biofuncionalizada). Un anclaje mas corto tiene la ventaja de que la tasa de interaccion (tasa de éxito, concentracion
eficaz) entre la particula y el area de superficie es alta. Las longitudes de anclaje utiles estan en el rango entre unos
pocos nanémetros y unos pocos micrometros, por ejemplo, de 5 nm a 10 micrometros.

Con el fin de observar el movimiento de particulas ancladas en escalas de tiempo experimentales, el tamafio de la
particula es preferiblemente menor de unos pocos micrometros. Se pueden usar varios tipos de particulas, incluidas
particulas metdlicas (por ejemplo, oro), particulas de material organico o inorganico, particulas de poliestireno y
fluoroesferas. Comparando particulas metalicas con particulas de poliestireno, una ventaja de las particulas metélicas
es la fuerte dispersion de la luz. Por otro lado, las particulas de poliestireno se utilizan con frecuencia en experimentos
de pinzas opticas y permiten el control magnético de la particula cuando se incluye un nucleo magnético.

Una particula mas grande tiene la ventaja de una mayor sefial 6ptica y un menor desenfoque de movimiento (por lo
tanto, una mayor precision de localizacién). Una particula mas pequenia tiene la ventaja de una mayor difusividad y un
movimiento mas rapido, para una mayor tasa de interaccion entre la particula y la superficie, y de manera que el
cambio en la movilidad debido a un enlace mediado por analitos tenga una mayor resolucién de tiempo. Los tamafios
de particulas utiles estan en el rango de entre unos pocos nanémetros y unos pocos micrometros, por ejemplo, de 5
nm a 10 micrémetros.

En realizaciones preferidas, la posicion de la particula se rastrea mediante microscopia de campo oscuro, lo que da
como resultado datos de las coordenadas del centro de la particula de X e Y en paralelo al sustrato, es decir, el
movimiento proyectado bidimensional de la perla. En algunas realizaciones, la coordenada Z de la particula también
se puede rastrear, por ejemplo, usando sefiales de difraccion.

En algunas realizaciones, se usan particulas magnéticas que consisten en una matriz de polimero con muchos granos
pequefios de 6xido de hierro magnético (Fe203). Las particulas magnéticas se pueden activar con un iman y se pueden
detectar con microscopia de luz estandar.

En una realizacion, los parametros utilizados para caracterizar la dinamica del sistema son la autocorrelacion del vector

en el plano f{(t) que describe las posiciones de la particula,
<R -R(t+1)>

El tiempo caracteristico time 11 se define como el tiempo correspondiente a la funcién de autocorrelacion del vector en

el plano R(1) que describe las posiciones de la cuenta. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el valor para 11 es (0,09
1+ 0,01) s, o mas generalmente, 71 puede estar en el intervalo de 0,1 - 0,3 s.

Los restos de uniéon que se pueden usar en el biosensor son, por ejemplo, proteinas, anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos, proteinas recombinantes, sacaridos, polimeros impresos molecularmente, moléculas pequefias, acidos
nucleicos, ADN, aptameros, aglutinantes multivalentes, y combinaciones de los mismos.

Los restos de union estan acoplados a las particulas y a la superficie, preferiblemente en la region en la que interactian
los dos objetos, es decir, en areas donde la particula y la superficie tienen una tasa de acierto diferente de cero. Los
restos pueden colocarse cerca o mas lejos de los puntos de sujecion de anclaje. El cambio de patrén de movimiento
entre no unido y unido depende de la ubicacion donde tiene lugar la unién. Por ejemplo, una unién entre parches en
los dos puntos de union de anclaje respectivos da un pequefio patrén de movimiento centrado, mientras que una union
entre parches en la periferia de las areas de interaccién en la particula y el sustrato dan un patrén de movimiento
descentrado. En caso de que el resto 108 esté conjugado en el anclaje (ya sea en el extremo de la superficie del
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anclaje, o en otra parte del anclaje) y el resto 106 esté conjugado con la particula (véanse los nimeros en la FIG. 1),
entonces una unioén entre 106 y 108 puede dar un patréon de movimiento centrado alrededor del punto donde el anclaje
esta unido a la superficie, ahora con un tamafio mas pequefio que el patron de movimiento de particulas en ausencia
de unién entre estos restos, que se refiere a un acortamiento de la longitud eficaz del anclaje. En el caso de que el
resto 106 esté conjugado en el anclaje (ya sea en el extremo de la particula del anclaje, o en otra parte del anclaje), y
108 esté conjugado con la superficie, entonces una unién entre 106 y 108 puede dar un patrén de movimiento centrado,
pero también un patrén de movimiento descentrado, dependiendo de la posicion del resto 108 en la superficie. Por lo
tanto, el patron en el estado unido esta influenciado por la ubicacion de los aglutinantes en la particula y en el sustrato,
y por la ubicacién donde se une el analito. Por lo tanto, puede ser ventajoso tener una tabla de busqueda con posibles
patrones de movimiento unido y relacionar un patron de movimiento medido con los datos en la tabla de busqueda,
para detectar con buena sensibilidad la aparicion de la unién de particulas.

La densidad éptima de los restos de unién en la particula y el sustrato depende del tipo de ensayo y de la concentracion
del analito. Por ejemplo, en un ensayo en sandwich con concentraciones de analito muy bajas, es beneficioso tener
una alta densidad de restos de unién en particulas y sustrato, para tener una buena cinética y una buena sensibilidad.
Una alta densidad puede ser, por ejemplo, entre 10 y 105 restos/um?. En un ensayo competitivo, al menos uno de los
restos de union respectivos debe tener una densidad de superficie baja para evitar una unién multivalente demasiado
fuerte entre la particula y la superficie, de lo contrario las moléculas de analito no pueden desplazar eficazmente las
uniones para poner la particula en un estado no unido. Una forma de tener un sistema en el que uno de los restos de
union esta presente en numeros bajos, es una realizacion donde el resto 106 o el resto 108 se conjugan con el anclaje.
El numero de restos en el anclaje puede controlarse bien mediante métodos de preparacién quimica, y por ejemplo,
puede controlarse para tener solo un resto de union por anclaje, lo que puede ser ventajoso en un ensayo competitivo.

El espacio entre las particulas en la superficie debe ser lo suficientemente grande como para que las particulas no se
impidan el movimiento de las demas, y lo suficientemente grande para que las particulas puedan detectarse de manera
independiente entre si, y lo suficientemente pequenas para que se pueda ajustar un gran numero de particulas en la
superficie de deteccidn para estadisticas 6ptimas.

Segun los casos de la divulgacion, la preparacién del biosensor se puede dividir en varias etapas. Una primera etapa
es limpiar la muestra esencial. Durante la segunda etapa se funcionalizan la superficie y las particulas. Una tercera
etapa es acoplar las particulas funcionalizadas a la superficie funcionalizada. Una cuarta etapa puede ser conservar
la superficie para un uso posterior, por ejemplo, recubriendo la superficie con un revestimiento protector que contenga
azucar u otro recubrimiento hidréfilo que se disuelva cuando se afiada liquido al sensor. Como alternativa, la superficie
del sensor puede estar recubierta con un hidrogel que protege los restos bioquimicos y pasa el analito cuando el
sensor esta en contacto con una muestra de fluido. Existen muchos mas métodos y procedimientos para preparar un
dispositivo de biosensor, que se conocen bien en la técnica.

Los sistemas de biodeteccion segun la presente invencion se pueden usar para aplicaciones in vitro, o para
aplicaciones in vivo, 0 muy generalmente para pruebas del cuerpo humano. Puede usarse como parte de un dispositivo
médico tal como un catéter, un parche, un tubo, una aguja, una fibra, un clip, un cable. Puede usarse para respaldar
el tratamiento médico, o como parte de un dispositivo para monitorizacion en o sobre el cuerpo. Se puede utilizar en
un formato desechable, tal como un cartucho, un tubo, una placa de titulacion.

En aplicaciones in vivo, las sondas pueden estar en interaccién con el sistema bioldgico a través de un médulo de filtro
(por ejemplo, un recubrimiento que pasa el analito de interés y dificulta el paso de otros componentes) y/o a través de
un material que garantiza la biocompatibilidad y el buen funcionamiento mientras esta en contacto con el sistema en
vivo.

Las realizaciones pueden incluir diversas caracteristicas adicionales, incluyendo diversas formas de multiplexacion,
por ejemplo, multiplexacién de analitos, multiplexacién espacial, multiplexaciéon espectroscépica, multiplexacion de la
funcionalidad de la sonda. Las realizaciones pueden incluir paralelizacion de sondas, para estadisticas o para rango
dinamico (por ejemplo, diferentes funcionalizaciones de sonda, multiplexadas en posicion y/o en propiedad optica).
Los ejemplos de la divulgacion pueden incluir diversos recubrimientos de sondas, coberturas de sondas, diversas
formas y materiales para incrustar y ubicar la sonda en una matriz, componentes de separacion de analitos,
componentes de separacion de células, por especificidad y/o sensibilidad, lo cual es particularmente importante en
sistemas biolégicos complejos.

Los casos de la divulgacion pueden incluir un analizador o un instrumento de lectura, que envia excitacion al sensor
(por ejemplo, éptico, eléctrico, acustico) y/o recibe sefiales del sensor y realiza el procesamiento de la sefial. El
analizador también se puede utilizar para transmitir sefiales a otros instrumentos y/o a sistemas remotos de
comunicacién, procesamiento y/o almacenamiento.
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En un caso especifico de la divulgacion, el biosensor se basa en cientos o miles de particulas individuales, con
sensibilidad de una sola particula y una sola molécula, que se monitorizan simultdneamente en tiempo real dentro de
una configuracién de microscopia de campo oscuro. La técnica permite el analisis estadistico de interacciones de una
sola molécula sin requerir ningun etiquetado del analito. La capacidad de sondear cientos de nanoparticulas
simultdneamente proporciona un sensor con un amplio rango dinamico. El biosensor es parte de un sistema de
biodeteccion que supera las limitaciones en la técnica anterior al monitorizar muchos sensores de particulas
individuales en tiempo real.

Adquisicion de datos

Para obtener informaciéon sobre el movimiento de las particulas en los ensayos, se realiza un seguimiento del
movimiento de las particulas. Las particulas se forman preferiblemente, pero no necesariamente, con microscopia
optica de campo oscuro.

Los datos de imagen de camara sin procesar se procesan en los patrones de movimiento de todas las particulas en
el campo de vision. Por ejemplo, al calcular la raiz cuadrada de la longitud de los vectores propios de la matriz de
covarianza del patron de movimiento, se determina la desviacion estandar de los puntos de datos a lo largo del eje
menor y el eje mayor. La simetria del patron de movimiento se define como la relaciéon de la amplitud menor sobre la
amplitud mayor. La amplitud de movimiento menor y la simetria del patrén de movimiento pueden usarse para ordenar
los patrones de movimiento y para rastrear el comportamiento de las particulas en funcién del tiempo. Se realiza un
procesamiento adicional de los datos para revelar el numero de eventos de unién y de no unién, y de ello se deduce
la concentracién de analito.

En la FIG. 9A se ilustra un aparato para medir el movimiento de particulas segun una realizacion. Las particulas 900
estan ancladas a un sustrato mediante un anclaje de ADNds de 40 nm 902. Los anclajes moleculares estan
funcionalizados en un extremo con biotina para unirse a estreptavidina 901 que esta recubierta en las particulas 900,
y en el otro extremo con rojo Texas 906 para unirse a los anticuerpos anti-rojo Texas acoplados a la superficie 904. El
movimiento de particulas se registra en una disposicién de microscopia de campo oscuro, con una fuente de luz blanca
908 y una camara CCD 910. El aparato de formacion de imagenes incluye un bloque de haz 912 y lentes 914, 916,
918. Las imagenes capturadas por la camara 910 son analizadas por el procesador 911. Una serie de imagenes 920
se recopilan, como se muestra en la FIG. 9B, y se analizan para ubicar particulas en cada cuadro. El patrén de
movimiento correspondiente se construye como un grafico de puntos 922.

El anclaje corto 902 mantiene la particula 900 cerca del sustrato 905 y, por lo tanto, garantiza un muestreo de alta
frecuencia de la interaccion particula-sustrato. A través del analisis de los graficos de puntos de particulas 922, se
pueden resolver una diversidad de patrones de movimiento con una precisiéon de localizacién de unos pocos
nanémetros. Los patrones de movimiento desviados estan asociados con variaciones en el numero y la orientacién de
los anclajes, la rugosidad de las particulas y las uniones entre la particula y la superficie.

Como ejemplo concreto ilustrativo, ahora se describe una implementacion especifica. Para proporcionar el sustrato
funcionalizado 905, se limpiaron los bordes de las cubiertas de vidrio (Menzel-Glaser, Alemania) mediante sonicacion
durante 5 minutos en acetona, alcohol isopropilico y bafios de metanol. Los sustratos se secaron entre cada etapa
utilizando una corriente suave de nitrégeno y se almacenaron al vacio en un desecador hasta su uso. Se unieron
células fluidas (Grace Biolabs) con un volumen de 23 ul al sustrato funcionalizado utilizando una capa adhesiva. La
funcionalizacion del sustrato se realizé por fisisorcién de anticuerpos anti-rojo Texas con respecto al vidrio. Los
anticuerpos se diluyeron en PBS a la concentracion deseada (8-5000 ng/ml) y se incubaron durante 60 minutos en la
célula fluida, seguido de un bloqueo del sustrato utilizando una incubacién de 5 minutos de BSA al 1 % en peso en
PBS. Las células fluidas se lavaron con 1 ml de PBS después de cada etapa de incubacion.

Para proporcionar la funcionalizacién de particulas con ADN, se incubaron particulas superparamagnéticas recubiertas
con estreptavidina (Estreptavidina C1 MyOne, Life Technologies) con ADNds de 120 pb en una relacién de 10 a 2000
ADNds por particula. EI ADN bicatenario de 120 pb de longitud con una molécula de biotina en un extremo y una
molécula de colorante rojo Texas en el otro extremo se han obtenido comercialmente de Ella Biotech (Martinsried,
Alemania). La concentracion de particulas durante la incubacion de 60 minutos fue de 8,3 pM en tampoén PBS. El resto
de biotina en el ADN se une a las moléculas de estreptavidina durante la incubacion. Se determiné que la eficiencia
de esta reaccion de acoplamiento era aproximadamente del 70 % mediante un ensayo de sobrenadante. El ensayo
de sobrenadante cuantifica la concentracion de ADN no unido en el sobrenadante de reaccién utilizando la sefal
fluorescente del colorante de intercalaciéon de ADN SYBRGreen (véanse los datos complementarios para obtener mas
detalles). Después de la separacién magnética, las particulas se lavaron en PBS y finalmente se suspendieron en BSA
al 1 % en peso en PBS hasta una concentracion final de 140 fM.

Las particulas funcionalizadas con ADNds se unieron al sustrato recubierto con anticuerpo incubando las particulas
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diluidas en las células fluidas durante 5 minutos. Los extremos rojo Texas de los anclajes de ADN se unen a los
anticuerpos rojo Texas en el sustrato y crean el sistema de particula-anclaje-sustrato como se ilustra en la figura 1a.
La muestra se puso boca abajo y se almacend durante 10-30 minutos para eliminar las particulas no unidas del sustrato
mediante sedimentacion.

Se funcionalizaron particulas de poliestireno liso (PS) con un diametro de 500 nm (Microparticle GmbH, Alemania) con
anticuerpos contra la biotina. Las particulas se funcionalizaron con ADNds de 120 pb utilizando el mismo protocolo
que para las particulas de MyOne (véase anteriormente). La sedimentacion de las particulas de PS es mas lenta
porque la densidad de la masa es menor y el diametro es menor que el de las particulas de MyOne. Por lo tanto, se
uso un tiempo de incubacién de 15 minutos para las particulas de PS.

Las muestras se estudiaron en un microscopio Nikon Ti-E invertido (Nikon Instruments Europe BV, Paises Bajos) como
se ilustra en la FIG. 9A. Las particulas se observaron con un aumento total de 200x y se iluminaron utilizando un
condensador de campo oscuro; las particulas aparecen como puntos brillantes en un fondo de baja intensidad. Un
campo de vision (FOV) de 415 x 415 um? puede contener entre unos pocos y varios miles de particulas. Las particulas
se registraron durante 60 segundos a una frecuencia de muestreo de 30 Hz, como se ilustra en la FIG. 9B.

En el procesamiento posterior por el procesador 911, la luz de fondo se eliminé utilizando un filtro de frecuencia basado
en ondiculas de paso bajo. La ubicacion de las particulas individuales se determiné calculando el centro de intensidad
de los puntos de luz dispersos. Otras posibles técnicas de procesamiento incluyen, por ejemplo, filtrado de Fourier,
ondicula y umbral. Las ubicaciones de las particulas en los cuadros posteriores se correlacionaron para producir las

trayectorias X(t) La posicion absoluta promedio X se restd para cada particula para producir las trayectorias
relativas %i ().

Una ligera deriva de la muestra se produce durante los experimentos en el microscopio. La deriva de la muestra se
corrigié identificando una poblacién de particulas estaticas que sirvieron como referencia. Las particulas estaticas se
definieron como particulas con trayectorias de movimiento similares identificadas aplicando un umbral p en la

diferencia maxima en las trayectorias relativas mé\xl;’_‘.i(fJ _fj(t)| <P para todos i # j. El umbral p se eligié6 para

- o g  Oerror X p/\/N(p)
minimizar el error estimado inducido por la correccion de la deriva: donde N(p) es el nimero de
particulas clasificadas como estaticas para el umbral seleccionado. La deriva de la muestra se determiné a partir del
movimiento promedio de estas particulas estaticas y se aplicd un filtro de ondicula de paso bajo para suprimir el ruido
de alta frecuencia y las contribuciones de movimiento browniano. Las trayectorias determinadas a partir de los datos
sin procesar se corrigieron entonces para la deriva de la muestra observada.

Se determind que la precision de posicionamiento era inferior a 3 nm para las particulas magnéticas de 1 pm. Se
espera que la precision de posicionamiento de las particulas de PS sea muy similar ya que las sefiales de dispersion
optica de las particulas magnéticas y de PS son comparables.

La figura 10 ilustra una secuencia de distintos patrones de movimiento dependientes del tiempo de una particula. La
figura muestra un grafico de dispersion de posicidon acumulativa para una particula que alterna entre un patrén de
movimiento de disco y patrones de movimiento de multiples bandas. La figura muestra ocho intervalos de tiempo
consecutivos. En cada cuadro, los puntos recién recopilados se indican en color gris, y los puntos recopilados
previamente en color negro. La particula se observa inicialmente en el cuadro 1 para mostrar un patrén de disco que
indica un estado no unido de la particula. El patron de bandas en el cuadro 2 indica un estado en el que la particula
esta unida a la superficie en una primera ubicacion, y la banda con orientacion diferente en el cuadro 3 indica un
estado en el que la particula esta unida a la superficie en una segunda ubicacion. Estos estados unido y no unido se
acumulan en los cuadros posteriores 4, 5, 6, 7, 8. Este experimento demuestra que las transiciones se pueden medir
entre diferentes estados de union de particula y superficie. Los estados son reversibles y repetibles. Los estados
indican la presencia de uniones secundarias, ademas del anclaje primario.

Las particulas de interés son aquellas que muestran cambios en el patrén de movimiento y corresponden a un tipo de
movimiento cambiante en el transcurso del tiempo. Al analizar el movimiento de estas particulas, se puede determinar
el lapso de tiempo en que una particula se encuentra en el estado unido o en el estado libre. Ahora se proporciona
una descripcion de dos métodos para analizar el movimiento dependiente del tiempo: la funcion de tamafo de paso y
la funcion de area.

El tamafio de paso se puede usar para cuantificar el movimiento difusivo de la particula anclada. Especificamente, el

movimiento difusivo se determina al calcular la distancia absoluta a la que viaja una particula anclada en un cierto
intervalo de tiempo, el tamario de paso. El tamaiio de paso se calcula como Tamario de paso (t) = | r(t+At)- r(t)|, donde
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r es un vector. El tamafo de paso en funcion del tiempo muestra una cantidad significativa de variacion, un aspecto
intrinseco del movimiento browniano. El resultado es una amplia distribucién de tamafos de paso. La cantidad de
variacion en el tamafio de paso se puede suprimir promediando el tamafio de paso durante una ventana de tiempo
determinada y desplazando esta ventana a lo largo del eje de tiempo. Los descensos en el tamarfio de paso indican
un evento de enlace. Para disminuir la cantidad de fluctuaciones en los datos de tamario de paso, el tamarfio de paso
se promedia en una ventana. Para cuantificar las fluctuaciones, se calcula la desviacién estandar del tamafio de paso
en cada ventana. Al aumentar el tamafio de la ventana, la cantidad de fluctuaciones disminuye segun lo esperado. Sin
embargo, aumentar el tamafio de la ventana también conduce a una disminucion en la resolucion temporal. Por lo
tanto, existe una compensacion entre la cantidad de fluctuaciones estadisticas y la resolucion temporal. La ventana
de tiempo promedio preferida depende, por ejemplo, del tamafio de la particula. Por ejemplo, para una particula de 1
micrémetro de diametro, es preferible un tamafo de ventana promedio de 0,1-10 s.

Para aumentar el contraste entre el tamafo de paso de la particula en el estado libre y el estado unido, se varia el
intervalo de tiempo en el que se calcula el tamafio de paso. En el estado unido, el movimiento no esta limitado por el
intervalo de tiempo en el que se calcula el tamafio de paso, sino que estéa limitado por el confinamiento de la libertad
de movimiento debido al enlace molecular. Un contraste en el tamafio de paso se define como el tamafio de paso
promedio en el estado libre dividido por el tamafio de paso promedio en el estado unido, en funcién del intervalo de
tiempo At. El contraste aumenta en funciéon de At, pero la resolucion temporal disminuira con At. El contraste
convergera a un valor maximo, ya que la particula en estado libre esta limitada por el anclaje.

Cuando una particula esta en el estado unido, el movimiento de una particula estd mas fuertemente confinado en
comparacién con el movimiento de una particula en estado libre. Tanto el tamafio de paso de la particula como el area
que la particula sondea disminuyen en el estado unido. Para representar el area que sondea una particula en funcién
del tiempo, se calcula la envolvente convexa para una ventana de desplazamiento, como se muestra en la FIG. 11B.
Esto se denomina la funcién de area. La funcién de area se puede calcular para un rango de tamafios de ventana. A
medida que el tamafio de ventana aumenta de una fraccidon de segundo a varios segundos, el area se calcula sobre
mas puntos de datos y la funcién de area en el estado libre aumenta. Sin embargo, cuando el sistema esta en el estado
unido, el area aumenta significativamente menos. Esto se debe a que en el estado unido se requiere menos tiempo
para que la particula pruebe su espacio de fase disponible. Por lo tanto, calcular el area durante un tiempo mas largo
del que necesita el sistema para sondear el espacio de fase no conducira a un area mas grande. Para el estado libre,
el sistema aun se encuentra en el régimen donde la particula sondea un area mas grande al aumentar el tamafio de
ventana. El contraste entre el estado libre y el estado unido aumenta en funcién del tamafio de ventana. De nuevo, el
efecto secundario de aumentar el tamafio de la ventana esta perdiendo la resolucion temporal. El mismo tamafio de
ventana que el tamafo de paso se puede usar en el algoritmo para distinguir los estados unido y no unido. La FIG.
11B ilustra que un cambio mayor en la funcién de area esta asociado con la adicién o eliminacién de un punto de datos
lejos de los puntos de datos existentes en una ventana. La disminucion en el tamafo de paso y el area funcionan
cuando una particula anclada hace que un enlace molecular no siempre sea igual. Esta disminuciéon depende de la
posicién del enlace molecular con respecto al anclaje.

El objetivo del andlisis del movimiento de las particulas es discernir los eventos de unién en el movimiento observado
de las particulas ancladas.

Después de haber realizado el analisis de datos sin procesar, se conocen las trayectorias de todas las particulas. De
estas trayectorias, las que corresponden a particulas ancladas Unicas son de particular interés. La primera etapa es
filtrar todos los patrones de movimiento sin interés. Al establecer umbrales tanto en la amplitud menor como en la
simetria de los patrones de movimiento, se puede filtrar un gran grupo de patrones de movimiento sin interés. Los
umbrales utilizados son preferiblemente los siguientes: simetria >0,75 y 50 < amplitud menor < 175 nm para un sistema
de anclaje corto, y simetria >0,85, y 125 < amplitud menor < 225 nm para el sistema de anclaje largo. Sin embargo,
estos umbrales son solo indicaciones y pueden optimizarse para los sistemas relevantes. Los patrones de movimiento
en forma de anillo y campana que cumplen los criterios de seleccion se pueden descartar, pero esto no es
absolutamente necesario.

De cada trayectoria seleccionada, se calcula el estado del sistema de anclaje-particula en funciéon del tiempo,
representado por el vector de estado. El vector de estado se define como una lista de ceros y unos donde uno
corresponde al sistema que esta en estado unido y un cero corresponde al estado libre. El algoritmo primero calcula
una estimacion aproximada del vector de estado observando tanto la funcién de tamafio de paso como la funcién de
area. Con cada funcion, el movimiento se analiza y el estado del sistema se determina mediante el establecimiento de
dos umbrales, un umbral superior y un umbral inferior, como se muestra en la FIG. 11A, que es un grafico de la funcién
de paso (o area) con respecto al tiempo. Una transicion de la funcion por debajo del umbral inferior se usa para detectar
un cambio en el estado de libre a unido, un evento de unién. Una transicion de la funcién por encima del umbral
superior se usa para detectar un cambio en el estado de unido a libre, un evento no unido. Se utilizan dos umbrales
diferentes de manera que la deteccion del estado sea menos sensible a las fluctuaciones estadisticas, porque solo se
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detectan aumentos o disminuciones muy grandes. Solo en los cuadros donde ambas funciones consideran que el
sistema esta en estado unido, el vector de estado se establece en uno. Los umbrales superior e inferior para ambas
funciones se eligen de modo que el umbral inferior se encuentre en un nivel mas alto que el nivel del estado unido y
el umbral superior esté aproximadamente 1 sigma por debajo del nivel en el estado libre. Los umbrales son diferentes
para los dos sistemas modelo porque las dimensiones de los sistemas son diferentes. El tercer y ultimo paso es
determinar el cuadro de inicio y el cuadro final exactos de cada periodo unido.

El sistema también puede estar equipado con un método para aplicar fuerza a las particulas, por ejemplo, basado en
la fuerza magnética, la fuerza optica o la fuerza acustica. La aplicacién de fuerza puede ayudar a discriminar entre
particulas unidas y no unidas, o para influir en la cinética y/o el equilibrio entre los estados unido y no unido, mejorando
asi la sensibilidad, especificidad y/o velocidad de biodeteccion.

Las caracteristicas descritas en diversos casos separados de la divulgacion no son necesariamente exclusivas y, en
general, pueden usarse en combinacion entre si. Dichas caracteristicas y casos también incluyen el material desvelado
en Solicitudes de patente provisionales de EE.UU. 62/092751 presentadas el 16/12/2014, 62/092763 presentada el
16/12/2014 y 62/132096 presentada el 12/03/2015
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar un analito mediante el movimiento de particulas ancladas, comprendiendo el
método:

poner una matriz que contiene el analito en contacto con un dispositivo de sensor que tiene una superficie y una
molécula de anclaje unida en un primer extremo a la superficie y unida en un segundo extremo a una particula
funcionalizada,

donde la particula funcionalizada esta funcionalizada con un primer resto y la superficie esta funcionalizada con un
segundo resto, de manera que la particula funcionalizada tiene un primer estado en el que la particula funcionalizada
esta unida a la superficie a través del primer resto y el segundo resto, y un segundo estado en el que la particula
funcionalizada no esta unida a la superficie a través del primer resto y el segundo resto, donde la particula
funcionalizada cambia entre el primer y el segundo estado dependiendo de la presencia y ausencia del analito,

cambiando de este modo las caracteristicas de movimiento de la particula funcionalizada dependiendo de la

presencia del analito;

medir un parametro de coordenadas espaciales de la particula funcionalizada con respecto a la superficie; y
determinar la presencia/concentracion del analito a partir de cambios en el parametro de coordenadas espaciales
medido.
2. El método de la reivindicacion 1, donde la medicion del parametro de coordenadas espaciales
comprende:
iluminar la particula funcionalizada y/o la superficie;
detectar radiacion optica de la particula funcionalizada y/o la superficie;
determinar a partir de la radiacion optica la posicion, orientacién y/o la velocidad de la particula funcionalizada con
respecto a la superficie.
3. El método de la reivindicacion 1, donde la medicién del parametro de coordenadas espaciales
comprende:
excitar portadores de carga libre en la particula funcionalizada y/o en la superficie;
detectar radiacion dptica de la particula funcionalizada y/o la superficie;
donde la excitacion y/o deteccién se realiza a una longitud de onda cercana a una resonancia de plasmon de la

particula funcionalizada y/o la superficie;
donde determinar la presencia/concentracién del analito comprende: determinar cambios en la radiacion éptica
detectada.

4. El método de la reivindicaciéon 1, donde determinar la presencia/concentracion del analito a partir de
cambios en el parametro de coordenadas espaciales medido comprende determinar la presencia/concentracion del
analito a partir de cambios en una distribucion de localizaciones de particulas, un cambio del area de un patrén de
localizaciones, o un cambio de los tamafios de paso entre localizaciones de particulas.

5. El método de la reivindicacion 1, donde la medicion del parametro de coordenadas espaciales
comprende iluminar la particula funcionalizada y/o la superficie a partir de una fuente de luz con un ancho de linea
superior a 5 nm o a partir de un diodo superluminiscente.

6. El método de la reivindicaciéon 1, donde la determinacién de la presencia/concentracion del analito
comprende realizar un histograma y/o procesamiento de histograma para suprimir el ruido de fondo y mejorar la
especificidad.

7. El método de la reivindicacion 1, donde la medicién de un parametro de coordenadas espaciales de la
particula funcionalizada comprende medir una posicion de la particula, una orientacion de la particula, una velocidad
angular de la particula, o una velocidad lineal de la particula.

8. Un biosensor para detectar un analito usando el movimiento de particulas ancladas, que comprende:

una particula;
una superficie;
una molécula de anclaje unida en un primer extremo a la particula y unida en un segundo extremo a la superficie;
un primer resto conjugado con la particula o con la molécula de anclaje;
un segundo resto conjugado con la superficie o con la molécula de anclaje;
donde, en caso de que el primer resto esté conjugado con la molécula de anclaje, el segundo resto esta conjugado
con la superficie, y en el caso de que el segundo resto esté conjugado con la molécula de anclaje, el primer resto esta
conjugado con la particula;
donde el primer resto y el segundo resto tienen una afinidad de unién entre si dependiendo de la presencia o ausencia
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de un analito diana, o tienen una afinidad de unién al analito diana, por lo que las caracteristicas de movimiento de la
particula cambian dependiendo de la presencia del analito, permitiendo de este modo detectar el analito midiendo los
cambios en un parametro de coordenadas espaciales de la particula en relacion con la superficie.

9. El biosensor de la reivindicacion 8, donde el primer resto se conjuga con la molécula de anclaje en un
punto cercano al primer extremo de la molécula de anclaje.

10. El biosensor de la reivindicacion 8, donde el segundo resto se conjuga con la molécula de anclaje en un
punto cercano al segundo extremo de la molécula de anclaje.

1. El biosensor de la reivindicacion 8, donde el biosensor implementa un ensayo de unién, un ensayo
competitivo, un ensayo de desplazamiento, un ensayo en sandwich, un ensayo enzimatico, un ensayo con
amplificacion de diana y/o sefial, un ensayo de multiples etapas, o un ensayo con cascada molecular.

12. El biosensor de la reivindicacién 8, donde el primer resto o el segundo resto es una proteina, un
anticuerpo, un fragmento del mismo, una proteina recombinante, un sacarido, un polimero impreso molecularmente,
una molécula pequefia, un acido nucleico, una molécula de ADN, un aptamero, un aglutinante multivalente, o una
combinacion de los mismos.

13. El biosensor de la reivindicacion 8, donde el primer resto o el segundo resto es una molécula de unién
a glucosa.

14. El biosensor de la reivindicacién 8, adaptado para realizar multiplexacion, multiplexacion de analitos,
multiplexacién espacial, multiplexacion en posicion, multiplexacion basada en particulas, uso de particulas con
diferentes propiedades opticas, uso de multiples longitudes de onda, multiplexacion espectroscopica, multiplexacion
con particulas que tienen diferentes receptores en su superficie, multiplexacion de la funcionalidad de la sonda, uso
de diferentes funcionalizaciones de la sonda, uso de diversos recubrimientos de la sonda, uso de diversas coberturas
de la sonda, o combinaciones de los mismos.
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