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DESCRIPCION
Deteccion de hibridacion de acidos nucleicos electrocatalitica
Antecedentes

La aplicacion de la informacién genética disponible recientemente a los avances en la medlcma preventiva y en el
tratamiento de enfermedades requiere tecnologias de deteccidon de ADN eficientes y exactas." Uno de los objetivos
de los desarrollos tecnologlcos recientes es el de sistemas que exploten la hibridacion de ADN diferencial en
superficies sdlidas. %6 En teoria, la hibridacion de secuencias diana que representan fragmentos genomicos
microbianos o genes relacionados con enfermedades humanas para inmovilizar secuencias de sondas permitiria una
deteccién de ADN de alta sensibilidad y de alto rendimiento. Ademas, si se pudieran discriminar secuencias
estrechamente relacionadas, se podrian detectar e identificar patégenos microbianos.

Se puede usar una variedad de técnicas espectroscopicas y analiticas para detectar la hibridacion de ADN en
superf|C|es 2Se pueden usar nanopartlculas de oro modificadas con ADN para detectar secuencias de ADN usando
espectroscopia optica y de fluorescencia. 1218 | a resonancia de plasmon superficial también proporciona un medlo
para monitorizar la hibridaciéon de secuencias diana con sustratos de oro modificados con ADN en tiempo real 34192022
Los resultados obtenidos con estos procedimientos indican que se puede lograr la deteccion de ADN con alta
sensibilidad cuando se usan oligonucleétidos movilizados para capturar secuencias de una solucion.

Otros procedimientos de deteccion de genes (por ejemplo, la patente de los EE. UU. N.° 5.972.692, y |la patente de los
EE. UU. N.° 5.312.527) no usan un ensayo electrocatalitico para la deteccion de hibridacion de ADN.

La deteccién de secuenmas de ADN usando una lectura electroquimica es particularmente atractiva para el desarrollo
de diagnésticos clinicos. 262324 go pueden realizar medidas electroquimicas cuantitativas de este tipo usando
instrumentacion compacta y econdmica, y normalmente es innecesario usar muestras de ADN marcadas
covalentemente con grupos indicadores, simplificando los procedimientos de preparacion de muestras. De hecho, se
ha informado de varios procedimientos para la deteccion electroquimica de ADN, la mayoria de los cuales se basan en
la sefal producida por un grupo indicador activo redox unido no covalentemente %ue se incrementa cuando se hibrida
el ADN a una superficie modificada con una secuencia de sonda.”'"'*'>?" Ademas, se pueden detectar
electroquimicamente sustituciones de bases sueltas que producen emparejamientos inadecuados de bases dentro de
duplex de ADN inmovilizados sobre superficies de oro usando sondas intercalantes. 418 | g interrupcion del
apilamiento de bases provocada por el emparejamiento inadecuado atenua el flujo de corriente al indicador
interfiriendo el acoplamiento electronico mediado por ADN. Este efecto permitiria potencialmente la deteccion
electroquimica de mutaciones puntuales relacionadas con enfermedad.

Los procedimientos electrocataliticos que amplifican las sefiales obtenidas en las superficies de electrodos
modificados con ADN propormonan un medio poderoso para incrementar la sensibilidad y precision de un ensayo de
deteccion. El Ru(bpy) generado electroquimicamente reacciona con guaninas contenidas dentro de una diana
hibridada en un procedimiento catalitico que genera sefiales grandes que se pueden usar para detectar la hibridacion
de ADN, aunque con limitaciones debido a la dependencia de la secuencia. 13152124 Ademds, se ha usado una
reaccion electrocatalitica entre una sonda intercalante, azul de metileno y Fe(CN)s transmitido en solucion para
amplificar Ios camblos de sefal que informan de la presencia de mutaciones puntuales que producen emparejamiento
inadecuado.® Sin embargo, ninguno de los sistemas es ideal para una deteccion basada en hibridacion de secuencias
estrechamente relacionadas.

Lapierre et al.* da a conocer una deteccion electroquimica (esquema 1, fig. 1) de un acido nucleico diana usando un
compuesto activo redox de rubidio que se une a ADN de forma no especifica a través de interacciones electrostaticas
con el esqueleto de fosfato lo que proporciona una sefal que informa del incremento de grupos cargados
negativamente en la superficie del electrodo después de la hibridacion de una secuencia diana. La sefial se amplifica
por un oxidante de Fe(lll), lo que permite que se genere Ru(lll) para multiples ciclos redox.

Keohne et al. (Nanotechnology 14 (2003) 1239-1245) da a conocer una deteccién de acidos nucleicos usando
nanohilos integrados en una matriz de silice. Ferain et al. (Nuclear Instruments and Methods in Physics Research,
Section - B-beam interactions with materials and atoms, Elsevier NL, vol. 208, 1 de agosto de 2003) da a conocer el
desarrollo de plantillas basadas en policarbonato nanoporoso.

Sumario de lainvencién

La invencion proporciona un procedimiento para la deteccion electroquimica de un acido nucleico diana en una
muestra de acuerdo con la reivindicacion 1.

La invencion también proporciona procedimientos para la deteccion electroquimica de hibridacidon de acidos nucleicos
en de acuerdo con las reivindicaciones 2 a 5.

Las caracteristicas adicionales de la invencién se establecen en las reivindicaciones dependientes 6 a 17.
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Breve descripcion de los dibujos
LA FIG. 1 es una ilustracidon de una deteccion electrocatalitica de hibridaciéon de ADN de una secuencia de H. pylori.

La FIG. 2A y 2B muestra una deteccion de hibridacion electrocatalitica de la secuencia Hpn a partir de H. pylori. FIG.
2A: sin diana. A FIG. 2B: con diana.

La FIG. 3 es un histograma que muestra la reproducibilidad de la deteccidon de hibridacién electrocatalitica. Las
pruebas descritas a continuacién y mostradas en la FIG. 2 se realizaron en cuatro dias diferentes.

La FIG. 4 es una ilustracion de una deteccion electrocatalitica de hibridacién de ADN.

Las FIG. 5A, 5B y 5C son un par de voltamogramas y un grafico de barras. La FIG. 5A es un voltamograma ciclico que
ilustra la potenciacion de la sefial electrocatalitica después de la hibridacion de la secuencia diana. La sefal inicial se
muestra como un trazo de puntos, y la sefial obtenida después de la introduccion de la diana se muestra como una
linea continua. La FIG. SB es un voltamograma obtenido con los mismos electrodos pero sélo en presencia de Ru(lll),
que presenta un incremento de sefial muy pequefo después de la introduccién de la diana. La FIG. 5C muestra la
deteccién de secuencias relacionadas con H. pylori monitorizando la carga integrada. Los datos presentados
corresponden a un cambio en la carga después de 30 minutos de hibridacion.

La FIG. 6 es un grafico de barras que muestra la dependencia con el tiempo de la hibridacion para las secuencias de
WT y A2143C correspondientes a un fragmento del ARNr 23S de H. pylori.

La FIG. 7 es un grafico de barras que muestra la dependencia con el tiempo de la hibridacion para una sonda de HP2a
(sonda de Hpn complementaria) y una sonda de HP2b (sonda de Hpn no complementaria).

La FIG. 8 es una electrocatalisis de Ru(lll)/Fe(lll) como indicador de ADN inmovilizado en superficie. (A) Dependencia
de electrocatalisis sobre cobertura de superficie de ADN. Se prepararon peliculas de ADN con densidades variables
variando la concentracién de MgCl; durante la exposicidon de sustratos de oro a soluciones de la sonda. Se muestran
voltamogramas ciclicos obtenidos en electrodos modificados en presencia de MgCl, 10 (linea de puntos), 30 (linea de
guiones) y 100 (linea continua) mM. (B) Voltamogramas ciclicos que ilustran la potenciacion de la sedal
electrocatalitica después de la hibridacion de T2a (la linea de puntos corresponde al VC obtenido prehibridacion, la
linea continua corresponde al VC obtenido después de la hibridacion). Se prepararon peliculas de ADN en presencia
de MgCl, 50 mM. Se indujo la hibridacién con T2a introduciendo una solucion que contiene ADN 20 uM, fosfato de
sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM y MgCl, 100 mM durante 30 minutos. Se calenté la solucién de la diana hasta 40 °C,
se depositd sobre un electrodo invertido y se incubé durante 30 minutos. No se obtuvo ningin cambio en la sefal
cuando se introdujo un tampén o una secuencia no complementaria (T-NC). Para la comparacién, se muestran
voltamogramas de una solucion de RU(NH3)63+ 27 uM obtenida antes (linea de puntos) y después de la hibridacion
(linea continua).

La FIG. 9 muestra una deteccién de secuencias relacionadas con H. pylori a través de cambios en la carga integrada
obtenida usando electrocatalisis. Se usé voltametria ciclica para cuantificar la carga en los electrodos expuestos a
diferentes pares de secuencias diana/sonda. Se prepararon peliculas de secuencias de sondas de ADN (HP2b y
HP1a) como se describe en la FIG. 8 con la excepcidn de que se deposité la secuencia de la sonda de 30 nucleétidos
(HP1a) durante aproximadamente 1,5 horas. La carga integrada promedio medida en electrodos modificados por
sonda antes de la hibridacién se muestra como una linea de puntos. Se dejé que la hibridacién de todas las secuencias
diana procediera durante aproximadamente 30 minutos y se realizé de otro modo como se describe en la FIG. 8, con la
excepcion de la inclusion de MgCl, 200 mM en la solucién de hibridacién para la diana hpn (T1).

La FIG. 10 muestra la dependencia de la eficacia de la hibridacion sobre la cobertura de superficie. Se usaron sondas
de tiolato modificadas con fluoresceina y secuencias diana para cuantificar las coberturas de superficie absoluta, y se
uso voltametria ciclica para cuantificar los cambios en la carga después de la hibridacion. Las secuencias de sonda
(HP2a) y diana (T2a) y las condiciones experimentales son idénticas a la FIG. 8A.

La FIG. 11 muestra la dependencia con el tiempo de la hibridacién para las secuencias de WT y A2143C
correspondientes a un fragmento del ARNr 23S de H. pylori. Se depositaron peliculas de ADN de sonda (HP2a) desde
soluciones que contienen MCH 1 uM, ADNss 5uM y fosfato de sodio 0,8 M (pH 7) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Se realiz6 la hibridacion con la sonda 1 pM en fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM y MgCl, 100 mM
durante el tiempo designado. Se incubaron los electrodos a 40 °C durante la hibridacion.

La FIG. 12 muestra la deteccion electrocatalitica de dianas de ADN y ARN extendidas. Se depositaron soluciones de
sonda de ADN (HP1b y HP1c) durante 1,5 horas. Se expusieron la soluciéon de diana que contenia diana 500
n30-meros sintéticos y producto de PCR que contenian diana 500 nM, MgCl, 100 mM, fosfato de sodio 25 mM (pH 7,
y NaCl 25 mM y se expusieron a peliculas de ADN durante 1 hora a 45 °C. Se realiz6 la hibridacion de diana de ARN
bajo las mismas condiciones excepto porque se usé ARN 1uM.

La FIG. 13A muestra ilustraciones esquematicas de conjuntos de nanoelectrodos 2D y 3D.
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La FIG. 13B muestra nanohilos con sondas de acidos nucleicos unidas a los mismos.

La FIG. 14 muestra voltamogramas ciclicos para la electrocatalisis de Ru(lIl)/Fe(lll) en macroelectrodos de (A)2D NEE,
(B) 2D NEE y (C) Au en ausencia (-) y en presencia de (+) un oligonucleétido de ADN complementario de la sonda
inmovilizada. Los datos mostrados se obtuvieron a una velocidad de exploracién de 100 mV/s.

La FIG. 15 muestra la evaluacion del limite de deteccion de ADN en un 3D NEE usando voltametria ciclica. Los datos
mostrados corresponden a ADN diana 0, 1 pM, 1 nM, 1 uM y 20 pM.

Descripcion detallada
Definiciones:

"Soporte solido", como se usa en el presente documento, se refiere al material al que se unen la sonda de acido
nucleico. Los soportes sélidos adecuados estan comercialmente disponibles, y seran evidentes para el experto. Los
soportes se pueden fabricar a partir de materiales tales como vidrio, ceramica, silice y silicio, y pueden incorporar
materiales conductores para servir como electrodo. También se pueden usar soportes conductores con una superficie
de oro. Los soportes comprenden normalmente una superficie plana (plana), o al menos una estructura en la que los
polinucledtidos que se van a examinar estan aproximadamente en el mismo plano. El soporte puede ser un electrodo,
0 puede estar unido a un electrodo.

"Emparejamiento inadecuado”, como se usa en el presente documento, se refiere a un duplex en el que menos de
todos los nucledtidos en una cadena estan perfectamente emparejados con la hebra (por ejemplo, cuando se produce
el apareamiento de nucledtidos diferentes de adenosina-timina o guanina-citosina, por ejemplo, se produce el
apareamiento de nucledtidos tales como adenosina-citosina, adenosina-guanina, adenosina-adenosina,
timina-citosina, timina-guanina, timina-timina, guanina-guanina o citosina-citosina), donde se produce una delecién o
insercion de uno o mas nucleétidos de ADN en una cadena en comparacion con la otra cadena complementaria (por
ejemplo, se produce una delecion de 1, 2, 5, 10, 15 o mas nucleétidos o una insercién de 1, 2, 5, 10, 15 o mas
nucledtidos), o se producen otros emparejamientos inadecuados ente las dos cadenas del duplex. Los
emparejamientos inadecuados de ADN pueden surgir de errores de errores de replicacion del acido nucleico,
mutagénesis, desaminacion de 5-metilcitosina, formacion de dimeros de timidina, recombinacion de acido nucleico,
etc.

Por "sonda" se quiere decir un oligonucleétido monocatenario que puede unirse a al menos una porcién del acido
nucleico diana buscada para que sea detectada. En general, la sonda tendra una secuencia parcial o completamente
complementaria con una secuencia del acido nucleico diana buscada para que sea detectada, para que se hibride de
forma estable a la misma bajo condiciones de hibridacion restrictivas. En el caso de una sonda especifica de grupo o
especie, la sonda tiene la capacidad de hibridarse de forma estable a un acido nucleico diana y no a los acidos
nucleicos no diana, tales como los de organismos ajenos al grupo o especia filogenética bajo condiciones de
hibridacion restrictivas. Las sondas pueden tener, aunque no sea necesario, regiones que no son complementarias a
una secuencia diana, siempre que estas secuencias no alteren sustancialmente la especificidad deseada de la sonda
bajo condiciones de hibridacion restrictivas.

Como se usa en el presente documento, el término "una sonda de acido nucleico" también se refiere a un acido
nucleico que se puede unir a un acido nucleico diana de secuencia complementaria a través de uno o mas tipos de
enlaces quimicos, normalmente a través de un apareamiento de bases complementarias, normalmente a través de la
formacion de enlaces de hidrogeno. Como se usa en el presente documento, una sonda puede incluir bases naturales
(es decir, A, G, C o T) o modificadas (7-desazaguanosina, inosina, etc) o un resto de aziucar. Ademas, las bases en
una sonda se pueden unir por un engarce distinto de un enlace fosfodiéster, siempre que no interfiera con la
hibridacion. Por tanto, por ejemplo, las sondas pueden ser acidos nucleicos peptidicos en los que las bases
constituyentes se unen por enlaces peptidicos, en lugar de engarces fosfodiéster. Se entendera por un experto en la
técnica que las sondas se pueden unir a secuencias diana carentes de complementariedad completa con la secuencia
de sonda dependiendo de la restriccion de las condiciones de hibridacién. Mediante el ensayo para determinar la
presencia o0 ausencia de la sonda, se puede detectar la presencia o ausencia de la secuencia o subsecuencia
seleccionada.

Como se usa en el presente documento, el término "acido nucleico" se refiere a polinucleétidos tales como acido
desoxirribonucleico (ADN) y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico (ARN). También se debe entender que el
término incluye, como equivalentes, analogos de ARN o ADN fabricados a partir de analogos de nucledétidos, y, como
aplicables a la realizacion descrita, polinucleétidos mono (sentido o antisentido) y bicatenarios. EST, cromosomas,
ADNc, ARNm, y ARNr son ejemplos representativos de moléculas que se pueden denominar acidos nucleicos.

Como se usa en el presente documento, el término "hibridacion" se refiere a cualquier proceso por que el una cadena
de acido nucleico se une con una cadena complementaria a través de apareamiento de bases.

Como se usa en el presente documento, el término "condiciones de hibridacién" se refiere a las condiciones estandar
bajos las que se usan las moléculas de acido nucleico para identificar moléculas de acido nucleico similares. Estas
condiciones estandar se dan a conocer, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
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Cold Spring Harbor Labs Press, 1989. Sambrook et al., ibid. (véanse especificamente, las paginas 9.31-9.62).
Ademas, las formulas para calcular las condiciones de hibridacidn y lavado apropiadas para lograr una hibridacién que
permita graos variables de emparejamiento inadecuado se dan a conocer, por ejemplo, en Meinkoth et al., 1984. Anal.
Biochem. 138, 267-284; Meinkoth et al., ibid. Los ejemplos no limitantes de condiciones de hibridacién incluyen
condiciones de hibridacién restrictivas bajas, condiciones de hibridacién restrictivas moderadas y condiciones de
hibridacion restrictivas rigurosas.

Como se usa en el presente documento, el término "muestra" se usa en su sentido mas amplio, se refiere a cualquier
material vegetal, animal o virico que contenga ADN o ARN, tal como, por ejemplo, tejido o fluido aislado a partir de un
individuo (incluyendo sin limitacién, plasma, suero, liquido cefalorraquideo, linfa, lagrimas, saliva y secciones de tejido)
o de constituyentes de cultivo celular in vitro, asi como muestras del entorno. La muestra de acidos nucleicos se puede
extraer de cualquier fuente y puede ser natural o sintética. La muestra de acidos nucleicos puede contener acidos
desoxirribonucleicos (ADN), acidos ribonucleicos (ARN) o copolimeros de acidos desoxirribonucleicos y acidos
ribonucleicos, o combinaciones de los mismos. De forma alternativa, la muestra se ha podido someter a purificacion
(por ejemplo, extraccion) u otro tratamiento. El término "muestra” también se puede referir a "una muestra biolégica".

Como se usa en el presente documento, el término "una muestra biolégica" se refiere a un organismo completo o a un
subconjunto de sus tejidos, células o partes de componentes (por ejemplo, fluidos corporales, incluyendo pero sin
limitarse a sangre, moco, fluido linfatico, liquido sinovial, liquido cefalorraquideo, saliva, liquido amniético, sangre del
corddn umbilical amnidtico, orina, fluido vaginal y semen). "Una muestra biolégica" se refiere ademas a un
homogeneizado, lisado o extracto preparado a partir de un organismo completo o un subconjunto de sus tejidos,
células o partes de componentes, o una fracciéon o porcién del mismo, incluyendo pero sin limitarse a, por ejemplo,
plasma, suero, liquido cefalorraquideo, fluido linfatico, secciones externas de la piel, tubo respiratorio, intestinal y
genitourinario, lagrimas, saliva, leche, células sanguineas, tumores, érganos. Mas a menudo, la muestra se ha
extraido de un animal, pero el término "muestra biolégica" también se puede referir a células o tejido analizados in vivo,
es decir, sin extraerse del animal. Tipicamente, una "muestra bioldgica" contendra células del animal, pero el término
también se puede referir a material bioldgico no celular, tal como fracciones no celulares de sangre, saliva u orina, que
se puede usar para medir los niveles de polinucleétidos o polipéptidos asociados a cancer. "Una muestra biolégica" se
refiere ademas a un medio, tal como un caldo o gel de nutrientes en el que se ha propagado un organismo, que
contiene los componentes celulares, tales como proteinas o moléculas de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término "un incremento de la sefal" significa que la sefial generada a partir
de la hibridacion entre dos 4cidos nucleicos es mayor que la generada a partir de uno de dichos dos acidos nucleicos
solo en forma no hibridada. Preferentemente, la hibridacion es entre una sonda de acido nucleico y un &cido nucleico
diana. También preferentemente, la hibridacion es entre un primer acido nucleico y un segundo acido nucleico.
Preferentemente, el incremento es al menos de aproximadamente un 10 %, preferentemente al menos
aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 40 %,
aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 65 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 85 %,
aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente mas de un 100 %, aproximadamente dos
veces, aproximadamente diez veces, aproximadamente cincuenta veces, o mayor.

Como se usa en el presente documento, el término "disminucion de la sefial" significa que la sefial generada a partir de
la hibridacién entre dos acidos nucleicos que son complementarios salvo por un emparejamiento inadecuado, es
menor que la generada a partir de la hibridacion entre dos &cidos nucleicos completamente complementarios.
Preferentemente, la disminucién es al menos de aproximadamente un 10 %, preferentemente al menos
aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 30 %, aproximadamente un 40 %,
aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 65 %, aproximadamente un 75 %, aproximadamente un 85 %,
aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %, aproximadamente mas de un 100 %, aproximadamente dos
veces, aproximadamente diez veces, aproximadamente cincuenta veces, o mayor.

Como se usa en el presente documento, el término "un metal de transicion" se refiere a cualquiera de los elementos
presentes entre los elementos del grupo IlIA y los elementos del grupo IIB en la tabla periddica. Los metales de
transicién que se van a usar en un complejo de metal de transicion de la presente invencion incluyen los del cuarto,
quinto y sexto periodos de la tabla periddica de los elementos. Preferentemente, los metales de transicion usados en la
presente invencion incluyen hierro, rutenio, cobalto, molibdeno osmio y renio.

Como se usa en el presente documento, el término "complejo de metal de transicion" se refiere a una estructura
compuesta por un atomo o ién de metal de transicién, en general, un catién, rodeado de una serie de ligandos
cargados negativamente o neutros que poseen pares de electrones solitarios que se pueden ceder al metal central. El
metal de transicion se define anteriormente en el presente documento. Los ligandos se unen al metal de transicion
central usando enlaces dativos. Hay una serie de diferentes tipos de ligandos que se pueden aplicar a la presente
invencién. Los ejemplos no limitantes incluyen pero no se limitan a, ligandos monodentados, ligandos bidentados,
ligandos tridentados, ligandos tetradentados y ligandos hexadentados, etc. Preferentemente, los ligandos pueden ser
basado en piridina, basado en fenatrolina, heterociclico, acuo, aromatico, cloruro (CI'), o amoniaco (NH3) o cianuro
(CN).

Como se usa en el presente documento, las formas del singular "un”, "una" y "el/la" usadas en la memoria descriptiva
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y las reivindicaciones incluyen referentes tanto en singular como en plural a menos que el contenido indique
claramente lo contrario.

| Ensayo de deteccion electrocatalitica para la deteccidn de hibridacién de acido nucleico

En el presente documento se describe un ensayo de deteccién electrocatalitica que informa de la hibridacion entre
acidos nucleicos o entre acidos nucleicos y proteinas. En un aspecto, se puede usar el ensayo para detectar la
hibridacion entre una sonda de acido nucleico y una diana de ADN o ARN. El presente ensayo es suficientemente
sensible como para resolver los cambios de bases individuales en la secuencia diana. El procedimiento se beneficia de
una reaccion entre un par redox que comprende un compuesto de unioén a acido nucleico y una sonda activa redox.

El compuesto de unién a acido nucleico puede ser un complejo de metal de transicion. Preferentemente, el metal de
transicién es uno seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. También
preferentemente, el complejo de metal de transicion es un complejo de amonio del metal de transicién. Mas
preferentemente, el complejo de metal de transicion es Ru(NHs)s>".

La sonda activa redox también puede ser un complejo de metal de transicion. Preferentemente, el metal de transicion
es uno seleccionado del grupo que consiste en cobalto, molibdeno, iridio, osmio, hierro y renio. También
preferentemente, el complejo de metal de transicion es un comj)lejo de cinato o cloruro del metal de transicion. Mas
preferentemente, el complejo de metal de transicién es Fe(CN)s ™. Mas preferentemente, el segundo complejo de metal
de transicion es un complejo de iridio cloruro, preferentemente con iridio en sus estados oxidativo que varia desde los
estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo de cloruro de iridio es IrCls o IrClg™.

De forma alternativa, la sonda activa redox también puede ser una molécula organica, tal como acido ascérbico o
tripropilamina.

El compuesto de unién a acido nucleico se une al acido nucleico principalmente a través de interacciones
electrostaticas con el esqueleto de fosfato, y por lo tanto su reduccion electroquimica proporciona una sefial que
informa sobre el incremento de grupos cargados negativamente en la superficie del electrodo después de la
hibridacion de un acido nucleico diana. La sefal se amplifica por el metal de transicion u oxidante organico de la sonda
activa redox lo que permite que el metal de transicion se regenere para multiples ciclos. La inmovilizacién de la sonda
de acido nucleico sobre superficies altamente conductoras, por ejemplo, oro, amplifica los efectos cinéticos de los
emparejamientos inadecuados de bases sobre la hibridaciéon de acido nucleico, permitiendo que se resuelvan los
cambios de bases individuales.

Una ventaja del ensayo es el uso del compuesto unido al acido nucleico para informar del acontecimiento de
hibridacion y el acoplamiento de esta sefal a otro procedimiento electrocatalitico. El disefio también proporciona una
sensibilidad superior, por ejemplo, la detecciéon de un emparejamiento inadecuado de una base individual.

La invencion descrita en el presente documento es util para la deteccidon de agentes bacterianos y viricos infecciosos.
La invencion también es util en la deteccion de genes y proteinas, por ejemplo, los cambios en genes y proteinas, por
ejemplo, los cambios en oncogenes. Por lo tanto, es util en un ambito de diagnéstico clinico, y para la deteccion de
agentes patdgenos en ambitos no clinicos, por ejemplo, la deteccidon de agentes de bioterrorismo.

En otro aspecto, el procedimiento descrito en el presente documento se puede usar para determinar la presencia de un
acido nucleico diana de acuerdo con el siguiente protocolo. Una muestra bioldgica sospechosa de contener el acido
nucleico diana se puede tratar opcionalmente para liberar cualquier acido nucleico contenido dentro de la muestra. Por
ejemplo, la muestra puede ser suero, sangre, otros fluidos corporales, tejido, etc. La muestra también puede ser de un
ser humano, un animal, una planta, etc. La muestra también puede ser acido nucleico lavado de un hisopo o de algun
otro tipo de material usado para limpiar las superficies para detectar contaminantes. La muestra también puede ser
acido nucleico extraido o lavado de un filtro a través del que se pasa aire, por ejemplo, un filtro de un sistema de
filtracion de aire, en el caso de deteccion de agentes de bioterrorismo transportados por el aire. Se puede tratar un
articulo de este tipo para extraer el acido nucleico por procedimientos que son conocidos en la técnica, por ejemplo,
deteccion forense y de contaminacion. El acido nucleico extraido del articulo se puede someter a prueba directamente
por los procedimientos descritos en el presente documento, o se puede amplificar para potenciar la deteccion.

En una realizacién, la invencion proporciona un procedimiento de deteccién de hibridacién de acido nucleico entre una
sonda de acido nucleico y un &cido nucleico diana en una muestra, en el que el procedimiento incluye las etapas de: (a)
proporcionar una sonda de &cido nucleico inmovilizada sobre un sustrato sélido; (b) poner en contacto, bajo
condiciones de hibridacion, el soporte sélido y la sonda inmovilizada con una solucién que contiene la muestra y un par
redox, en el que el par redox comprende un primer complejo de metal de transiciéon y un segundo complejo de metal de
transicion; y (c) medir la sefal electrocatalitica generada por la hibridacion de la sonda de acido nucleico y el acido
nucleico diana; donde un incremento de la sefial detectada en la etapa (c) con relacién a la de una muestra de control
que no contiene acido nucleico, indica que se ha producido la hibridacién de acido nucleico. El procedimiento también
puede incluir una etapa adicional de prueba de un control, poniendo en contacto, bajo condiciones de hibridacion, el
soporte solido y la sonda de acido nucleico inmovilizada con una solucidon que no contiene muestra, y un par redox que
comprende un primer complejo de metal de transiciéon y un segundo complejo de metal de transicion.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2385341 T3

Preferentemente, el metal de transicion del primer complejo de metal de transicion es uno seleccionado del grupo que
consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicién del primer
complejo de metal de transicion es rutenio. También preferentemente, el primer complejo de metal de transiciéon es un
complejo de amonio de metal de transiciéon. Mas preferentemente, el primer complejo de de amonio de metal de
transicién comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, mollbdeno osmio,
rutenio y renio. Lo mas preferentemente, el complejo de amonio de metal de transicién es Ru(NH3)6

Preferentemente, el metal de transiciéon del segundo complejo de metal de transicidon es uno seleccionado del grupo
que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del
segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo complejo de metal
de transicidn es un complejo de cinato de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de
metal de transicion comprende un metal de transicidon seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro,
mollbdeno iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de transicion es
Fe(CN)e También preferentemente, el segundo complejo de metal de transiciéon es un complejo de cloruro de metal
de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transiciéon comprende un metal de
transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas
preferentemente, el segundo complejo de metal de transicion es un complejo de iridio cloruro, preferentemente con
iridio en sus estados oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo de cloruro de iridio
es IrCls o IrCls™.

En otra realizacion, la invencién también proporciona un procedimiento de deteccion de hibridacion de acido nucleico
entre un primer acido nucleico y un segundo acido nucleico, en el que el procedimiento incluye las etapas de: (a)
proporcionar el primer acido nucleico inmovilizado sobre un soporte sélido; (b) poner en contacto, bajo condiciones de
hibridacion, el soporte sélido y el primer acido nucleico inmovilizado con una solucién sospechosa de contener el
segundo acido nucleico y un par redox que comprende un primer complejo de metal de transiciéon y un segundo
complejo de metal de transicion; y (c) medir la sefial electrocatalitica generada por la hibridacién del primer y segundo
acidos nucleicos; en el que un incremento de la sefal detectada en la etapa (c) con relacion a la de un primer acido
nucleico no hibridado, indica que se ha producido la hibridaciéon de acido nucleico. El procedimiento también puede
incluir una etapa adicional de prueba de un control, poniendo en contacto, bajo condiciones de hibridacién, el soporte
soélido y el primer acido nucleico inmovilizado con una solucidon que no contiene muestra, y un par redox que
comprende un primer complejo de metal de transiciéon y un segundo complejo de metal de transicion.

Preferentemente, el metal de transicion del primer complejo de metal de transicién es uno seleccionado del grupo que
consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del primer
complejo de metal de transicion es rutenio. También preferentemente, el primer complejo de metal de transiciéon es un
complejo de amonio de metal de transicion. Mas preferentemente, el primer complejo de de amonio de metal de
transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, mollbdeno osmio,
rutenio y renio. Lo mas preferentemente, el complejo de amonio de metal de transicién es Ru(NHs)e

Preferentemente, el metal de transicion del segundo complejo de metal de transicidon es uno seleccionado del grupo
que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del
segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo complejo de metal
de transicién es un complejo de cinato de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de
metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro,
mollbdeno iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de transicion es
Fe(CN)a También preferentemente, el segundo complejo de metal de transicidon es un complejo de cloruro de metal
de transicién. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transicion comprende un metal de
transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas
preferentemente, el segundo complejo de metal de transiciéon es un complejo de iridio cloruro, preferentemente con
iridio en sus estados oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo de cloruro de iridio
es IrCls2 o IrCls™>.

En otro aspecto, la invencion proporciona un procedimiento de deteccién de un emparejamiento inadecuado entre un
primer acido nucleico y un segundo acido nucleico, que comprende: (a) proporcionar una sonda de acido nucleico
inmovilizada sobre un soporte solido; (b) poner en contacto, bajo condiciones de hibridacion, el soporte sélido y la
sonda inmovilizada con una solucién que contiene la muestra que contiene un acido nucleico diana y un par redox, en
el que el par redox comprende un primer complejo de metal de transicion y un segundo complejo de metal de
transicion; y (c) medir la sefal electrocatalitica generada por la hibridaciéon de la sonda de acido nucleico y el acido
nucleico diana; en el que un incremento de la sefial detectada en la etapa (c) con relacion a la de una
complementariedad perfecta entre la sonda de acido nucleico y el acido nucleico diana, indica que hay un
emparejamiento inadecuado entre el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico. El procedimiento también
puede incluir una etapa adicional de prueba de un control, poniendo en contacto, bajo condiciones de hibridacion, el
soporte soélido y la sonda de acido nucleico inmovilizada con una soluciéon que no contiene muestra, y un par redox que
comprende un primer complejo de metal de transicion y un segundo complejo de metal de transicion.

Preferentemente, el metal de transicion del primer complejo de metal de transicion es uno seleccionado del grupo que
consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del primer
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complejo de metal de transicion es rutenio. También preferentemente, el primer complejo de metal de transiciéon es un
complejo de amonio de metal de transicion. Mas preferentemente, el primer complejo de de amonio de metal de
transicién comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio,
rutenio y renio. Lo mas preferentemente, el complejo de amonio de metal de transicion es Ru(NH3)63+.

Preferentemente, el metal de transicién del segundo complejo de metal de transiciéon es uno seleccionado del grupo
que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del
segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo complejo de metal
de transicidn es un complejo de cinato de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de
metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro,
molibdeno, iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de transicion es
Fe(CN)6'3. También preferentemente, el segundo complejo de metal de transicidén es un complejo de cloruro de metal
de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transicién comprende un metal de
transicién seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas
preferentemente, el segundo complejo de metal de transiciéon es un complejo de iridio cloruro, preferentemente con
iridio enzsus est%dos oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo de cloruro de iridio
es IrClg“ o IrClg .

La invencién proporciona ademas un procedimiento de deteccién de un emparejamiento inadecuado entre un primer
acido nucleico y un segundo acido nucleico, en el que el procedimiento incluye las siguientes etapas: (a) proporcionar
el primer acido nucleico inmovilizado sobre un soporte sélido; (b) poner en contacto, bajo condiciones de hibridacion, el
soporte sélido y el primer acido nucleico inmovilizado con una solucién que contiene el segundo acido nucleico y un par
redox, en el que el par redox comprende un primer complejo de metal de transiciéon y un segundo complejo de metal de
transicion; y (c) medir la sefal electrocatalitica generada por la hibridacién del primer acido nucleico y el segundo acido
nucleico; en el que una disminucion de la sefal detectada en la etapa (c) con relacién a la de una complementariedad
perfecta entre el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico, indica que hay un emparejamiento inadecuado
entre el primer acido nucleico y el segundo acido nucleico. El procedimiento también puede incluir una etapa adicional
de prueba de un control, poniendo en contacto, bajo condiciones de hibridacion, el soporte soélido y la sonda de acido
nucleico inmovilizada con una solucién que no contiene muestra, y un par redox que comprende un primer complejo de
metal de transicion y un segundo complejo de metal de transicion.

Preferentemente, el metal de transicion del primer complejo de metal de transicién es uno seleccionado del grupo que
consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio.

Mas preferentemente, el metal de transicion del primer complejo de metal de transicién es rutenio. También
preferentemente, el primer complejo de metal de transicién es un complejo de amonio de metal de transicién. Mas
preferentemente, el primer complejo de de amonio de metal de transicion comprende un metal de transicion
seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Lo mas preferentemente, el
complejo de amonio de metal de transicién es Ru(NH3)e3+.

Preferentemente, el metal de transicion del segundo complejo de metal de transicion es uno seleccionado del grupo
que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del
segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo complejo de metal
de transicién es un complejo de cinato de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de
metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro,
molibdeno, iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de transicion es
Fe(CN)6'3. También preferentemente, el segundo complejo de metal de transicidon es un complejo de cloruro de metal
de transicién. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transicion comprende un metal de
transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas
preferentemente, el segundo complejo de metal de transiciéon es un complejo de iridio cloruro, preferentemente con
iridio enzsus est%dos oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo de cloruro de iridio
es IrClg“ o IrCls ™.

En otra realizacion, la invencién también proporciona un procedimiento de deteccion de hibridacion de acido nucleico
entre una sonda de &cido nucleico y un &cido nucleico diana, en el que el procedimiento incluye las etapas de: (a)
proporcionar una sonda de acido nucleico inmovilizada sobre un soporte soélido; (b) poner en contacto la sonda
inmovilizada con una solucién que contiene: (i) un complejo de metal de transicion; (¢) medir la sefal electrocatalitica
generada; (d) poner en contacto la sonda inmovilizada con una solucién que contiene: (i) una muestra pensada para
incluir el acido nucleico diana, y (ii) un complejo de metal de transicién; (e) medir la sefial electrocatalitica generada; en
el que un incremento de la sefial detectada en la etapa (e) sobre la sefial generada en la etapa (c) indica que se ha
producido la hibridacién entre la sonda de acido nucleico y el acido nucleico diana. Preferentemente, el metal de
transicion del complejo de metal de transicion es uno seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro,
molibdeno, osmio, rutenio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicién del complejo de metal de transicion es
rutenio. También preferentemente, el complejo de metal de transicion es un complejo de amonio de metal de
transicion. Mas preferentemente, el primer complejo de de amonio de metal de transicion comprende un metal de
transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Lo mas
preferentemente, el complejo de amonio de metal de transicion es Ru(NH3)e3+.
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Las soluciones también pueden incluir un segundo complejo de metal de transicion para potenciar la sefal
electrocatalitica generada. Preferentemente, el metal de transiciéon del segundo complejo de metal de transicion es uno
seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal
de transicion del segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo
complejo de metal de transicion es un complejo de cinato de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo
complejo de cinato de metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en
cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de
transicion es Fe(CN)s's. También preferentemente, el segundo complejo de metal de transicion es un complejo de
cloruro de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transicion
comprende un metal de transicién seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y
renio. Mas preferentemente, el segundo complejo de metal de transicidon es un complejo de iridio cloruro,
preferentemente con iridio en sus estados oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo
de cloruro de iridio es IrCls? o IrCls™.

De forma alternativa, las soluciones también pueden incluir una molécula organica como una sonda redox para
potenciar la sefial electrocatalitica generada. Preferentemente, la molécula organica puede ser acido ascorbico o
tripropilamina.

El procedimiento también puede incluir las etapas de aclarado, por ejemplo, aclarar el electrodo entre el contacto con
las diferentes soluciones.

Otro aspecto de la invencion proporciona ademas un procedimiento de detecciéon de la presencia de un acido nucleico
diana en una muestra, en el que el procedimiento incluye las siguientes etapas: (a) proporcionar una sonda de acido
nucleico inmovilizada sobre un soporte sélido; (b) poner en contacto la sonda inmovilizada con una solucién que
contiene: (i) un complejo de metal de transicion; (c) medir la sefial electrocatalitica generada; (d) poner en contacto la
sonda inmovilizada con una solucion que contiene: (i) una muestra pensada para incluir el acido nucleico diana, y (ii)
un complejo de metal de transicion; (e) medirse la sefial electrocatalitica generada; en el que un incremento de la sefal
detectada en la etapa (e) sobre la sefial generada en la etapa (c) indica que el acido nucleico diana esta presente en la
muestra. Preferentemente, el metal de transicion del complejo de metal de transicidon es uno seleccionado del grupo
que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Mas preferentemente, el metal de transicion del
complejo de metal de transicion es rutenio. También preferentemente, el complejo de metal de transicion es un
complejo de amonio de metal de transiciéon. Mas preferentemente, el primer complejo de de amonio de metal de
transicién comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio,
rutenio y renio. Lo mas preferentemente, el complejo de amonio de metal de transicién es Ru(NH3)63+.

Las soluciones también pueden incluir un segundo complejo de metal de transicion para potenciar la sefal
electrocatalitica generada. Preferentemente, el metal de transicion del segundo complejo de metal de transicion es uno
seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal
de transicion del segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo
complejo de metal de transiciéon es un complejo de cinato de metal de transicién. Mas preferentemente, el segundo
complejo de cinato de metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en
cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de
transicion es Fe(CN)e's. También preferentemente, el segundo complejo de metal de transicion es un complejo de
cloruro de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transicion
comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y
renio. Mas preferentemente, el segundo complejo de metal de transicion es un complejo de iridio cloruro,
preferentemente con iridio en sus estados oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo
de cloruro de iridio es IrCls? o IrCls™.

De forma alternativa, las soluciones también pueden incluir una molécula organica como una sonda redox para
potenciar la sefial electrocatalitica generada. Preferentemente, la molécula organica puede ser acido ascorbico o
tripropilamina.

El procedimiento también puede incluir las etapas de aclarado, por ejemplo, aclarar el electrodo entre el contacto con
las diferentes soluciones.

La invencion también proporciona un procedimiento de deteccion de un emparejamiento inadecuado entre dos acidos
nucleicos, en el que el procedimiento incluye las siguientes etapas: (a) proporcionar una sonda de acido nucleico
inmovilizada sobre un soporte sélido; (b) poner en contacto la sonda inmovilizada con una solucién que contiene: (i) un
complejo de metal de transicidon; (c) medir la sefial electrocatalitica generada; (d) poner en contacto la sonda
inmovilizada con una solucién que contiene: (i) una muestra pensada para incluir el acido nucleico diana, y (ii) un
complejo de metal de transicion; (e) medirse la sefial electrocatalitica generada; en el que una disminucién de la sefial
detectada en la etapa (e) sobre la sefal generada en la etapa (c) indica que hay un emparejamiento inadecuado entre
la sonda de acido nucleico y el acido nucleico diana. Preferentemente, el metal de transicion del complejo de metal de
transicion es uno seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Mas
preferentemente, el metal de transicion del complejo de metal de transicion es rutenio. También preferentemente, el
complejo de metal de transiciéon es un complejo de amonio de metal de transicion. Mas preferentemente, el primer
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complejo de de amonio de metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste
en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio. Lo mas preferentemente, el complejo de amonio de metal de
transicion es Ru(NHz)s>".

Las soluciones también pueden incluir un segundo complejo de metal de transicion para potenciar la sefal
electrocatalitica generada. Preferentemente, el metal de transicién del segundo complejo de metal de transicién es uno
seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Mas preferentemente, el metal
de transicion del segundo de complejo de metal de transicion es hierro o iridio. También preferentemente, el segundo
complejo de metal de transicidon es un complejo de cinato de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo
complejo de cinato de metal de transicion comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en
cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y renio. Lo mas preferentemente, el segundo complejo de cinato de metal de
transicion es Fe(CN)e's. También preferentemente, el segundo complejo de metal de transicion es un complejo de
cloruro de metal de transicion. Mas preferentemente, el segundo complejo de cloruro de metal de transicion
comprende un metal de transicion seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, iridio, osmio y
renio. Mas preferentemente, el segundo complejo de metal de transicion es un complejo de iridio cloruro,
preferentemente con iridio en sus estados oxidativo que varia desde los estados +3 a +6. Preferentemente, el complejo
de cloruro de iridio es IrCIe'2 o IrCI5'3.

De forma alternativa, las soluciones también pueden incluir una molécula organica como una sonda redox para
potenciar la sefial electrocatalitica generada. Preferentemente, la molécula organica puede ser acido ascorbico o
tripropilamina.

El procedimiento también puede incluir las etapas de aclarado, por ejemplo, aclarar el electrodo entre el contacto con
las diferentes soluciones.

En cualquiera de los procedimientos de deteccion descritos en el presente documento, el soporte sélido puede ser un
electrodo. En una realizacion, el electrodo es un electrodo de oro.

En cualquiera de los procedimientos de deteccion descritos en el presente documento, la sonda activa redox puede ser
una molécula organica, preferentemente acido ascérbico o tripropilamina, o el segundo complejo de metal de
transicion puede estar sustituido con una molécula organica que tiene una funcién sustancialmente equivalente al
segundo complejo de metal de transicion, tal como acido ascorbico y tripropilamina.

El acido nucleico diana que se detecta por el procedimiento de la presente invencién puede ser, por ejemplo, ADN
monocatenario o bicatenario, ARN monocatenario o bicatenario, acido nucleico peptidico (ANP) monocatenario o
bicatenario o un hibrido de ADN, ARN y/o ANP. La diana también puede ser un polinucleétido, por ejemplo, en una
forma purificada o no purificada. La muestra de acidos nucleicos se puede extraer de cualquier fuente y puede ser
natural o sintética. La muestra de &cidos nucleicos puede contener &cidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos
ribonucleicos (ARN) o copolimeros de acidos desoxirribonucleicos y acidos ribonucleicos, o combinaciones de los
mismos. El polinucleétido diana se puede sintetizar enzimatica o quimicamente in vitro o se puede sintetizar no
enzimaticamente. La muestra que contiene el polinucleétido diana también puede comprender ADN extragendmico de
un organismo, transcritos de ARN del mismo o ADNc preparado a partir de los transcritos de ARN del mismo. Ademas,
el polinucleétido diana se puede sintetizar por la reacciéon en cadena de la polimerasa o ligasa.

Preferentemente, la sonda de acido nucleico es una secuencia que se sabe que es Unica para el acido nucleico diana
(por ejemplo, patdgeno) que se va a detectar. Estas secuencias Unicas se conocen para una serie de patégenos, y los
procedimientos para obtener estas secuencias Unicas también se conocen (véase, por ejemplo, la patente de los EE.
UU. N.° 4.900.659, "Nucleotide sequence composition and method for detection of Neisseria gonorrhoeae and method
for screening for a nucleotide sequence that is specific for a genetically distinct group"). La secuencia de la sonda se
puede unir al acido nucleico diana de secuencia complementaria a través de uno o mas tipos de enlaces quimicos
incluyendo apareamiento de bases.

Entre el acido nucleico diana que se puede detectar usando la sonda molecular de la invencion esta el material
genético en forma de ADN o ARN obtenido a partir de cualquier procariota natural, tal como, por ejemplo, bacterias
patégenas o no patégenas, incluyendo pero sin limitarse a las especies de Escherichia, Salmonella, Clostridium,
Chlamydia, etc., eucariotas tales como, por ejemplo, protozoos y parasitos, hongos, levaduras, plantas superiores,
insectos, animales inferiores y superiores, incluyendo mamiferos y seres humanos y células en cultivo de tejidos, o
virus tales como, por ejemplo, virus del Herpes, VIH, virus influenza, virus de Epstein Barr, virus de hepatitis B, etc.

Los acidos nucleicos diana de estas fuentes se pueden encontrar, por ejemplo, en muestras de un fluido corporal de un
animal, incluyendo un ser humano, tales como, pero sin limitarse a, sangre, orina, fluido linfatico, liquido sinovial, bilis,
flema, saliva, fluido menstrual y semen. Ademas, las muestras que contienen ADN o ARN se pueden encontrar, por
ejemplo, en fluidos de una planta, tales como, pero sin limitarse a, fluido del xilema, fluido del floema y exudado de
plantas. Las muestras que contienen ADN o ARN también se pueden encontrar, por ejemplo, en fuentes no vivas tales
como, pero sin limitarse a, alimentos, aguas residuales, muestras forenses, lagos, embalses, rios y océanos. Los
polinucledtidos diana también pueden ser los de organismos muertos o en extincién, por ejemplo, plantas prensadas
en colecciones de herbarios, o de pieles, muestras de taxidermia, fésiles, o las de materiales biolégicos en colecciones
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de museos.

La molécula de acido nucleico diana se puede amplificar opcionalmente antes de la deteccidn por el procedimiento de
la presente invencion. El acido nucleico diana puede estar en forma bicatenaria o bien monocatenaria. En el caso en el
que la molécula de acido nucleico diana sea bicatenaria, en primer lugar se trata preferentemente con un agente de
desnaturalizacion para traducir las dos cadenas a una forma monocatenaria o parcialmente monocatenaria, al inicio de
la reaccion de amplificacién, por procedimientos conocidos en la técnica tales como calentamiento, tratamiento
alcalino o por procedimientos enzimaticos. Los procedimientos generales para llevar a cabo este tratamiento se
proporcionan por Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., U.S.A. (1989).

Una vez se ha tratado la muestra para exponer cualquier acido nucleico diana, se puede someter a prueba la solucion
como se describe en el presente documento para detectar la hibridaciéon entre el acido nucleico unido y el acido
nucleico diana, si esta presente. De forma alternativa, algunas muestras se pueden someter a prueba directamente,
por ejemplo, la diana puede existir en una muestra de suero y puede estar directamente accesible, y puede no requerir
tratamiento para liberar el acido nucleico.

Una molécula de acido nucleico "se puede hibridar" a otra molécula de acido nucleico, tal como un ADNc, ADN
gendmico o ARN, cuando una forma monocatenaria de la molécula de acido nucleico se puede fusionar con la otra
molécula de acido nucleico bajo las condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iénica de la solucién (véase
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Las condiciones de
temperatura y fuerza iénica determinan la "restriccion” de la hibridacién. Para el examen preliminar de acidos nucleicos
homadlogos, se pueden usar condiciones de hibridacion de rigurosidad de restriccidon baja, correspondientes a una T,
de 55 °C, por ejemplo, 5X SSC, 0,1 % de SDS, 0,25 % de leche, y sin formamida; o 30 % de formamida, 5X SSC,
0,5 % de SDS). Las condiciones de hibridacion de restriccion moderada corresponden a una T, mayor, por ejemplo,
40 % de formamida, con 5X o 6X SCC. Las condiciones de hibridacion de restriccion alta corresponden a la mayor Ty,
por ejemplo, 50 % de formamida, con 5X o 6X SCC. La hibridacién requiere que los dos acidos nucleicos contengan
secuencias complementarias, aunque dependiendo de la restriccion de la hibridacion, son posibles emparejamientos
inadecuados entre bases. La restriccion apropiada para hibridar acidos nucleicos depende de la longitud de los acidos
nucleicos y del grado de complementariedad, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de
similitud u homologia entre las dos secuencias de nucleétidos, mayor sera el valor de T, para hibridos de acidos
nucleicos que tengan esas secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a una Tr, mayor) de las hibridaciones
de acidos nucleicos disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos de méas de 100
nucleétidos de longitud, se han derivado las ecuaciones para calcular Tr, (véase Sambrook et al., supra, 9.50-0.51).
Para la hibridacién con acidos nucleicos mas cortos, es decir, oligonucledétidos, la posicion de los emparejamientos
erroneos se vuelve mas importante, y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook et
al., supra, 11.7- 11.8). Preferentemente, una longitud minima de un acido nucleico que se puede hibridar es de al
menos 10 nucledtidos; preferentemente, de al menos aproximadamente 15 nucleétidos; y mas preferentemente, la
longitud es de al menos aproximadamente 20 nucledtidos; y lo mas preferentemente, de 30 nucleétidos.

Las "condiciones de hibridacién de restriccion alta" pueden emplear la hibridacién a (1) 1x SSC (10x SSC = NaCl 3 M,
Nas-citrato-2H,0 0,3 M (88 g/l), pH hasta 7,0 con HCI 1 M), 1 % de SDS (dodecilsulfato de sodio), 0,1-2 mg/ml de ADN
de esperma de salmoén desnaturalizado a 65 °C, (2) 1x SSC, 50 % de formamida, 1 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN de
esperma de salmén desnaturalizado a 42 °C, (3) 1 % de seroalbumina bovina (fraccion V), Na;EDTA 1 mM, NaHPO,4
0,5M (pH 7,2) (NaHPO4 1 M = 134 g Na;HPO4-7H20, 4 ml 85 % de H3PO4 por litro), 7 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN
de esperma de salmén desnaturalizado a 65 °C, (4) 50 % de formamida, 5x SSC, 0,02 M Tris-HCI (pH 7,6), 1x solucion
de Denhardt (100x = 10 g de Ficoll 400,10 g polivinilpirrolidona, 10 g de seroalbumina bovina (fraccién V), agua hasta
500 ml), 10 % de sulfato de dextrano, 1 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado a
42 °C, (5) 5X SSC, 5x solucion de Denhardt, 1 % de SDS, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado
a 65 °C, o bien (6) 5X SSC, 5X solucién de Denhardt, 50 % de formamida, 1 % de SDS, 100 pg/ml de ADN de esperma
de salmén desnaturalizado a 42 °C, lavados con alta restriccion de (1) 0,3 - 0,1x SSC, 0,1 % de SDS, a 65 °C, o bien
(2) Na2EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), 1 % de SDS, a 65 °C. Las condiciones anteriores estan destinadas a
usarse para hibridos de se desean para ser utilizado para hibridos ADN-ADN de 50 pares de bases o mas. Cuando se
cree que el hibrido es menor de 18 pares de bases de longitud, la hibridacion y las temperaturas de lavado deben ser
de 5-10 °C por debajo de la Tr, calculada del hibrido, donde T en °C = (2 x el nUmero de bases Ay T) + (4 x el nUmero
de bases Gy C). Para hibridos que se cree que son de aproximadamente 18 a aproximadamente 49 pares de bases de
longitud, la Tm en °C = (81,5 °C + 16,6 (log1oM) + 0,41 (% G + C) - 0,61 ( % de formamida) - 500/L), donde "M" es la
molaridad de cationes monovalentes (por ejemplo, Na*) y "L" es la longitud del hibrido en pares de bases.

Las "condiciones de hibridacion de restriccion moderada” pueden emplear la hibridacion a (1) 4x SSC (10x SSC = NaCl
3 M, Nas-citrato-2H,0 0,3 M (88 g/l), pH hasta 7,0 con HCI 1 M), 1 % de SDS (dodecilsulfato de sodio), 0,1-2 mg/ml de
ADN de esperma de salmén desnaturalizado a 65 °C, (2) 1x SSC, 50 % de formamida, 1 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de
ADN de esperma de salmoén desnaturalizado a 42 °C, (3) 1 % de seroalbumina bovina (fraccion V), Na,EDTA 1 mM,
NaHPO4 0,5 M (pH 7,2) (NaHPO4 1 M = 134 g NapHPO4-7H20, 4 ml 85 % de H3PO4 por litro), 7 % de SDS, 0,1-2 mg/ml
de ADN de esperma de salmoén desnaturalizado a 65 °C, (4) 50 % de formamida, 5x SSC, 0,02 M Tris-HCI (pH 7,6), 1x
solucion de Denhardt (100x = 10 g de Ficoll 400, 10 g de polivinilpirrolidona, 10 g de seroalbimina bovina (fraccion V),
agua hasta 500 ml), 10 % de sulfato de dextrano, 1 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN de esperma de salmén
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desnaturalizado a 42 °C, (5) 5X SSC, 5x solucion de Denhardt, 1 % de SDS, 100 ug/ml de ADN de esperma de salmén
desnaturalizado a 65 °C, o bien (6) 5X SSC, 5X solucién de Denhardt, 50 % de formamida, 1 % de SDS, 100 ug/ml de
ADN de esperma de salmén desnaturalizado a 42 °C, con lavados con restriccion moderada de (1) 0,3 - 0,1x SSC,
0,1 % de SDS, a 65 °C. Las condiciones anteriores estan destinadas a usarse para hibridos de se desean para ser
utilizado para hibridos ADN-ADN de 50 pares de bases o mas. Cuando se cree que el hibrido es menor de 18 pares de
bases de longitud, la hibridacién y las temperaturas de lavado deben ser de 5 - 10 °C por debajo de la Ty, calculada del
hibrido, donde Tr, en °C = (2 x el nimero de bases Ay T) + (4 x el nimero de bases G y C). Para hibridos que se cree
que son de aproximadamente 18 a aproximadamente 49 pares de bases de longitud, la T, en °C = (81,5°C + 16,6
(log1oM) + 0,41 ( % G + C) - 0,61 ( % de formamida) - 500/L), donde "M" es la molaridad de cationes monovalentes (por
ejemplo, Na*) y "L" es la longitud del hibrido en pares de bases.

Las "condiciones de hibridacion de baja restriccion" pueden emplear la hibridacién a (1) 4x SSC (10x SSC = NaCl 3 M,
Nas-citrato-2H,0 0,3 M (88 g/l), pH hasta 7,0 con HCI 1 M), 1 % de SDS (dodecilsulfato de sodio), 0,1-2 mg/ml de ADN
de esperma de salmén desnaturalizado a 50 °C, (2) 6x SSC, 50 % de formamida, 1 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN de
esperma de salmon desnaturalizado a 40 °C, (3) 1 % de seroalbumina bovina (fraccion V), Na,EDTA 1 mM, NaHPO,4
0,5M (pH 7,2) (NaHPO4 1 M = 134 g Na;HPO4-7H20, 4 ml 85 % de H3zPO4 por litro), 7 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN
de esperma de salmoén desnaturalizado a 50 °C, (4) 50 % de formamida, 5x SSC, 0,02 M Tris-HCI (pH 7,6), 1x solucion
de Denhardt (100x = 10 g de Ficoll 400, 10 g de polivinilpirrolidona, 10 g de seroalbumina bovina (fraccion V), agua
hasta 500 ml), 10 % de sulfato de dextrano, 1 % de SDS, 0,1-2 mg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado
a 40 °C, (5) 5x SSC, 5x solucion de Denhardt, 1 % de SDS, 100 uyg/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado
a 50 °C, o bien (6) 5x SSC, 5x solucién de Denhardt, 50 % de formamida, 1 % de SDS, 100 pg/ml de ADN de esperma
de salmén desnaturalizado a 40 °C, lavados con baja restriccion de 2x SSC, 0,1 % de SDS a 50 °C, o bien (2) 0,5 % de
seroalbumina bovina (fraccion V), Na,EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), 5 % de SDS. Las condiciones anteriores
estan destinadas a usarse para hibridos de se desean para ser utilizado para hibridos ADN-ADN de 50 pares de bases
0 mas. Cuando se cree que el hibrido es menor de 18 pares de bases de longitud, |la hibridacion y las temperaturas de
lavado deben ser de 5 - 10 °C por debajo de la Tr, calculada del hibrido, donde T, en °C = (2 x el niUmero de bases Ay
T) + (4 x el numero de bases G y C). Para hibridos que se cree que son de aproximadamente 18 a aproximadamente
49 pares de bases de longitud, la T, en °C = (81,5 °C + 16,6 (log1oM) + 0,41 (% G + C) - 0,61 ( % de formamida) -
500/L), donde "M" es la molaridad de cationes monovalentes (por ejemplo, Na*) y "L" es la longitud del hibrido en pares
de bases.

Los ensayos descritos en el presente documento se pueden usar para detectar patégenos, tales como bacterias o
virus, o se pueden usar para detectar la expresién de genes en un sujeto. Por ejemplo, se detectaron genes de
Helicobacter pylori, un patégeno implicado en ulceras gastricas y cancer, por los procedimientos descritos en el
presente documento. Las dos secuencias pertenecientes al microbio patégeno Helicobacter pylori se usan para
demostrar la versatilidad y la especificidad ensayo: una que codifica para una proteina de H. pylori Unica y una que
representa una pequefia porcion del ARNr 23S de este organismo. Ambas secuencias se pueden detectar en el
intervalo de concentraciones nanomolares. Ademas de informar de la presencia de secuencias relacionadas con
patégenos, este ensayo puede resolver con exactitud cambios de bases individuales en secuencias diana. Una
sustitucion de A2143C dentro del ARNr de H. pylori que confiere resistencia a antibiéticos atenta significativamente la
hibridacion a una sonda inmovilizada correspondiente a la secuencia de WT. El emparejamiento erréneo de bases
individuales introducido por esta mutacion ralentiza la cinética de hibridacion y permite la discriminacion de las dos
secuencias en tiempos de hibridacion cortos. El ensayo descrito, por lo tanto, puede proporcionar un medio para
detectar y genotipar bacterias infecciosas usando procedimientos electroquimicos.

La FIG. 1 muestra una representacion esquematica del sistema de deteccion de hibridacion de ADN electrocatalitico
de la invencién, que usa el incremento en la carga de Ru NH3)63+ que resulta de la formacién de un duplex de ADN
para informar de la hibridacién. La introduccion de Fe(CN)s™ hace la reduccion electroquimica de este cation catalitica
y amplifica la sefial dramaticamente. La FIG. 2 llustra datos representativos obtenidos usando este enfoque para
detectar un 30-mero sintético que modela el gen Hpn de Helicobacter pylori, una bacteria infecciosa, que esta
estrechamente relacionada con Ulceras gastricas y cancer. Se modificaron los electrodos de oro con una secuencia de
sonda monocatenaria, se trataron los electrodos con mercaptohexanol y se incubaron en dos soluciones tampén
calentadas (una que contenia la secuencia diana (FIG. 2A) y la otra no (FIG. 2B)). Las condiciones de hibridacion
fueron de 40 °C, fosfato de sodio 35 mM, NaCl 100 mM, 25 minutos, con o sin secuencia diana de Hpn 4 uM:

5-TGT TGC AGC ACT AGC GAT AGT CAT CAT CAA-3' (SEQID NO: 1)

El electrodo expuesto a la secuencia diana mostré un incremento pronunciado en la respuesta electroquimica,
mientras que el incubado en una solucidon tampdn mostré un disminucion en la respuesta (éste es un acontecimiento
reproducible, parece ser que el tratamiento con calor desplaza parte del ADN de sonda débilmente unido). La FIG. 3
muestra la excelente reproducibilidad del ensayo.

Il Deteccion de acidos nucleicos usando conjuntos de nanoelectrodos (NEE)

Otro aspecto de la presente invencion proporciona la utilizacién de los ensayos electrocataliticos descritos en el
presente documento en un dispositivo que comprende conjuntos de nanoelectrodos metalicos funcionalizados con
oligonucledtidos para detectar niveles extremadamente bajos de moléculas de acidos nucleicos. La aplicacion de los
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ensayos electrocataliticos en los conjuntos de nanoelectrodos expande sustancialmente el repertorio del alcance de la
deteccién de acidos nucleicos a una deteccion biomolecular ultrasensible porque los conjuntos de nanoelectrodos
proporcionan una sensibilidad muy alta para la deteccién biomolecular.

El dispositivo para la deteccién ultrasensible de las moléculas de &cido nucleico incluye una serie de conjuntos de
nanoelectrodos metalicos (NEE) que comprende un nanohilo metalico integrado dentro de un sustrato no conductor tal
como una membrana de policarbonato y una sonda de acido nucleico unida al nanohilo metélico. En una realizacion, el
nanohilo metalico comprende oro. En una realizacion, los nanohilos comprenden plata. En una realizacién, los
nanohilos comprenden platino. En una realizacion, los nanohilos comprenden una pluralidad de materiales.

Los expertos en la técnica reconoceran que otros materiales diversos estan dentro del espiritu y alcance de la presente
invencion.

Preferentemente, el nanohilo metalico varia desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 80 nandmetros de
diametro, y los nanohilos tienen una densidad sobre el sustrato no conductor de desde aproximadamente 1 x10% hasta
aproximadamente 1 x 10° por centimetro cuadrado.

En una realizacion, la serie de conjuntos de nanoelectrodos de la presente invencion es bidimensional, es decir, los
nanohilos sobre los nanoelectrodos no sobresalen fuera del sustrato no conductor. En una realizacién, la serie de
conjuntos de nanoelectrodos es tridimensional, es decir, los nanohilos sobre los nanoelectrodos sobresalen fuera del
sustrato no conductor. Preferentemente, la parte de los nanohilos que sobresale fuera del sustrato no conductor es de
aproximadamente 50 hasta aproximadamente 300 nanometros, mas preferentemente de aproximadamente 100 hasta
aproximadamente 200 nandmetros.

Las técnicas convencionales se usan para preparar una serie de los nanohilos metalicos y los conjuntos de
nanoelectrodos. Véase, Menon, VP y Martin, CR, "Fabrication and Evaluation of Nanoelectrode Ensembles," Anal.
Chem., 67: 1920-1928 (1995), y Yu, S et al., "Nano Wheat Fields Prepared by Plasma-Etching Gold
Nanowire-Containing Membranes," Nano Lett., 3:815-818 (2004). En general, el sustrato no conductor que contiene
poros cilindricos nanodimensionados se usa como plantilla para la preparacion de los conjuntos de nanoelectrodos.
Los nanohilos metalicos se depositan en los poros sobre el sustrato. El procedimiento da como resultado los nanohilos
metalicos dentro de los poros del sustrato no conductor, asi como peliculas metalicas finas que cubren ambas caras
del sustrato. Preferentemente, las peliculas metalicas en ambas superficies se pueden retirar aplicando y después
retirando una tira de cinta adhesiva Scotch. Las peliculas metalicas en ambas caras se retiran para proporcionar los
conjuntos de nanoelectrodos bidimensionales. Véase la FIG. 13 A. Para preparar los montajes de nanoelectrodos
tridimensionales, la superficie del conjunto de nanoelectrodos bidimensional se retira para exponer los nanohilos.
Véase la FIG. 13 A. La longitud del nanohilo expuesto es dependiente del tiempo de grabado. Por ejemplo, los tiempos
de grabado mayores dan como resultado una mayor exposicion de nanohilos.

Una parte critica de los conjuntos de nanoelectrodos incluye una sonda de acido nucleico que se une al nanohilo
metalico expuesto sobre el sustrato no conductor. Como se usa en el presente documento, "una sonda de acido
nucleico" se refiere a un acido nucleico que se puede unir a un acido nucleico diana de secuencia complementaria a
través de uno o mas tipos de enlaces quimicos, normalmente a través de un apareamiento de bases complementarias,
normalmente a través de la formacion de enlaces de hidrégeno. Como se usa en el presente documento, una sonda
puede incluir bases naturales (es decir, A, G, C o T) o modificadas (7-desazaguanosina, inosina, etc) o un resto de
azucar. Ademas, las bases en una sonda se pueden unir por un engarce distinto de un enlace fosfodiéster, siempre
que no interfiera con la hibridacién. Por tanto, por ejemplo, las sondas pueden ser acidos nucleicos peptidicos en los
que las bases constituyentes se unen por enlaces peptidicos, en lugar de engarces fosfodiéster. Se entendera por un
experto en la técnica que las sondas se pueden unir a secuencias diana carentes de complementariedad completa con
la secuencia de sonda dependiendo de la restriccion de las condiciones de hibridacion. Mediante el ensayo para
determinar la presencia o ausencia de la sonda, se puede detectar la presencia o ausencia de la secuencia o
subsecuencia seleccionada.

Se pueden usar diversos procedimientos conocidos en la técnica para unir la sonda de acido nucleico a los nanohilos
metalicos. Preferentemente, la sonda de acido nucleico se une al nanohilo metalico por medio de un enlazador que
imparte la menor conectividad y proporciona el maximo nivel de conjugacion de modo que las conductividades
eléctricas medidas corresponden estrictamente al acido nucleico, y no a las propiedades de los enlazadores.
Preferentemente, se usa un enlazador terminado en tiol. En una realizacion preferida, el procedimiento de
acoplamiento implica una reaccion en fase de solucion entre el acido 4-mercaptobenzoico y una amina terminal, en la
posicion 3' o bien 5' en el resto de ribosa. Este procedimiento proporciona una via altamente conjugada entre el
apilamiento de bases del ADN vy la particula. La incorporacién de una amina en la posicién 3' o 5' se lleva a cabo
durante la sintesis de ADN quimica usando reactivos comercialmente disponibles. Una derivatizaciéon en 3' orienta el
ADN lejos de la superficie cuando el enlazador se sittia en el extremo 3' de un oligonucleétido, mientras que la
derivatizacién en 5' proporciona la orientacion correcta para un oligonucleétido enlazado en el extremo 5.

En otra realizacion preferida, la conjugacion del enlazador se logra por la unién del acido 4-mercaptobenzoico con una
alquil-amina lateral en 5' o la incorporacion de un enlazador alcanotiol corto en el extremo 3' del ADN usando un
reactivo comercialmente disponible. Estos enlazadores dan lugar a enlaces o con intervencién mayor entre la
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superficie y el apilamiento de bases de ADN, y se puede usar cuando se desee un enlazador mas aislante, tal como,
por ejemplo, en la construccion de un transistor de un solo electrén de la invencion.

En ofra realizacién, una o una pluralidad de sonda de acido nucleico se puede unid a un Unico nanohilo metalico. La
pluralidad de la sonda de acido nucleico en un unico nanohilo ayudara a reconocer una sefal potenciada conducida al
dispositivo de deteccion, por tanto, mejorara la sensibilidad del acido nucleico y reducira el ruido de fondo del
procedimiento de deteccion.

Ademas, la sonda de acido nucleico varia de longitud. En una realizacién, la sonda puede comprender
aproximadamente 7, preferentemente aproximadamente 12, preferentemente aproximadamente 15, mas
preferentemente aproximadamente 25, 50, 75, 100, 125, 150,175, 200, 250, 300, 350 6 400, o mas nucledtidos.

Al igual que para la deteccién de un acido nucleico diana en una muestra usando los conjuntos de nanoelectrodos, en
general, la deteccion se realiza con un sistema que comprende conjuntos de nanoelectrodos que contienen las sondas
de acido nucleico unidas a los mismos como electrodo de trabajo y un electrodo de referencia, en el que ambos
electrodos estan conectados a un dispositivo de deteccion de sefial. Después de poner en contacto una muestra que
contiene un acido nucleico diana con los conjuntos de nanoelectrodos, se produce la hibridacién de la sonda de acido
nucleico con el acido nucleico de la muestra y da como resultado cambios en las corrientes electrocataliticas. Los
cambios asociados con la hibridacién se reflejan en la sefial amplificada en el dispositivo de deteccién y, por tanto, es
indicativo de la presencia del acido nucleico diana en la muestra.

Para facilitar la deteccion de acido nucleico, se pueden variar las condiciones de hibridacién. Por ejemplo, la
hibridacion se puede realizar bajo condiciones de alta restriccidn, restriccion moderada y de baja restriccion. Las
condiciones de temperatura y fuerza iénica determinan la "restriccion” de la hibridacién. Para el examen preliminar de
acidos nucleicos homodlogos, se pueden usar condiciones de hibridacién de rigurosidad de restriccion baja,
correspondientes a una T, de 55 °C, por ejemplo, 5X SSC, 0,1 % de SDS, 0,25 % de leche, y sin formamida; o 30 %
de formamida, 5X SSC, 0,5 % de SDS). Las condiciones de hibridacién de restriccion moderada corresponden a una
Tm mayor, por ejemplo, 40 % de formamida, con 5X o 6X SCC. Las condiciones de hibridaciéon de restriccion alta
corresponden a la mayor Tr, por ejemplo, 50 % de formamida, con 5X o 6X SCC. La hibridacion requiere que los dos
acidos nucleicos contengan secuencias complementarias, aunque dependiendo de la restriccion de la hibridacion, son
posibles emparejamientos erréneos entre bases. La restriccion apropiada para hibridar acidos nucleicos depende de la
longitud de los acidos nucleicos y del grado de complementariedad, variables bien conocidas en la técnica. Cuanto
mayor sea el grado de similitud u homologia entre las dos secuencias de nucleétidos, mayor sera el valor de Tr, para
hibridos de acidos nucleicos que tengan esas secuencias. La estabilidad relativa (correspondiente a una T, mayor) de
las hibridaciones de acidos nucleicos disminuye en el siguiente orden: ARN:ARN, ADN:ARN, ADN:ADN. Para hibridos
de mas de 100 nucledtidos de longitud, se han derivado las ecuaciones para calcular Tr, (véase Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 9.50-0.51). Para la hibridaciéon con
acidos nucleicos mas cortos, es decir, oligonucleétidos, la posicidon de los emparejamientos erréneos se vuelve mas
importante, y la longitud del oligonucleétido determina su especificidad (véase Sambrook et al., supra, 11.7- 11,8).
Preferentemente, una longitud minima de un acido nucleico que se puede hibridar es de al menos 10 nucleoétidos;
preferentemente, de al menos aproximadamente 15 nucleétidos; y mas preferentemente, la longitud es de al menos
aproximadamente 20 nucleétidos; y lo mas preferentemente, de 30 nucleétidos.

Para que el procedimiento de deteccion electroquimica funcione en conjuntos de nanoelectrodos, el procedimiento de
deteccién incluye poner en contacto la serie de conjuntos de nanoelectrodos con una muestra bajo una condicién de
hibridacion y detectar un incremento en la sefial amplificada en el circuito que esté asociada con la hibridacion de la
sonda de acido nucleico en el nanoelectrodo con el acido nucleico diana en la muestra. El incremento en la sefal indica
la presencia del acido nucleico diana en la muestra. Ademas, el procedimiento de deteccion electroquimica se puede
usar para detectar cuantitativamente la cantidad de acido nucleico diana en la muestra. En una realizacion, el cambio
en la sefial amplificada después de la hibridacién con relacién a la sefial antes de la hibridacién se puede comparar con
un estandar para obtener la cantidad de acido nucleico diana en la muestra. De forma alternativa, la sefial amplificada
después de la hibridacion se puede comparar con la sefial asociada con la hibridacion del acido nucleico con una
muestra de control que no contenga acido nucleico diana. La cantidad del &cido nucleico diana en la muestra se puede
deducir de la diferencia en la amplificacion entre las dos.

Se coloca la muestra en contacto con la serie de conjuntos de nanoelectrodos. El contacto puede tener lugar en un
recipiente adecuado. En general, la incubaciéon de la muestra en contacto con la serie se realiza a temperaturas
usadas normalmente para la hibridacién del acido nucleico diana en la muestra con la sonda de acido nucleico.

El acido nucleico diana que se va a detecta se puede aislar de muestras similares a un fluido corporal de un animal,
incluyendo un ser humano, tales como, pero sin limitarse a, sangre, orina, fluido linfatico, liquido sinovial, bilis, flema,
saliva, fluido menstrual y semen. Ademas, las muestras que contienen ADN o ARN se pueden encontrar, por ejemplo,
en fluidos de una planta, tales como, pero sin limitarse a, fluido del xilema, fluido del floema y exudado de plantas. Las
muestras que contienen ADN o ARN también se pueden encontrar, por ejemplo, en fuentes no vivas tales como, pero
sin limitarse a, alimentos, aguas residuales, muestras forenses, lagos, embalses, rios y océanos. Los polinucleétidos
diana también pueden ser los de organismos muertos o en extincién, por ejemplo, plantas prensadas en colecciones
de herbarios, o de pieles, muestras de taxidermia, fosiles, o las de materiales bioldgicos en colecciones de museos.
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Cuando se analizan células completas, virus u otras muestras de tejido, es necesario extraer los acidos nucleicos de
las células, virus o las muestras de tejido. Después de la recogida de muestra, se pueden liberar los acidos nucleicos
de las células, virus o tejidos. También es necesario separar los acidos nucleicos de otros elementos del extracto en
bruto, por ejemplo, proteinas desnaturalizadas, particulas de la membrana celular y similares. Se pueden usar
diversos procedimientos muy conocidos en la técnica para llevar a cabo la separacion.

La molécula de acido nucleico diana se puede amplificar opcionalmente antes de la deteccién por el procedimiento de
la presente invencion. El acido nucleico diana puede estar en forma bicatenaria o bien monocatenaria. En el caso en el
que la molécula de acido nucleico diana sea bicatenaria, en primer lugar se trata preferentemente con un agente de
desnaturalizacion para traducir las dos cadenas a una forma monocatenaria o parcialmente monocatenaria, al inicio de
la reaccion de amplificacidon, por procedimientos conocidos en la técnica tales como calentamiento, tratamiento
alcalino o por procedimientos enzimaticos. Los procedimientos generales para llevar a cabo este tratamiento se
proporcionan por Sambrook, J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y., U.S.A. (1989).

Una vez se ha tratado la muestra para exponer cualquier acido nucleico diana, se puede someter a prueba la solucién
como se describe en el presente documento para detectar la hibridaciéon entre el acido nucleico unido y el acido
nucleico diana, si esta presente. De forma alternativa, algunas muestras se pueden someter a prueba directamente,
por ejemplo, la diana puede existir en una muestra de suero y puede estar directamente accesible, y puede no requerir
tratamiento para liberar el acido nucleico.

Se puede usar el procedimiento de deteccion que usa conjuntos de nanoelectrodos para diversas aplicaciones tales
como para la deteccion de genes humanos o mutaciones, deteccion de patdégenos, tales como bacterias o virus, o se
puede usar para detectar la expresion de genes en un sujeto. Por ejemplo, se pueden detectar genes de Helicobacter
pylori, un patdégeno implicado en Ulceras gastricas y cancer, por los procedimientos descritos en el presente
documento. Las dos secuencias pertenecientes al microbio patégeno Helicobacter pylori se usan para demostrar la
versatilidad y la especificidad ensayo: una que codifica para una proteina de H. pylori Unica y una que representa una
pequefa porcion del ARNr 23S de este organismo. Ambas secuencias se pueden detectar en el intervalo de
concentraciones femtomolares.

El procedimiento de deteccidon de la presente invencién que usa conjuntos de nanoelectrodos ofrece numerosas
ventajas sobre los otros procedimientos de deteccion. Estas ventajas incluyen muy alta sensibilidad, buen control,
buena reproducibilidad, libre de etiquetas y funcionamiento e instrumentacion sencilla. Con el procedimiento de
deteccion de la presente invencién que usa nanotecnologia, se pueden detectar tan sélo alrededor de 1000 moléculas
de acido nucleico.

La invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1. Materiales y procedimientos.

Productos quimicos y materiales. Se obtuvieron reactivos de sintesis de ADN de Glen Research. Se recibieron
1,6-hexametilendiamina, 99,8 % de 1,4-dioxano anhidro, 6-mercapto-1-hexanol (97 %) (MCH), y ftrihidrato de
ferrocianuro de potasio de Aldrich Chemical Company. Se adquirieron ferricianuro de potasio, 1,1'-carbonildiimidizol y
cloruro de hexaamin-rutenio de Acros Organics. Se adquirié 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP) de
Pierce. Se obtuvieron ditiotreitol (DTT) y 2-mercaptoetanol de Fisher Scientific. Se recibieron obleas de silicio
recubiertas con oro de Platypus Technologies. Se obtuvo Pfu ADN polimerasa clonada de Stratagene.

Preparacion y purificacion de oligonucle6tidos modificados. Se sintetizaron oligonucleétidos usando un sintetizador de
ADN/ARN ABI394 de acuerdo con técnicas de fase sélida automatizadas estandar. Se prepararon oligonucleétidos
modificados en el extremo 5' terminal con enlazador basado en hexanodiamina (C6) y se purificaron como se describe
previamente.25 Se purificaron rigurosamente todos los oligonucleétidos sin modificar usando HPLC de fase inversa. Se
usaron la sonda y las secuencias diana siguientes en los experimentos empleando los oligonucleétidos sintéticos:

HP1a (sonda de hpn complementaria de 30 nt):
SH-°TTGATGATGACTATCGCTAGTGCTGCAACA?® (SEQ ID NO: 12)
HP1b (sonda de hpn complementaria de 18 nt + 12T)
SH-2TTTTTTTTTTTTGATGACTATCGCTAGTGC? (SEQ ID NO: 4)

HP1c (sonda de hpn no complementaria de 18 nt + 12T)
SH-TTTTTTTTTTTTGGGATAATTCTTCACCGG® (SEQ ID NO: 5)

HP2a (sonda de ARNr): SH-°GGGTCTTTCCGTCTTGCC® (SEQ ID NO: 13)
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HP2b (sonda-2 de ARNr): SH->GGTCCACGGGGTCTTTCC? (SEQ ID NO: 14)

T1 (sonda de hpn) *TGTTGCAGCACTAGCGATAGTCATCATCAA® (SEQ ID NO: 1)

T2a (sonda de ARNr de WT): *GGCAAGACGGAAAGACCC? (SEQ ID NO: 2)

T2aMUT (sonda de ARNr de A2143C): *GGCAAGACGGACAGACCC? (SEQ ID NO: 3)

T2b (diana n.° 2 de ARNr de WT): °GGAAAGACCCCGTGGACC® (SEQ ID NO: 15)

T2bMUT (diana n.° 2 de ARNr de A2143C): *GGACAGACCCCGTGGACC®

(SEQ ID NO: 16)

(En ambas secuencias de ARNr de A2143C, el sitio de la mutacion de resistencia esta subrayado.)
T-NC (diana no complementaria): > AAC AGT TCC TGC ATG® (SEQ ID NO: 17)

Se sintetizaron cadenas de sonda con fluoresceina unida a la base en el extremo 3'-terminal usando un CPG
fluoresceina-dT (Glen Research) y modificado con un enlazador terminado en tiol como describe previamente. Se
logré la unién de fluoresceina a las cadenas diana con una 5'-fluoresceina-fosforamidita siguiendo técnicas de fase
sélida automatizadas estandar. Se purificaron oligonucleétidos modificados con fluoresceina por HPLC de fase
inversa.

Modificacion de superficies de oro con ADN de sonda. Se inmovilizaron sondas tioladas monocatenarias sobre
electrodos de oro en bruto con A = 0,02 cm? (Bioanalytical Systems). Antes de la inmovilizaciéon de la sonda, se
limpiaron los electrodos de oro usando alimina 0,05 um, se aclararon en agua, se sometieron a sonicacion durante 5
mm, se grabaron por barrido de 0-1,8 V a 200 mV/s en H,SO4 1 M y se aclar6é con agua. Se expusieron de forma
normal los electrodos de oro invertidos a sondas tioladas de ADNss en soluciones que contenian SH-ADN 5 uM, HCM
500 nM, fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM y MgCl, 50 mM en una camara de humedad a temperatura
ambiente durante 1 hora. (Cualquier desviacion de estas condiciones se describe en capturas de figuras individuales.)
Se logré la manipulacion de densidades de pelicula de sonda con soluciones que contenian cantidades variables de
MgCl, que variaban desde 10—100 mM. Después del depdsito, se aclararon los electrodos en fosfato de sodio 25 mM
(pH 7), tampdn de NaCl 25 mM. Se confirmé la adsorcion de ADN en la superficie del electrodo monitorizando el
bloqueo de ferrocianuro 2 mM en fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM.

Hibridacion de secuencias diana. Se expusieron electrodos de oro modificados con ADNSss tiolado a secuencias diana
y se detecto la hibridacion a través de la potenciacion de la sefal electrocatalitica. Antes de la hibridacion de la diana,
se registraron medidas electrocataliticas iniciales de sondas de ADNss inmovilizadas y después de la hibridacién de la
diana se pudo calcular el cambio en la sefial.

Medidas electroquimicas. Se llevaron a cabo medidas electroquimicas con un potenciostato CV-50 de Bioanalytical
Systems. Se uso6 una celda de un compartimento ajustada con un capilar de Luggin. Se llevaron a cabo todas las
medidas de voltametria ciclica a cabo a temperatura ambiente con un potenciostato CV-50W de Bioanalytical
Systems. Se us6 una configuracion de tres electrodos que consistia en un electrodo de trabajo de oro modificado, un
electrodo auxiliar de hilo de platino y un electrodo de referencia de Ag/AgCl. Se us6 una celda de un compartimento
ajustada con un capilar de Luggin para separar el compartimento de trabajo del compartimento de referencia.

Se midieron las corrientes electrocataliticas en soluciones de Fe(CN)53' 2 mM, RU(NH3)63+ 27 uM en fosfato de sodio
25 mM/NaCl 250 mM (pH 7) a una velocidad de exploraciéon de 100 mV/s. Se cuantificd la carga catddica (Q)
integrando los voltamogramas restado el fondo. Se calcularon los cambios de sefial correspondientes a la hibridacion
como sigue AQ = (Qfina-Qinicial)/Qinicial. Las barras de error mostradas en las figuras individuales corresponden a
variabilidades entre multiples ensayos independientes de cada experimento.

Deteccién electroquimica de hibridacién diana

Se midio la corriente electrocatalitica obtenida en electrodos de oro modificados con ADN de sonda tiolada, y después
se expusieron los electrodos aclarados a secuencias diana y se detectd la hibridacién a través de la potenciacion de la
sefial electrocatalitica. Las soluciones de hibridacién contenian normalmente ADN diana 500 nM - 20 uM en fosfato de
sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM, MgCl, 100 mM. Se incubaron los electrodos a 37-50 °C en una camara de humedad
termostatizada y se lavaron exhaustivamente con tampén antes del analisis electroquimico. Las condiciones usadas
para experimentos individuales variaron dependiendo del tamafio y de la fuente del acido nucleico diana; los detalles
de diferentes ensayos de hibridacién se proporcionan en las capturas de figuras.

Cuantificacion basada en fluorescencia de la cobertura de superficie y eficiencias de hibridacion.

Se logro la cuantificacion de la cobertura de la superficie del electrodo usando ADN marcado con fluoresceina en base
al procedimiento descrito por Demers et al. Antes del depdsito de ADN marcado con fluoréforo, se prepararon
electrodos de oro en bruto como se describe anteriormente con grabado electroquimico. Se limpiaron superficies de
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oro planas mayores (0,28 sz) en solucion de Piranha (3:1 H2SO4/H202) durante 20 minutos, seguido de lavado
riguroso en agua. Usando una guia que produjo un area de 0,28 cm?, se incubd un oligonucledtido modificado con
3'-fluoresceina-5'-tiol sobre la superficie de oro durante 1 hora a temperatura ambiente en una camara de humedad.
Se realizo la inmovilizacién de la sonda usando una solucién que contenia la sonda 3'-fluoresceina-5'-tiol 5 uM, HCM
500 nM, fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM y cantidades variadas de MgCl, (de 10 mM a 100 mM). Se usaron
sustratos tratados con sondas no complementarias como controles. Después del dep6sito, se lavaron las superficies
de oro cuidadosamente con fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM. Después de desplazaron las sondas
modificadas con fluoréforo con mercaptoetanol 12 mM durante aproximadamente 3-4 horas a temperatura ambiente
en una camara de humedad; durante la noche se llevo a cabo una segunda ronda de desplazamiento. Se midieron las
intensidades de fluorescencia para estandares de calibracidon y muestras retiradas de la superficie de oro en NaOH 50
mM (pH 12) sobre un lector de placas de fluorescencia Wallac VictorF. Se determinaron las cantidades de
oligonucledtido modificado con 3'-fluoresceina-5'-tiol desplazado de la superficie por interpolacién a partir de una curva
de calibracion lineal estandar preparada con concentraciones conocidas de la sonda modificada.

Para la medida de las eficiencias de hibridacién usando fluorescencia, se introdujeron secuencias diana marcadas a
partir de soluciones que contenian diana 5 uM (F1-T2), fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM, y MgCl, 100 mM
durante 1 hora en un incubador a 40 °C. Después, se lavaron rigurosamente las superficies con fosfato de sodio 25
mM (pH 7), NaCl 25 mM para retirar la diana no hibridada. Se realiz6 el desplazamiento de duplex y las medidas de
fluorescencia como se describe anteriormente. Se traz6 una curva de calibracion lineal estandar usando
concentraciones conocidas de ADN duplex (HP2a/F1-T2).

Desnaturalizacion térmica de diplex de sonda/diana

Se realizaron medidas de la desnaturalizacién térmica con soluciones que contenian cadenas complementarias 1 uM
en fosfato de sodio 25 mM (pH 7), NaCl 25 mM. Se obtuvieron medidas monitorizando la absorbancia a 260 nM en un
espectrofotometro AVIV.

Ejemplo 2. Fabricacién de superficies modificadas con ADN

El apéndice de un enlazador terminado en tiol a oligonucledtidos sintéticos permite el autoensamblaje de peliculas de
ADN sobre electrodos de oro. Se han preparado superficies de oro modificadas con oligonucleétidos monocatenarios
por varios grupos interesados en monitorizar procedimientos electroquimicos en presencia de ADN. Las peliculas
usadas en los experimentos descritos en el presente documento proporcionan oligonucleétidos que contienen un
enlazador alifatico que esta unido de forma postsintética usando una combinacion de sintesis en fase sdlida y en
solucion. Un co-adsorbente, mercaptohexanol, se introduce durante el depdsito para disminuir la densidad del ADN
adsorbido y para minimizar la union de ADN no especifica en la superficie de oro.

Las condiciones empleadas en el presente documentos para el depdsito producen peliculas de alta densidad a partir
de oligonucledtidos modificados con tiol en minutos y presentan coberturas que dependen de la cantidad de catidn
divalente usado en la solucién de depdsito. Usando oligonucleétidos modificados con fluoresceina, se determind que
se obtuvieron densidades de 12(+ 2), 23(x 3), y 27(x 4) pmol/cm2 de oligonucleétidos monocatenarios con MgCl; 10,
50 0 100 mM presente en el tampodn de depdsito, respectivamente. Se realizaron medidas de densidad de sonda tanto
en electrodos de oro en bruto como en sustratos de oro depositados por vapor para confirmar que existian densidades
comparables (fue deseable trabajar con los sustratos mayores para una cuantificacion mas exacta de las coberturas
menos densas). Se observaron coberturas comparables a las medidas en el presente documento con [Mg”] baja en
estudios previos en los que se realiz6 el depédsito en presencia de fosfato de sodio 10 mM y NaCl 100 mM.

Para los experimentos electroquimicos descritos a continuacion, se usaron peliculas de ADN que estaban formadas
con MgCl; 50 mM presente durante el depdsito. Aunque las coberturas de superficie mas escasas promueven una
hibridacion de ADN mas eficaz (véase mas adelante), se logré una mayor reproducibilidad con densidades de ADN
mayores que produjeron sefiales voltamétricas mayores.

Ejemplo 3. Deteccidn de secuencias de ADN diana basadas en la reduccién electrocatalitica de Ru(NH3)63+ en
superficies modificadas con ADN.

El Ru(NH3)63+, que carece de ligandos que se puedan unir a ADN de forma intercalada, se asocia electrostaticamente
con el esqueleto cargado negativamente. Por lo tanto, es un aglutinante neutro de secuencia y una sonda ideal para
cuantificar ADN absorbido sobre una superficie de electrodo. ® La monitorizacion de la hibridacion con RU(NH3)63+
proporcionaria potencialmente un medio para detectar ADN de forma electroquimica. Sin embargo, las peliculas con
coberturas de superficie mas escasas que permiten una hibridacion eficaz sélo proporcionan sefales pequefas para
estas especies activas redox.

Para amplificar sefiales obtenidas en electrodos modificados con ADN en presencia de Ru(NH3)e3+, se introdujo un
oxidante, Fe(CN)s>, que permitiria el recambio de Ru(NHs)s>* regenerando la forma oxidada (FIG. 4). Como se
muestra en la FIG. 5, se observan ondas reductoras grandes, irreversibles, en electrodos modificados con ADN
sumergidos en soluciones de Fe(CN)53" y Ru(NH3)63+, en consonancia con el ciclo de reaccién propuesto (FIG. 5). Las
sefiales electroquimicas obtenidas con electrodos modificados con ADN a partir de soluciones de Ru(lll) y Fe(lll) se
amplifican por ~100 veces sobre las obtenidas cuando soélo esta presente RU(NH3)63+ (no se obtiene sefal en esta
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regiéon cuando solo esta presente Fe(CN)63'). La electrocatalisis requiere que el ADN atraiga el cation a la superficie de
oro, ya que no se observa ninguna sefial con un electrodo descubierto.

Este ensayo informa sensiblemente de la presencia de una secuencia de ADN diana. La senal de Ru(lll)/Fe(lll)
monitorizada en un electrodo de oro modificado con una secuencia de sonda complementaria a una porcién del gen de
ARNr 23S de H. pylori (secuencia: 5-GGC AAG ACG GAA AGA CCC-3' (SEQ ID NO: 2)) se incrementa
significativamente después de la exposicion del electrodo a un oligonucleétido diana sintético (FIG. 5). El cambio en la
respuesta electroquimica apenas se detecta en ausencia de Fe(lll). Los tiempos de hibridacion cortos (< 1 hora) en
condiciones suaves (40 °C) son suficientes para observar un incremento en la sefial electrocatalitica de > 100 %. En
presencia de secuencias no complementarias o tampoén carente de ADN, no se observan diferencias de sefales
apreciables.

La electrocatalisis de Ru(lll)/Fe(lll) informa con precision de la hibridacidon de secuencias de diferentes longitudes y
composicién de bases. Tanto la secuencia de ARNr 23S de 18-nt descrita anteriormente como una secuencia de 30-nt
correspondiente a un fragmento del gen Hpn (que codifica una Unica proteina para la secuencia de H. pylori: 5'-TGT
TGC AGC ACT AGC GAT AGT CAT CAT CAA-3' (SEQ ID NO: 1)) se pueden detectar como se muestra en la FIG. 5A.
También es sensible, ya que las concentraciones por debajo de 10 nM produjeron incrementos medibles en la
respuesta electroquimica después de la hibridacion.

Ejemplo 4. Discriminacién de dianas que contienen sustituciones de bases individuales.

En experimentos que monitorizan la hibridacién de oligonucleétidos de ADN correspondientes a una region del ARN
23S de H. pylori se observé una sensibilidad pronunciada a pares de bases emparejados errbneamente con el
complejo diana/sonda. La potenciacion en la sefial electroquimica observada normalmente con la secuencia de ARNr
WT disminuyé significativamente cuando se introdujo una sustitucion A-a-C en la posicion 2143 dentro del ARNr 23S
(secuencia: 5-GGC AAG ACG GAC AGA CCC-3' (SEQ ID NO: 3), el nucledtido correspondiente a C2143 esta en el
caso inferior). La variante A2143C es importante porque esta sustitucion imparte resistencia a la claritromicina, el
antibiético usado normalmente para combatir H. pylori y aproximadamente un 10 % de las infecciones observadas
clinicamente son resistentes a la claritromicina.

La discriminacién del mutante A2143C es un resultado de la cinética de hibridacion mas lenta para la secuencia que
esta emparejada erréneamente con respecto a la sonda. Un estudio sistematico de la eficiencia en la hibridacion en
funcién del tiempo para la diana WT frente a A2143C reveld que la extension de la hibridacién para las dos secuencias
s6lo es comparable con tiempos de incubacién de mas de 12 horas. El efecto pronunciado provocado por el
emparejamiento erréneo de bases individuales dentro del complejo diana/sonda es un hallazgo significativo. Los
estudios previos de hibridacién duplex en solucién por otros grupos han caracterizado efectos mucho mas sutiles, con
velocidades de asociacion para dos oligonucleétidos de ADN que presentan poca sensibilidad para la pérdida de un
solo par de Watson-Crick, y velocidades de disociacion que se incrementan en aproximadamente un orden de
magnitud en conjuntos emparejados erroneamente.?” Por lo tanto, parece que las reacciones de hibridacion
heterogéneas, con un oligonucleétido inmovilizado sobre una superficie del electrodo, son mucho mas sensibles a
emparejamientos erréneos, un hallazgo que proporciona la base para distinguir secuencias similares con un ensayo de
hibridacion electroquimica. La densidad de sonda que se usa en los experimentos de la presente invencion también
parece amplificar el efecto, ya que los estudios que usan resonancia de plasmoén superficial en el seguimiento de la
hibridacion en superficies de oro con coberturas de superficie muy bajas han elucidado efectos similares, pero mucho
menos pronunciados.22 Una superficie con una cobertura alta de oligonucleétidos cargados negativamente puede
servir para desestabilizar aiin mas los duplex diana/sonda emparejados erroneamente.

El ensayo de deteccion de ADN electrocatalitico descrito proporciona un medio sensible y especifico para ejecutar el
genotipado electroquimico. El procedimiento descrito sera util para el analisis genético en un formato multiplexado.

Ejemplo 5.Deteccidon de diana de Hpn usando productos de PCR, transcritos de ARN y un 30-mero sintético.

Se sometieron a prueba dos secuencias de sonda con las diferentes dianas: HP2a (sonda de Hpn complementaria)
5-TTT TTT TTT TTT GAT GAC TAT CGC TAG TGC-3' (SEQ ID NO: 4) y HP2b (sonda de Hpn no complementaria)
S5-TTTTTTTTTTTT GGG ATAATT CTT CAG CGG-3' (SEQ ID NO: 5). Las bases de timina afiadidas permitieron que
la sonda fuera mas accesibles para la diana. La sonda complementaria detecta eficazmente la presencia de acidos
nucleicos diana diferentes usando el sistema Ru(lll)/Fe(lll) electrocatalitico.

Las secuencias diana fueron como sigue:

PCR (generada usando PCR asimétrica como ADN monocatenario, la porcién complementaria a la sonda esta
subrayada):

5-GGA GTC ATC ATG GCA CAC CAT GAA GAA CAG CAC GGC GGT CAT CAC CAC CAT CAC CAC CAC ACA
CAC CAC CAC CAC TAT CAC GGC GGT GAA CAC CAC CAT CAC CAC CAC AGC TCT CAT CAT GAA GAA GGT
TGT TGC AGC ACT AGC GAT AGT CAT CAT CAT CAA GAA GAG GGT TGC TGC CAC GGG CAT CAC GAG TAA
TAT CGG TGT GGC TAG GGG CAA CTT-3' (SEQ ID NO: 6)
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ARN (misma secuencia que el producto de PCR, generada in vitro a partir de la plantilla de ADN, la parte
complementaria a la sonda esta subrayada):

5'ATC AAA GGA GTC ATC ATG GCA CAC CAT GAA GAA CAG CAC GGC GGT CAT CAC CAC CAT CAC CAC CAC
ACA CAC CAC CAC CAC TAT CAC GGC GGT GAA CAC CAC CAT CAC CAC CAC AGC TCT CAT CAT GAA GAA
GGT TGT TGC AGC ACT AGC GAT AGT CAT CAT CAT CAA GAA GAG GGT TGC TGC CAC GGG CAT CAC GAG
TAA TAT CGG TGT GGC TAG GGG CAA CTT-3' (SEQ ID NO: 7)

oligo sintético 30-mero

5'-TGT TGC AGC ACT AGC GAT AGT CAT CAT CAT CAA-3' (SEQ ID NO: 8)

Se depositaron soluciones de sonda de ADN (HP2a y HP2b) que contenian ADNss 5 uM, HCM 500nM, MgCl, 50mM y
tampon fosfato de sodio 25 mM/NaCl a pH 7 durante 1,5 horas a temperatura ambiente en una camara de humedad.
Se expusieron la solucién diana que contenia 30-mero sintético y el producto de PCR que contenian diana 500 nM,
MgCl, 100 mM, y el tampon de fosfato de sodio 25 mM/NaCl a pH 7 a peliculas de ADN durante 1 hora a 45 °C. Se
realizé la hibridacion de ARN diana bajo las mismas condiciones, excepto que se uso6 diana 1 pM.

Los resultados se muestran en la FIG. 7, que es un grafico de barras que muestra la dependencia temporal de la
hibridacion para la sonda de HP2A (sonda Hpn complementaria) y la sonda HP2B (sonda Hpn no complementaria). Se
muestra que las secuencias de ADN diana se pueden detectar como productos de PCR o bien como transcritos de
ARN usando los procedimientos descritos en el presente documento.

Ejemplo 6. Preparacion de amplicén de PCR asimétrico y dianas de ARN.

El gen hpn de H. pylori se amplificé por PCR a partir de una fuente recombinante (un plasmido de E. coli proporcionado
por el Dr. Andrew Plaut de la Universidad de Tufts). Se generaron dos productos de PCR, uno usando el procedimiento
asimétrico que produce principalmente ADN monocatenario, y otro usando condiciones de PCR convencionales que
generarian un producto bicatenario para la transcripcion "runoff" de T7 de ARN. Para la reaccion anterior, se usaron un
cebador de PCR directo (5'-ATC AAA GGA GTC ATC ATG GCA CAC-3' (SEQ ID NO: 9)) y un cebador de PCR inverso
(5'- AAG TTG CCC CTA GCC ACA-3' (SEQ ID NO: 10)) en reacciones que contenian 1 pg/ml de ADN de plasmido,
cebador directo 500 nM, cebador inverso 5 nM, 1x de tampdn de reaccion de la ADN polimerasa de Pfu clonado
(Tris-HCI 200 mM (pH 8,8), KCI 100 mM, (NH4)2SO4 100 mM, MgSO4 20 mM, 1 % de Triton X-100,1 mg/ml de
seroalbumina bovina libre de nucleasa), dNTP 1 mM, y 2,5 U de ADN polimerasa de Pfu clonado, tampdn de
polimerasa y enzima adquirida de Stratagene, en un volumen de reaccién total de 100 pl. Para la sintesis del producto
de PCR usado para la generacion del transcrito de ARN, se us6 un cebador de PCR directo que contenia la secuencia
del promotor de la T7 polimerasa (5'-GCT AGG TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAG TCA TCA TGG CAC AC-3' (SEQ
ID NO: 11)) con las mismas condiciones de reaccion con la excepcion de la adicion de cebador directo 500 nM e
inverso 500 nM. Se realizé la PCR en un Stratagene Robocycler con 30 ciclos a 94 °C durante 2 minutos, 52 °C
durante 2 minutos, 72 °C durante 3 minutos. Los productos de PCR se sometieron a extraccion con fenol-cloroformo y
precipitacion con etanol. Se transcribié la diana de ARN a partir de la plantilla de ADN amplificado con la region
promotora de T7 usando condiciones estandar. Las dianas de ADN y ARN resultantes tenian las siguientes
secuencias:
*GGAGTCATCATGGCACACCATGAAGAACAGCACGGCGGTCATCACCACCATCACCACCACACACACCACCACC
ACTATCACGGCGGTGAACACCACCATCACCACCACAGCTCTCATCATGAAGAAGGTTGTTGCAGCACTAGCGAT
AGTCATCATCATCAAGAAGAGGGTTGCTGCCACGGGCATCACGAGTAATATCGGTGTGGCTAGGGGCAACTTS
(ARN, 219 nt) (SEQ ID NO: 6) y

YATCAAAGGAGTCATCATGGCACACCATGAAGAACAGCACGGCGGTCATCACCACCATCACCACCACACACACC
ACCACCACTATCACGGCGGTGAACACCACCATCACCACCACAGCTCTCATCATGAAGAAGGTTGTTGCAGCACT

AGCGATAGTCATCATCATCAAGAAGAGGGTTGCTGCCACGGGCATCACGAGTAATATCGGTGTGGCTAGGGGC

AACTT® (ADN, 225 nt) (SEQ ID NO: 7); la porcion de la secuencia que es complementaria a la sonda HP1b esta
subrayada.

Ejemplo 7. Reduccién electrocatalitica de Ru(NH3)63+ en superficies modificadas con ADN

El Ru(NH3)63+, que carece de ligandos que se puedan unir a ADN de forma intercalada, se asocia electrostaticamente
con el esqueleto cargado negativamente. Por lo tanto, es un aglutinante neutro de secuencia y una sonda ideal para la
cuantificacion ADN mono o bicatenario adsorbido sobre una superficie de electrodo. Sin embargo, la concentracion
limitada de Ru(NH3)63+ localizada en los electrodos modificados con ADN proporciona una pequefia corriente bajo
condiciones adecuadas para la deteccion de hibridacion (es decir, concentraciones de Ru(lll) suficientemente bajas
para prohibir la adsorcién directa de la sonda activa redox). Para proporcionar la maxima sensibilidad para la deteccion
de hibridacion de ADN, se introdujo un oxidante, Fe(CN)63', que permitiria el recambio de RU(NH3)63+ regenerando la
forma oxidada (esquema 1), amplificando de este modo significativamente la respuesta obtenida.

De hecho, como se muestra en la FIG. 8, se observan ondas reductoras grandes, irreversibles, usando voltametria
ciclica (CV) en electrodos modificados con ADN sumergidos en soluciones de Fe(CN)53" y Ru(NH3)63+, en consonancia
con la reaccion propuesta. La cantidad de corriente observada informa de la cantidad de ADN presente en la superficie
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del electrodo, ya que la respuesta obtenida en superficies con diferentes densidades (controladas variando [Mgz+]

durante el depdsito) era directamente dependiente del nimero de moléculas de ADN inmovilizadas.

Las sefales electroquimicas obtenidas con electrodos modificados con ADN a partir de solumones de Ru(lll) y Fe(lll)
se amplifican por ~100 veces sobre las obtenidas cuando soélo esta presente Ru(NHs)s** (FIG. 8B, recuadro); no se
obtiene sefial en esta region cuando sélo esta presente Fe(CN) (datos no mostrados). La electrocatalisis requiere
que el ADN atraiga el complejo cationico a la superficie de oro, ya que no se observa ninguna sefial con un electrodo
descubierto.

El ensayo electrocatalltlco mforma sensiblemente de la presencia de una secuencia de ADN diana complementaria. La
sefial de RU(NH3)6 /Fe(CN)a monitorizada en un electrodo de oro con una secuencia de sonda complementaria a
una porcién del gen de ARNr 23S de H. pylori (nucledtidos 2132-2149) se incrementa significativamente después de la
exposicion del electrodo a un oligonucleétido diana sintético (FIG. 8B). Los tiempos de hibridacion cortos (< 1 hora) y
las condiciones suaves son suficientes para observar un incremento en la carga integrada de > 100 %. En presencia
de secuencias no complementarias o tampoén carente de ADN, no se observan diferencias de sefiales apreciables.

La electrocatalisis de Ru(lll)/Fe(lll) informa con precisién de la hibridacion de secuencias de diferentes longitudes.
Tanto la secuencia de ARNr 23S de 18 nucledtidos descrita anteriormente como la secuencia de 30 nucleétidos
correspondiente a un fragmento del gen hpn (que codifica una proteina rica en histidina de funcién desconocida unica
para H. pylori) se puede detectar como se muestra en la FIG. 9. Por tanto, el ensayo descrito es versatil y es
compatible con diferentes longitudes de secuencia de sonda y composicion de bases. Es innecesario que emparejar la
longitud de la diana y la sonda, ya que los experimentos en los que se incrementé el tamano de la diana en 10-15
nucledtidos también produjo una deteccion satisfactoria de la hibridacion (datos no mostrados). El ensayo
electrocatalitico también es sensible, ya que las concentraciones por debajo de 10 nM (50 fmol) produjeron
incrementos medibles en la respuesta electroquimica después de la hibridacion.

Ejemplo 8. Efecto de la densidad de sonda inmovilizada

La eficiencia de la hibridacion, investigada usando el ensayo electrocatalitico y la cuantificacion basada en
fluorescencia, era sensible a la densidad de la secuencia de sonda inmovilizada (FIG. 10). Como se describe
anteriormente, la densidad de peliculas de ADN preparadas con diferentes cantidades de MgClg presentes se
monitorizé usando oligonucleétidos modificados con fluoresceina. Como la cantidad de Mg en Ia solucion de
depésito se incrementa, la densidad de la sonda se incrementa, con peliculas con 11 pmol ADN/cm? obtenidas con
MgCl> 10 mM vy peliculas con 27 pmol ADN/cm? obtenidas con MgCl, 100 mM. También se monitoriz6 la respuesta
obtenida en presencia de Ru(NHz)s>* y Fe(CN)s”, y se incremento con la cobertura de la superficie. Con la pelicula
preparada con MgCl, 10 mM, la carga promedio medida fue de 0,13(5) uC, mientras que con MgCl, 100 mM presente
durante el depdsito de la sonda, la carga promedio medida fue de 0,59(5) pC. La correlacion entre estos valores y la
densidad del ADN de sonda indica que la sefal electroquimica presenta una dependencia directa sobre la
concentracion del ADN inmovilizado presente en la superficie del electrodo.

Cuando la sefial se incrementa después de la hibridacion se monitorizé para los electrodos con diferentes coberturas
de superficie, se observo que las peliculas con densidades de sonda menores permitieron una captura de la diana mas
eficaz (FIG. 10). Se ha observado este efecto en varios estudios y se propone que surge debido a su agrupacion
estérica cuando las concentraciones locales de ADN inmovilizado son altas. Aunque la pelicula de densidad mas baja
estudiada en el presente documento (formada con MgCl, 10 mM) permitié un 87(x 5) % de hibridacion, la pelicula de
densidad més alta (formada con MgCl, 100 mM) presentd un nivel mucho menor de hibridaciéon con un 6(x 2) % de
eficiencia. Las peliculas preparadas con MgCl, 50 mM que se usaron rutinariamente en el ensayo de electrocatalisis
también presentaron sélo hibridacién parcial, formando un 7(z 2) % de las sondas un complejo con una secuencia de
ADN diana. Hay que destacar, sin embargo, que el ensayo electrocatalitico pudo resolver este bajo nivel de
complejacién de diana con un cambio en la carga integrada, normalmente del 100 %.

Basandose en las dimensiones del duplex de ADN,~ 50 pmol/cm2 es la cobertura maxima de duplex que se pudo
lograr. Por lo tanto, es evidente que la cobertura de una sonda monocatenaria debe estar muy por debajo de este nivel
para lograr una hibridacion eficaz.

Ejemplo 9. Deteccion de dianas que contienen sustituciones de bases individuales

En experimentos que monitorizan la hibridacién de oligonucleétidos de ADN correspondientes a una regién del ARN
23S de H. pylori se observé una sensibilidad pronunciada a pares de bases emparejados erroneamente con el
complejo diana/sonda. La potenciacion en la sefial electroquimica observada normalmente con la secuencia de ARNr
WT disminuyé significativamente cuando se introdujo una secuencia que contenia una sustitucion A-a-C en la posicion
2143 (FIG. 9). La secuencia de A2143C es clinicamente significativa porque esta sustitucién imparte resistencia a la
claritromicina, el antibiético usado normalmente para combatir H. pylori. Mas de un 10 % de las infecciones
observadas clinicamente son resistentes a la claritromicina.

Basandose en las estabilidades térmicas de las secuencias de ARNr usadas para estos experimentos, la observacion
de la hibridacién diferencial es sorprendente. Los duplex de diana/sonda formados a partir de las secuencias
ribosémicas empleadas para este ensayo presentaron valores de T, de 58 (2) °C cuando se emparejaban

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2385341 T3

completamente, y de 52(2) °C cuando esta presente la mutacién de A2143C que produjo un apareamiento erréneo
C-T. Por tanto, es razonable esperar que ambos duplex se formen en la superficie si la complejacion se rige por la
estabilidad termodinamica.

Para investigar el origen de la hibridacion diferencial observada en presencia de la mutacién puntual, se monitorizé la
dependencia temporal de la hibridacién (FIG. 11). Con tiempos de incubacion cortos, se observé una diferencia
pronunciada en la sefial obtenida para la secuencia WT con relacion a la secuencia de A2143C. Sin embargo, cuando
se permiti6 que la hibridacion procediera mas de 12 horas, se obtuvieron resultados comparables con ambas
secuencias. Por lo tanto, la discriminacion de la mutacion A2143C es un resultado de la cinética de hibridacién mas
lenta para la secuencia que esta emparejada erroneamente con respecto a la sonda. La velocidad de asociacion de
ambas secuencias probablemente es similar, por tanto, el cambio observado puede reflejar una velocidad de
disociacion mas rapida para el complejo emparejado erréneamente que limita la acumulacion de duplex hibridados.

Ejemplo 10. Deteccion de dianas de ADN y ARN extendidas

Se sometidé a prueba la aplicabilidad del ensayo electrocatalitico para la deteccion de dianas de ADN y ARN grandes
usando una secuencia de un > 200 nucleétidos que contiene el gen hpn de H. pylori (FIG. 12). Para esos experimentos
de hibridacién, se emplearon secuencias de sonda que contenia un enlazador de 12 residuos de timina que sirvié para
incrementar la accesibilidad de la porcién del oligonucleétido usado para la captura de la diana. Usando condiciones
de hibridacién usando moderadas (1 hora, 45 °C), se detectd especificamente el ADN monocatenario realizado por
PCR asimétrica y ARN generado in vitro por medio de grandes incrementos en corrientes electrocataliticas obtenidas
en presencia de una sonda complementaria. Se observaron niveles bajos de unién no especifica con una secuencia de
sonda no complementaria, indicando que los incrementos de sefal observados con la sonda complementaria
resultaron de la hibridacién altamente especifica de las dianas. Hay que destacar, sin embargo, que la diana de ARN
mostré de forma reproducible niveles mas altos de unién no especifica.

El ensayo electrocatalitico descrito en el presente documento proporciona un medio sensible para detectar secuencias
de acido nucleico que pertenecen a patégenos infecciosos con alta especificidad usando una lectura electroquimica. El
procedimiento es muy sensible, y es adecuado para la deteccién de niveles bajos de hibridacién de ADN a partir de
soluciones diluidas de secuencias diana. Una caracteristica particularmente atractiva del procedimiento son las
mejoras de sefales grandes que resultan de la formacion de ADN duplex sobre la superficie del electrodo.
Normalmente, los cambios observados en la carga integrada son mayores del 100 % a pesar de que la extension de la
hibridacion en la superficie del electrodo puede ser de tan solo un 5-10 %. Ademas, el hallazgo inesperado que una
Unica mutacioén puntual atenta drasticamente la cinética de la formacion de duplex en la superficie del electrodo indica
que el genotipado bacteriano basado en hibridacion es viable, y que se puede lograr una discriminaciéon de la
secuencia de alta resolucién con sondas de ADN inmovilizadas. El desarrollo adicional de herramientas
electroquimicas tales como el ensayo notificado en el presente documento que se puede adaptar para un analisis de
alto rendimiento de ADN permitira el analisis eficaz de genes bacterianos y humanos.
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Ejemplo 11. Preparacion de conjuntos de nanoelectrodos para la deteccién de &cidos nucleicos
Depdsito de oro no electrolitico

Se usaron filtros de policarbonato Track Etch obtenidos de Osmonics, Inc como plantillas de membrana. Estas
membranas son de 6 mm de grosor, con un diametro de poro nominal de 10 nm y una densidad de poro de 5,2 x 108
poros cm?. Se prepararon los NEE usando el procedimiento de recubrimiento no electrolitico notificado previamente
(1) con ligeras modificaciones (2). Se sumergio la membrana de plantilla en metanol durante 2 horas y después se
sumergié durante 45 minutos en una solucién que es 0,026 M en SnCl, y 0,07 M en acido trifluoroacético en
metanol/agua 50:50 como disolvente. Esto da como resultado el depdsito del "sensibilizador" (Sn2+) sobre todas las
superficies de membrana (tanto las pareces de poro como las caras de la membrana). Se lavé dos veces la membrana
en metanol durante 2,5 min y se sumergié en una soluciéon de AgNO3; (0,029 M) en amoniaco acuoso durante 10
minutos. Esto da como resultado el depdsito de nanoparticulas de Ag sobre todas las superficies de membrana.
Después, se lavaron las membranas en metanol durante 5 minutos. Después del tratamiento en AgNOs3, se coloco la
membrana en una mezcla de recubrimiento de oro que contenia 0.5 ml de solucién de recubrimiento de oro comercial
Oromerse Part B (Technic Inc., 0,127 M en Na;S0O3, 0,625 M en formaldehido, y 0,025 M en NaHCO3). La temperatura
de este bafio se mantuvo a ~4 °C. El pH es inicialmente 12, pero se ajusté hasta 10 por adicién gota a gota de H,SO4
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0,5 M, con agitacion constante. Se colocaron las membranas en el bafio de recubrimiento de oro durante 24 horas,
dando como resultado el depdsito de nanohilos de Au dentro de los poros. Después del recubrimiento, se lavo la
membrana con agua y después se sumergioé en un 10 % de HNO3 durante 12 horas. Después se aclar6 la membrana
exhaustivamente en agua y se sec6 al aire.

Ensamblaje de NEE 2D

Se ensamblaron los NEE 2D obtenidos por medio del procedimiento de depdsito de oro no electrolitico descrito
anteriormente como se notificd previamente (1) con ligeras modificaciones (3). En primer lugar, se fij6 una pequefia
pieza de la membrana de recubierta de oro en una pieza de cinta de cobre adhesiva con el lado "brillante" de la
superficie de oro hacia arriba y la cara aspera de la membrana hacia el adhesivo. Después, se fij6 otra tira de cobre
adhesivo a la superficie de oro brillante superior y se cubrié sélo una pequefa parte de la membrana. Esto mejoro el
rendimiento de la fabricacién de NEE reproducibles asi como la conexion eléctrica entre el cobre y los NEE. Después,
se retird la capa de superficie superior de Au que no se cubrié con la cinta de lamina de Cu aplicando y retirando
sencillamente una tira de cinta adhesiva Scotch 3M (cinta marca Magic N.° 810). Esta etapa expone los extremos con
forma de disco de los nanohilos de Au. Después, se calenté el ensamblaje de NEE a 155 °C durante 30 minutos.
Después, se aislaron las membranas con cinta N.° 898 marca 3M Scotch en las superficies inferior y superior del
ensamblaje asi como la cinta de lamina de Cu. Antes de la colocacion en el ensamblaje, se perforé un agujero de 0,07
cm? en la pieza superior de cinta Scotch. Esta abertura define el area geométrica de los NEE 2D expuestos a la
solucion.

Preparacion y ensamblaje de los NEE 3D

Después del depdsito no electrolitico de oro dentro de los poros de la membrana de policarbonato asi como en ambas
caras de la membrana, se prepararon los NEE 3D grabando con plasma O2 los NEE 2D como se describe (4). Se retird
el lado "brillante" (5) de la superficie de oro aplicando y retirando una tira de cinta adhesiva 3M Scotch, lo que expuso
los extremos de los nanohilos de oro. Se grabé con plasma O2 la superficie de membrana "brillante" usando un Plasma
Therma 290 Series Systems VII durante 65 segundos. Este procedimiento graba el material de policarbonato y expone
~200 nm de los extremos de nanohilos de oro. Las cond|C|ones de grabado fueron como sigue: energia = 100 W,
presion de oxigeno = 150 mTorr, caudal = 30 cm® min”. Se ensamblaron los NEE 3D como los NEE 2D descritos
anteriormente y se sometié a tratamiento térmico en un horno a 155 °C durante 30 min para mejorar el sellado de la
membrana de policarbonato alrededor de los NEE. Este procedimiento de fabricacion incrementé significativamente el
rendlmlento de NEE 3D funcionales hasta un ~85 %. El area geométrica de los NEE 3D expuestos a la solucion fue de
0,07 cm?.

La FIG. 13 A muestra micrografias electronicas de barrido de las estructuras generadas usando una versién
modificada de un procedimiento de recubrimiento no electrolitico descrito prewamente Estos nanoelectrodos
bidimensionales (2D) son aproximadamente de 10 nm de diametro y tienen una separacion promedio de 200 nm.
Usando el grabado de plasma de oxigeno para retirar una capa fina de policarbonato,5 se usan los mismos materiales
para preparar NEE tridimensionales (3D) que proporcionan nanohilos de Au expuestos. El grabado con plasma dio
como resultado una exposicion consistente de ~200 nm de los nanohilos de oro. Se logré el sellado de la membrana de
policarbonato alrededor de los NEE por tratamiento término, y fue una etapa crucial que redujo significativamente las
corrientes de carga de doble capa

Modificacion de las superficies de oro con sonda de ADN y protocolo de hibridacién de ADN

Se pulieron los electrodos de oro de macrodisco de BAS antes de su uso con 0,05 mm de alumina en polvo usando una
rueda de pulido. Después, se lavaron los electrodos de oro de macrodisco con agua Millipore, se sometié a sonicacion
durante 5 min. y se grabo por barrido desde 0 - 1800 mV a 200 mV/s en H2SO4 1 M, y se lavo con cantidades copiosas
de agua Millipore. Se inmovilizaron las sondas de ADN ss-tioladas sobre electrodos de oro de macrodisco de BAS,
NEE 2D y 3D. Se expusieron los electrodos a soluciones que contenian SH-ADN 5 mM, 6-mercapto-1-hexanol 500 nM
(97 %), fosfato de sodio 25 mM (pH = 7), NaCl 25 mM y MgCl, 50 mM en una camara de humedad a temperatura
ambiente durante 1 hora. Después, se lavaron los electrodos en fosfato de sodio 25 mM/NaCl 25 mM (pH = 7). Se
confirmé la quimisorcién de ADN sobre electrodos de oro por barrido desde 0 - 500 mV en una solucién de cianuro
férrico 2 mM en fosfato de sodio 25 mM (pH = 7) / NaCl 25 mM a una velocidad de exploracién de 100 mV/s. Después.
se lavaron los electrodos en fosfato de sodio 25 mM / NaCl 25 mM (pH = 7) y se midieron las corrientes
electrocataliticas como se describe anteriormente. Después se introdujeron soluciones que contenian ADN diana 1 pM
- 20 mM en fosfato de sodio 25 mM (pH = 7), NaCl 25 mM y MgCl, 100 mM en una camara de humedad termostatizada
a 37 - 40 °C. Después, se volvié a medir la corriente electrocatalitica como se describe anteriormente.

La FIG. 13B muestra esquematicamente la unién de las sondas de acido nucleico sobre los nanohilos.
Sintesis y purificacion de oligonucleétidos

Se realizo la sintesis de oligonucleétidos con un sintetizador de ADN/ARN ABI394 usando técnicas en fase solida
automatizadas estandar (6). Se modifico el extremo 5' terminal del ADN con un enlazador de tiol y se purificé por HPLC
de fase inversa como se describe previamente (7). Las secuencias de ADN que pertenecen al microbio patégeno
Helicobacter pylori fueron como sigue:
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Sonda: SH-5' GGGTCTTTCCGTCTTGCC3' (SEQ ID NO. 18)
Diana: 5' GGC A AG ACGG AAAG ACCC3' (SEQ ID NO. 19)
Diana de control (no complementaria): 5GCACTAGCGATAGTCATC3' (SEQ ID NO. 20)

Se cuantificaron los oligonucledtidos midiendo absorbancia a 260 nm usando coeficientes de extincion notificados
previamente (8).

Ejemplo 12. Medidas electroquimicas de acidos nucleicos
Procedimientos

Se realizaron medidas de voltametria ciclica usando un potenciostato-galvanostato Epsilon de Bioanalytical Systems
(BAS) controlado con el programa informatico Epsilon CE de BAS. Se llevaron a cabo todas las medidas con una
configuracion de tres electrodos a temperatura ambiente. Se us6 un electrodo de Ag/AgCl equipado con un capilar de
Luggin como electrodo de referencia, y se usé un hilo de platino como contraelectrodo. Se usaron macroelectrodos de
oro de BAS (area = 0,02 cmz), NEE 2D y 3D como electrodos de trabajo. Se notificaron todos los potenciales frente a
Ag/AgCl. Se midieron las corrientes electrocataliticas en soluciones de Fe(CN)s> 5 mM y Ru(NH)s>* 100 mM en fosfato
de sodio 25 mM/NaCl 250 mM (pH = 7) a una velocidad de exploracion de 100 mV/s. Se cuantifico la carga catddica
(Q) integrando el area bajo cada voltamograma y se calcularon los cambios de sefial correspondientes a
acontecimientos de hibridacion como sigue

DQ % = {((Qfinal - Qinicial) / Qinicial) * 100}

donde Qfinal y Qinicial representan cargas catddicas integradas después y antes de la hibridacion, respectivamente.
Se realizaron todas las medidas electroquimicas al menos en 3 electrodos de oro diferentes y se notificaron las cargas
integradas con desviaciones estandar en la tabla 1.
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Resultados

Como se muestra en la FIG. 14, las sefiales de electrocatalisis obtenidas usando NEE muestran grandes incrementos
sobre la hibridacion de una secuencia de ADN diana.’ Aunque se miden corrientes muy pequefias en los NEE
modificados con sonda con relacién a macroelectrodos, las sefiales observadas sobre la hibridaciéon de ADN en NEE
se acercan o superan las obtenidas con macroelectrodos de Au (tabla 1y FIG. 14)."° Para cuantificar el efecto de la
hibridacion de ADN sobre las sefiales obtenidas con diferentes electrodos, se compararon los valores de DQ
(reflejando corrientes de electrocatalisis integradas antes y después de la introduccién del oligonucleétido diana)11
para NEE 2D, 3D y macroelectrodos. Se obtuvieron valores promedio de un 730 %, 420 % y 80 % (tabla 1),
respectivamente. Por tanto, las sefiales electrocataliticas medidas en NEE se modularon mas fuertemente por
hibridacion de ADN con relacién a las observadas en macroelectrodos. Los experimentos de control en los que se
sometieron a prueba secuencias no complementarias no generaron cambios significativos en la respuesta
electroquimica medida con cualquiera de los electrodos, indicando que los cambios de sefial observados reflejan la
formacion de un complejo especifico entre la diana y la sonda.
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Tabla 1 Comparacion de sefiales electroquimicas obtenidas en macro y nanoelectrodos

Electrodo AQ %* Q (uC)* Area geométrica (cm®)*
Au macro 80 £10 6.6 £ 0.6 0,02

NEE 2D 730 = 80 8.5+0.5 0,07

NEE 3D 420 + 9- 1314 0,07

*Véase nota 11. Carga integrada después de la hibridacion. El area geométrica se los NEE se define por el area
expuesta del ensamblaje de nanohilos.

El éxito de los experimentos de hibridacion de ADN realizados usando NEE indica claramente que estas
nanoestructuras son sustratos Utiles para la biosensibilizacion. Aunque ambos tipos de NEE mostraron cambios de
sefial positivos cuando estaba presente una cadena de ADN diana, se observaron varias diferencias en el
comportamiento de estos electrodos que indicd que las nanoestructuras 3D eran mas adecuadas para aplicaciones
practicas. Las corrientes de electrocatalisis medidas en los NEE 3D fueron mayores que en los NEE 2D, consistente
con el area de superficie activa incrementada producida por el grabado del sustrato de policarbonato. 12 Ademas, el
procedimiento de grabado usado para generar los nanohilos expuestos incrementé el rendimiento de los electrodos
funcionales obtenidos a partir de una membrana individual (85 % para NEE 3D y 45 % para 2D), y produjo electrodos
con corrientes capacitivas mas pequenas y sefales de fondo mas estables durante los experimentos de hibridacion de
ADN.

Se usaron los NEE 3D para establecer la sensibilidad del ensayo de deteccion de ADN electrocatalitico realizado sobre
la arquitectura a nanoescala (FIG. 15). Cuando se valor6é un electrodo de NEE 30 modificado con sonda con una
cadena de ADN diana, las soluciones que contenian concentraciones picomolares del analito produjeron cambios
detectables en la sefial electroquimica. De hecho, una muestra que contenia 5 atomoles de ADN diana incremento la
sefial de electrocatalisis en > 200 %. Se realiz6 este analisis sobre un electrodo con un area geométrica expuesta de
0,07 cm?, indicando que se pudieron lograr facilimente limites de deteccion en zeptomoles con una disminucion
modesta en el tamafo de la apertura usada en el andlisis electroquimico. Estudios previos que usaron el ensayo de
electrocatalisis de Ru(lll)/Fe(lll) ensayo para detectar Ias mismas secuencias de ADN usando electrodos de oro
macroscoépicos lograron una sensibilidad en femtomoles.* Un limite de deteccion de nivel atomolar se com ara
favorablemente con procedimientos electroquimicos descritos para la deteccion directa de ollgonucleotldos Es
evidente que los nanoelectrodos sometidos a prueba en el presente documento son una plataforma atractiva para la
sensibilizacion biomolecular debido a los niveles de deteccion disminuidos y a la amplificacion potenciada de los
cambios de sefial positiva que se producen sobre la hibridacion de ADN.
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10. Las corrientes medidas en NEE 3D fueron normalmente 2 veces superiores a las medidas en NEE 2D. El area
de superficie de Au e E)uesto en los NEE 3D (A =0,025cm ) se debe incrementar en un factor de ~ 850 sobre los NEE
2D (A=29x 10° cm ), en base a las areas aproximadas de las imagenes de SEM. Sin embargo, se ha observado
previamente que la disminucion de la capa de difusion entre nanoestructuras 3D adyacentes disminuye la participacion
de las paredes laterales expuestas en los procesos electroquimicos.3 Este efecto puede ser responsable de los
incrementos de sefal relativamente pequefios que se observan en los NEE 3D con respecto a 2D en el ensayo de la
presente invencion.
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<130> 2846/2138B
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<160> 20

<170> Patentln version 3.2
<210> 1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> T1 (diana de hpn)
<400> 1

tgttgcagca ctagcgatag tcatcatcaa

<210> 2

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> T2a (diana de ARNr de WT)

<400> 2

ggcaagacgg aaagaccc

<210> 3
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<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> T2aMUT (diana de ARNr de A2143C)
<400> 3

ggcaagacgg acagaccc

<210> 4

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HP1b (sonda de hpn complementaria de 18 nt + 12T)
<400> 4

tttttttttt ttgatgacta tcgctagtgce

<210>5

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HP1c (sonda de hpn no complementaria de 18 nt + 12T)
<400> 5

tttttttttt ttgggataat tcttcaccgg

<210> 6

<211> 219

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana (producto de PCR)

<400> 6

ggagtcatca tggcacacca tgaagaacag cacggcggtc atcaccacca tcaccaccac
acacaccacc accactatca cggcggtgaa caccaccatc accaccacag ctctcatcat
gaagaaggtt gttgcagcac tagcgatagt catcatcatc aagaagaggg ttgctgccac

gggcatcacg agtaatatcg gtgtggctag gggcaactt
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<210>7

<211> 225

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia diana (transcrito de ARN)

<400>7

atcaaaggag tcatcatggc acaccatgaa gaacagcacg gcggtcatca ccaccatcac
caccacacac accaccacca ctatcacggc ggtgaacacc accatcacca ccacagctct
catcatgaag aaggttgttg cagcactagc gatagtcatc atcatcaaga agagggttgc

tgccacgggc atcacgagta atatcggtgt ggctaggggc aactt

<210> 8
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucleétido 30-mero para deteccion de diana de Hpn
<400> 8

tgttgcagca ctagcgatag tcatcatcat caa

<210> 9

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

60
120
180
225

33

<223> Cebador de PCR directa para la amplificacion del gen hpn de H. pylori

<400> 9

atcaaaggag tcatcatggc acac

<210> 10
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

24

<223> Cebador de PCR inversa para la amplificacion del gen hpn de H. pylori

28
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<400> 10

aagttgcccc tagccaca

<210> 11

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR directa que contiene la secuencia del promotor de la T7 polimerasa

<400> 11

gctaggtaat acgactcact ataggagtca tcatggcaca c

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HP1a (sonda de hpn complementaria de 30 nt):
<400> 12

ttgatgatga ctatcgctag tgctgcaaca

<210> 13

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> HP2a (sonda de ARNr)
<400> 13

gggtctttcc gtcttgee

<210> 14

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> HP2b (sonda-2 de ARNr)
<400> 14

29

18

41

30

18
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ggtccacggg gtctttce

<210> 15

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> T2b (diana n.° 2 de ARNr de WT):
<400> 15

ggaaagaccc cgtggacc

<210> 16

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> T2bMUT diana n.° 2 de ARNr de CA2143C)
<400> 16

ggacagaccc cgtggacc

<210> 17

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> T-NC (diana no complementaria):
<400> 17

aacagttcct gcatg

<210> 18

<211> 18

<212> ADN

<213> Helicobacter pylori
<400> 18

gggtctttce gtcttgee

<210> 19

30

18

18

18

15

18
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<211>
<212>
<213>
<400>

18
ADN
Helicobacter pylori

19

ggcaagacgg aaagaccc

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

20

18

ADN

Helicobacter pylori

20

gcactagcga tagtcatc

ES 2385341 T3

31
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REIVINDICACIONES

Un procedimiento para la deteccién electroquimica de un acido nucleico diana en una muestra que comprende:
(a) proporcionar un dispositivo para detectar la presencia del acido nucleico diana, comprendiendo dicho
dispositivo un nanoelectrodo, en el que el nanoelectrodo comprende al menos un nanohilo metalico integrado
dentro de una membrana de policarbonato y una sonda de acido nucleico unida al nanohilo metalico; (b) poner en
contacto la sonda de acido nucleico con la muestra y una solucién que comprende un compuesto de unién a
acido nucleico bajo una condicién de hibridacion; (c) generar una sefal de la interaccion electrostatica entre la
sonda de acido nucleico y el compuesto de unién a acido nucleico; (d) poner en contacto la sonda de acido
nucleico con una solucion que comprende una sonda activa redox; (e) amplificar la sefial generada con la sonda
activa redox; y (f) medir la sefial amplificada, en el que un incremento de la sefial amplificada detectada con
relacion a una sefal amplificada de una muestra de control que no comprende acido nucleico diana es indicativo
de la presencia del acido nucleico diana en la muestra.

Un procedimiento para la deteccién electroquimica de hibridacion de acido nucleico entre una sonda de acido
nucleico y un acido nucleico diana en una muestra, que comprende: (a) proporcionar una sonda de acido nucleico
inmovilizada sobre conjuntos de nanoelectrodos, en el que los conjuntos de nanoelectrodos comprenden un
nanohilo metélico integrado dentro de un sustrato no conductor; (b) poner en contacto bajo condiciones de
hibridacion los conjuntos de nanoelectrodos y la sonda de acido nucleico inmovilizada con la muestra, y un par
redox que comprende un compuesto de unién a acido nucleico que comprende un primer complejo de metal de
transicién y una sonda activa redox que comprende un segundo complejo de metal de transicién, en el que la
muestra y el par redox estan en solucion; y (c) medir una sefal electrostatica generada por hibridacién de la
sonda de 4cido nucleico y el 4cido nucleico diana en la muestra, en el que un incremento de la sefial detectada
con relacion a una sefal de una muestra de control que no comprende acido nucleico diana, indica que se ha
producido la hibridacion de acido nucleico.

Un procedimiento para la deteccidn electroquimica de hibridacion de acido nucleico entre un primer nucleico y un
segundo acido nucleico, que comprende: (a) proporcionar el primer acido nucleico inmovilizado sobre conjuntos
de nanoelectrodos, en el que los conjuntos de nanoelectrodos comprenden un nanohilo metalico integrado dentro
de un sustrato no conductor; (b) poner en contacto bajo condiciones de hibridacion los conjuntos de
nanoelectrodos y el primer acido nucleico inmovilizado con una solucién sospechosa de contener el segundo
acido nucleico, y que contiene un par redox que comprende un primer complejo de metal de transicién y un
segundo complejo de metal de transicion; y (c) medir una sefial electrostatica generada por hibridacion del primer
acido nucleico y el segundo acido nucleico, en el que un incremento de la sefial detectada con relaciéon a una
sefial de una muestra de control que no comprende segundo &cido nucleico, indica que se ha producido la
hibridacion de acido nucleico.

Un procedimiento para la deteccion electroquimica de hibridacion de acido nucleico entre una sonda de acido
nucleico y un acido nucleico diana en una muestra, que comprende: (a) proporcionar una sonda de acido nucleico
inmovilizada sobre conjuntos de nanoelectrodos, en el que los conjuntos de nanoelectrodos comprenden un
nanohilo metalico integrado dentro de un sustrato no conductor; (b) poner en contacto bajo condiciones de
hibridacion los conjuntos de nanoelectrodos y la sonda de acido nucleico inmovilizada con la muestra, y un par
redox que comprende un primer complejo de metal de transicion y una sonda activa redox que comprende un
acido ascorbico o tripropilamina; en el que la muestra y el par redox estan en solucion; y (c) medir una sefial
electrostatica generada por hibridacién de la sonda de acido nucleico y el acido nucleico diana en la muestra, en
el que un incremento de la sefal detectada con relacion a una sefial de una muestra de control que no
comprende acido nucleico diana, indica que se ha producido la hibridacién de acido nucleico.

Un procedimiento para la deteccion electroquimica de hibridacion de acido nucleico entre un primer nucleico y un
segundo acido nucleico, que comprende: (a) proporcionar el primer acido nucleico inmovilizado sobre conjuntos
de nanoelectrodos, en el que los conjuntos de nanoelectrodos comprenden un nanohilo metalico integrado dentro
de un sustrato no conductor; (b) poner en contacto bajo condiciones de hibridacién los conjuntos de
nanoelectrodos y el primer acido nucleico inmovilizado con una solucién sospechosa de contener el segundo
acido nucleico, y que contiene un par redox que comprende un primer complejo de metal de transiciéon y una
sonda activa redox que comprende un acido ascorbico o tripropilamina; y (c) medir una sefial electrostatica
generada por hibridacion del primer acido nucleico y el segundo acido nucleico, en el que un incremento de la
sefial detectada con relacidn a una sefial de una muestra de control que no comprende segundo acido nucleico,
indica que se ha producido la hibridacién de acido nucleico.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 4, en el que la sonda de acido nucleico comprende
ADN.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 4, en el que el acido nucleico diana comprende
ADN.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 4, en el que el acido nucleico diana comprende
ARN.
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El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 6 4, en el que la sonda de acido nucleico tiene una
secuencia que es complementaria a la secuencia del acido nucleico diana.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 3 6 5, en el que el primer acido nucleico comprende ADN.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 3 6 5, en el que el segundo &cido nucleico comprende
ADN.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 3 6 5, en el que el segundo acido nucleico comprende
ARN.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 3 6 5, en el que el primer acido nucleico tiene una
secuencia que es complementaria a la segunda secuencia de acido nucleico.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el nanohilo metalico comprende
oro.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2-14, en el que el primer complejo de metal de transicion
comprende un metal seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio y renio, y
en el que el segundo complejo de metal de transicién comprende un metal seleccionado del grupo que consiste
en hierro, cobalto, molibdeno, iridio, osmio y renio, y preferentemente en el que el primer complejo de metal de
transicién comprende un metal seleccionado del grupo que consiste en cobalto, hierro, molibdeno, osmio, rutenio
y renio.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 2-14, en el que el primer complejo de metal de transicion
es un complejo de amonio de metal de transicién, y en el que el segundo complejo de metal de transicion es un
complejo de cianato o cloruro de metal de transicion, y preferentemente en el que el primer complejo de metal de
transicién es un complejo de amonio de metal de transicion.

El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el nanohilo metalico comprende un
nanohilo de oro.

33



ES 2385341 T3

| "B

34



ES 2385341 T3

00e-

(AW) |erousiod
0S51-

1<

:
- o

1
[\ N

1
<t

1
M~ © w0

gz b4

@®

() dWaLI0)

00€-

(AW) |erousiod
051~

o.

.%Azovo"_\a@?zgm.

7~

—

o .

D

0 < o o

(o]

© ~

(wr) @jusiiod

35



ES 2385341 T3

c0/51/9

jejuswiiadxa oAesug

20/bL/9

- .c0/eld

20/0€/S

Y L4 Y T T .

T

¥ T L}

eueip- "

1 ¥0-

36



ES 2385341 T3

Fig. 4

ADN diana
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Fig. 6
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Tiempo de hibridacion (horas)
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Fig. 7

sintético de PCR
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Densidad (pmol/cm?)
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Fig. 13A
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Fig. 13B
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