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DESCRIPCION
Deteccion basada en aptamero

Campo de la invencién

La invencion se refiere a composiciones, sistemas y procedimientos para detectar especies moleculares usando
acidos nucleicos.

Antecedentes de la invencion

Se han usado varios tipos de sistemas para detectar la presencia de una sustancia quimica o molécula concreta en
una muestra compleja. Por ejemplo, los anticuerpos se usan para detectar la presencia de una proteina en una
muestra, se han usado circuitos de micromatrices de ADN para identificar genes y la expresion génica del estudio.
La mayoria de los sistemas de deteccion molecular existentes estan disefiados para detectar la presencia de un
Unico tipo o0 una uUnica categoria de molécula diana. En el caso de deteccion de anticuerpos, los sistemas existentes
estan tipicamente limitados a detectar Unicamente una subpoblacion de un tipo de molécula.

Recientemente se ha demostrado que aptameros de ARN y ADN pueden sustituirse por los anticuerpos
monoclonales en varias aplicaciones (Jayasena, "Aptamers: an emerging class of molecules that rival antibodies in
diagnostics." Clin. Chem., 45(9):1628 - 50, 1999; Morris et al., "High affinity ligands from in vitro selection: complex
targets." Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 95(6):2902 - 7, 1998). El proceso de seleccion relativamente rapido de los
aptameros especificos y la barata sintesis convierte a los aptameros en alternativas utiles a los anticuerpos
monoclonales. Estos acidos nucleicos se pueden sintetizar facilimente, manipular facilmente y se pueden almacenar
durante un largo tiempo. Estos beneficios hacen de los acidos nucleicos herramientas botecnolioicas mas atractivas
que sus homologos de proteinas y anticuerpos. Adicionalmente, estas sondas de acido nucleico también se pueden
marcar con radioisétopos, biotina o marcadores fluorescentes, y se pueden usar para detectar dianas en condiciones
de vacio. SELEX ha desarrollado un numero creciente de aptameros de ADN y ARN que reconocen sus acidos no
nucleicos diana y se han caracterizado (Gold et al., "Diversity of Oligonucleotide Functions," Annu. Rev. Biochem.,
64:763 - 97,1995: Bacher & Ellington. "Nucleic Acid Selection as a Tool for Drug Discovery," Drug Discovery Today,
3(6):265 - 273.1998).

El documento WO 99/31275 que representa el estado de la técnica conforme al Articulo 54(3) EPC, divulga un
biochip diagnoéstico de acido nucleico para la deteccion de una molécula diana en una mezcla de ensayo que
comprende un soporte soélido al que un o mas ligandos de acido nucleico especificos estan unidos de un modo
definido espacialmente. En una realizacion, los ligandos se unen a una molécula pequeia que sera desplazada por
la molécula diana. Este desplazamiento se detecta mediante fluorescencia.

Osbome et al, "Aptamers as therapeutic and diagnostic reagents: Problems and prospects" Current Opinion in
Chemical Biology, Vol. 1, N° 1 June 1997, paginas 5 - 9, describe aptameros marcados con fluoresceina
inmovilizados en una superficie de cristal para generar sefiales dependientes de ligando.

Fang et al, "Designing a Novel Molecular Beacon for Surface-Immobilized DNA Hybridization Studies", J. Am. Chem.
Soc. Vol. 121, N° 12, paginas 2921 - 2922, 31 March 1999, divulgan una baliza molecular que comprende un primer
resto indicador unido a la primera porcion del tallo y un Segundo resto indicador unido a la segunda porcion del tallo,
en la que la union de la molécula de acido nucleico Diana a la region del bucle rompe los enlaces de los pares de
bases en la porcién tallo.

El documento EP 0 826 780 A1 se refiere a una baliza molecular con una estructura de G-cuarteto que se despliega
tras la hibridacién en presencia de su secuencia de acido nucleico complementaria.

Potyrailo et al, "Adapting selected nucleic acid ligands (aptamers) to biosensors", Anal. Chem., vol. 70, 1998, paginas
3419 - 3425, divulgan aptameros inmovilizados y marcados con fluorescencia.

Sumario de la invenciéon

La invencion se refiere a nuevas composiciones, sistemas y procedimientos para detectar de forma simultanea la
presencia y la cantidad de uno o mas compuestos diferentes en una muestra usando nuevas moléculas sensoras de
acido nucleico como se define en las reivindicaciones. Anteriormente se ha demostrado que los acidos nucleicos son
capaces de unirse especificamente con alta afinidad a moléculas diana no nucleotidicas, tales como proteinas,
moléculas organicas pequefias 0 moléculas inorganicas. Estos acidos nucleicos habitualmente se denominan
aptameros. Un aptamero puede ser un ARN o un ADN compuesto de nucleétidos de origen natural o modificados.

En las composiciones nuevas, los aptameros convencionales se modifican mediante bioingenieria de forma que la
union de un aptamero modificado por bioingenieria a una molécula diana produzca un cambio en la conformacion
del aptamero modificado por bioingenieria. Adicionalmente, dos restos o grupos indicadores estan incluidos en los
aptameros modificados por bioingenieria de forma que el cambio en la conformacién del aptamero modificado por
bioingenieria tenga como resultado un cambo detectable de una propiedad fisica de al menos uno de los grupos
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indicadores). Estos aptameros modificados por bioingenieria se denominan en el presente documento balizas de
aptameros.

Las balizas de aptameros que tienen regiones de union configuradas para unirse a diferentes moléculas diana se
puede usar en varios procedimientos y sistemas de deteccion. Por ejemplo, las nuevas balizas de aptameros se
pueden usar en ensayos basados en solucion o se pueden unir a un soporte soélido, por ejemplo a puntos
predeterminados diferentes en una matriz uni o bidimensional, para usar en ensayos en base sdlida. Las balizas de
aptamero o matrices de balizas de aptameros se exponen después a la muestra, de forma que las moléculas diana
en la muestra se unen a sus respectivas balizas de aptameros. La presencia de moléculas Diana unidas se puede
detector midiendo un cambo en una propiedad fisica del grupo indicador de la baliza de aptamero, por ejemplo
observando un cambio en la eficiencia de la fluorescencia de la baliza de aptamero.

Para ayuda a analizar la muestra, los nuevos sistemas de deteccion pueden incluir un software de reconocimiento
de patrones. El software compara el patrén de unién de la molécula diana correspondiente a la muestra desconocida
con los patrones de unién correspondientes a compuestos conocidos. A partir de estas comparaciones, el software
puede determinar la composicién de la muestra o deducir la informacioén sobre la fuente de la muestra.

Los sistemas se pueden usar para detectar la existencia de compuestos caracteristicos o "huellas moleculares"
asociados con determinadas sustancias quimicas o afecciones. Por ejemplo, los sistemas se pueden usar para
analizar farmacos humanos detectando la presencia de metabolitos de farmacos concretos. Los sistemas también se
pueden usar para deducir la existencia de una enfermedad (p. €j., cancer) detectando la presencia de compuestos
asociados con el estado de enfermedad o para monitorizar la contaminacién detectando compuestos caracteristicos
de la descarga de determinados contaminantes. También son posibles otras numerosas aplicaciones.

En general, la invencion se refiere a una baliza de aptamero como se define en la reivindicacion 1 que se une a una
molécula diana de acido no nucleico y que incluye un oligonucleétido que incluye una porcion de bucle, un primer
segmento y un segundo segmento complementario del primer segmento, en el que el primero y el segundo
segmentos forman una porcién de tallo cuando se hibridan; una region de unién formada por el oligonucledtido y
configurada para unirse a la molécula diana de acido no nucleico; un primer resto indicador, por ejemplo un
fluoréforo, unido al primer segmento; y un segundo resto indicador, por ejemplo un inactivador quimico, unido al
segundo segmento, en el que los restos indicadores primero y segundo interaccionan para producir una sefal
detectable cuando la distancia entre ellos se modifica; en el que la unién de la molécula diana a la region de unién
rompe los enlaces de los pares de bases en la porcién de tallo, lo que produce un cambio en la conformacion de la
baliza de aptamero que separa los segmentos primero y segundo de modo que alteran la distancia entre los restos
indicadores primero y segundo y producen una sefial detectable.

Un cambio conformacional en una baliza de aptamero es una alteracion en la estructura secundaria y/o terciaria del
oligonucledtido que forma la baliza de aptamero. Un cambio conformacional tipicamente tiene como resultado la
adicién y/o delecion de las interacciones de apareamiento de bases entre las formas alteras de la baliza de
aptamero.

En estas nuevas balizas de aptamero, cuando el primer resto indicador es un fluoréforo y el segundo resto indicador
es un inactivador quimico, el inactivador inactiva el fluoréforo cuando los segmentos primero y segundo hibridan
para formar la porcion de tallo y en el que la unién de una molécula diana a la regiéon de unién rompe las uniones de
los pares de bases en la porcion de tallo, lo que hace que los segmentos primero y segundo se separen y el
fluoréforo se separe del grupo quimico, de modo que finaliza la inactivacion y se permite que el fluoréforo emita una
fluorescencia detectable.

En estas balizas de aptamero, la region de unidn se puede localizar completa o parcialmente dentro de la porcion de
bucle, la porciéon de tallo o al menos parcialmente en ambas. Ademas, los restos indicadores primero y segundo
pueden ser una enzima y un correspondiente ligando y los segmentos primero y segundo pueden incluir 4, 5,6 0 7
nucleétidos cada uno.

La invencion también se refiere a una baliza de aptamero como se define en la reivindicacion 7 que se une a una
molécula diana de acido no nucleico y que incluye un oligonucleétido que incluye un primer segmento, un segundo
segmento y un tercer segmento localizados entre los segmentos primero y segundo, en el que los segmentos
primero y segundo forman un complejo, por ejemplo un duplex hibrido u otra estructura secundaria o terciaria,
cuando la baliza de aptamero no esta unida a la molécula diana: una regidon de union formada por la baliza de
aptamero al contactar con las moléculas diana con un primer resto indicador unido al primer segmento; y un
segundo resto indicador unido al segundo segmento, en el que los restos indicadores primero y segundo
interaccionan para producir una sefial detectable cuando la distancia entre ellos se modifica; en el que la unién de la
molécula diana a la region de unién rompe los enlaces de los pares de bases en el complejo produciendo un cambio
de conformacioén de la baliza de aptamero que altera la distancia entre los restos indicadores primero y segundo, y
produciendo una sefal detectable.

La invencion ademas se refiere a una baliza de aptamero como se define en la reivindicacion 8 que incluye un
primer segmento, un segundo segmento, un tercer segmento y un cuatro segmento.
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En estas balizas de aptamero, el primer resto indicador puede ser un resto absorbente de energia y el segundo resto
indicador puede ser un resto emisor de fluorescencia, de forma que cuando los restos indicadores primero y
segundo estan lo bastante cercados, el resto absorbente permite una transferencia de energia entre los restos, de
modo que permite que el resto emisor emita fluorescencia; y en el que la union de una molécula diana a la region
hace que los segmentos primero y segundo hibriden.

En otro aspecto, la invencién se refiere a un dispositivo para detectar de forma simultanea la presencia de una
pluralidad de moléculas diana de acido no nucleico diferentes en una muestra, como se define en la reivindicacion
11. El dispositivo incluye: un soporte sdlido; y una pluralidad de diferentes balizas de aptamero unidas al soporte,
teniendo cada baliza de aptamero un primer extremo unido al soporte, y una regién de unién que se une a una
molécula diana de acido no nucleico, en el que las regiones de unién de las diferentes balizas de aptamero se unen
a diferentes moléculas diana. En estos dispositivos, el soporte sélido puede ser una superficie de cristal a la que los
primeros extremos de las balizas de aptamero estan unidas covalentemente. Ademas, el soporte sélido puede ser
una superficie plana y las balizas de aptamero se pueden distribuir sobre la superficie plana en una matriz
bidimensional. Las manchas de las balizas de aptamero idénticas se pueden localizar en diferentes puntos en la
matriz bidimensional.

La region de union de al menos una de las balizas de aptamero en el dispositivo se puede configurar para unirse a
una molécula diana de acido no nucleico seleccionada del grupo que consiste en una proteina, un esteroide y una
molécula inorganica. Las balizas de aptamero pueden comprender ARN, ADN, ARN modificado, ARN modificado o
una combinacioén de los mismos. Ademas, cada baliza de aptamero puede comprender un grupo indicador, tal como
un fluoréforo, para sefializacion de unién de una molécula diana a la region de union.

La invencién se refiere también a un procedimiento de detectar la presencia o ausencia de una o mas moléculas
diana diferentes en una muestra como se define en la reivindicacién 18, obteniendo una pluralidad de las nuevas
balizas de aptamero; poner en contacto la muestra con las balizas de aptamero de modo que cualquier molécula
diana en la muestra se puedan unir a las correspondientes regiones de union de las balizas de aptamero; y detectar
la presencia de moléculas diana unidas a las balizas de aptamero. Las balizas de aptamero pueden estar en un
liqguido o se pueden unir a un soporte solido, tal como una particula o una placa. En algunas realizaciones, las
balizas de aptamero emiten radiacién fluorescente cuando son excitadas por ondas evanescentes.

En este procedimiento, diferentes manchas, incluyendo cada manca una pluralidad de balizas de aptamero
idénticas, se pueden distribuir sobre el soporte sélido en una matriz predeterminada, y el procedimiento puede
ademas incluir comparar un patrén de fluorescencia de la muestra con patrones de fluorescencia conocidos, por
ejemplo con una programa informatico, dispuesto en un medio legible por ordenador, que incluye instrucciones para
hacer que un procesador compare el patrén de fluorescencia de la muestra con una biblioteca de patrones de
fluorescencia conocidos; y seleccionar la combinacion de patrones de fluorescencia conocidos que se acerque mas
al patrén de fluorescencia de la muestra.

La etapa de deteccién también puede incluir detectar un cambio en las frecuencias de emisién de Raman de una
baliza de aptameros que se produce cuando una molécula diana se une a la baliza de aptamero.

También se describe un programa informatico dispuesto en un medio legible por ordenador, para analizar los
resultados de un ensayo que determine la composicion de una muestra y deduzca la presencia o ausencia de
condiciones anormales conocidas, incluyendo el programa informatico instrucciones para hacer que un procesador:
comparando los resultados del ensayo, por ejemplo una imagen, con una biblioteca de resultados conocidos
correspondientes a someter a las muestras de composicioén conocida al ensayo; seleccionando una combinacién de
resultados conocidos que se acercan mas a los resultados del ensayo; comparando cualquier desviacion entre el
resultado de la muestra y la combinacion de resultados conocidos con una biblioteca de desviaciones conocidas,
estando las desviaciones causadas por condiciones anormales conocidas; y deduciendo la presencia o ausencia de
condiciones anormales conocidas. Por ejemplo, las condiciones anormales conocidas pueden incluir la presencia de
compuestos anormales en la muestra y la presencia de compuestos normales en cantidades anormales.

También se describe un procedimiento para analizar el resultado de un ensayo que determine la composicion de una
muestra y deduzca la presencia o ausencia de condiciones anormales conocidas comparando el resultado del
ensayo con una biblioteca de resultados conocidos correspondiente a someter a las muestras de composicion
conocida al ensayo; seleccionar una combinacion de resultados conocidos que se acerquen mas a los resultados del
ensayo: comparando cualquier desviacion entre los resultados de la muestra y la combinacion de resultados
conocidos con una biblioteca de desviaciones conocidas, estando las desviaciones conocidas causadas por
condiciones anormales conocidas; y deduciendo la presencia o ausencia de condiciones anormales conocidas.

En otro aspecto mas, la invencion se refiere a un dispositivo para detectar la presencia de una molécula diana en
una muestra como se define en la reivindicacion 28. El dispositivo incluye un soporte sélido; y una pluralidad de
diferentes balizas de aptamero unidas al soporte, teniendo cada baliza de aptamero un primer extremo unido al
soporte, la region de unidn que se une a un enantidmero especifico de la molécula diana o a un sitio de unién
especifico de la diana, en el que las regiones de unién de las diferentes balizas de aptamero se unen a diferentes
enantiémeros de la molécula diana.
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Por ejemplo, la diana puede ser un antigeno y los diferentes sitios de unién pueden ser diferentes epitopos del
antigeno o la diana puede ser una bacteria y los diferentes sitios de unidon pueden ser diferentes proteinas de
superficie de las bacterias.

La invencion se refiere ademas a un sistema para detectar de forma simultanea la presencia de una pluralidad de
diferentes moléculas diana de acido no nucleico en una muestra, como se define en la reivindicacion 31. El sistema
incluye un soporte sélido (opcional); una pluralidad de diferentes balizas de aptamero diferentes unidas
opcionalmente al soporte, teniendo cada baliza de aptamero un primer extremo unido al soporte, una region de
unién que se une a una molécula diana de acido no nucleico especifica, uniéndose las regiones de union de
diferentes balizas de aptamero a diferentes moléculas diana; y un sistema de detecciéon que detecta la presencia
diferentes diana unidas a balizas de aptamero, incluyendo el sistema de deteccion una fuente de radiacion, por
ejemplo un laser, y un detector. El sistema puede incluir ademas un analizador para determinar la presencia de
moléculas diana en la muestra en base a los resultados del sistema de deteccion. El analizador también puede
incluir un procesador informatico programado para comparar los resultados del sistema de deteccion con una
biblioteca de resultados conocidos correspondientes a la exposicion de muestras de composiciéon conocida a las
balizas de aptamero sobre el soporte solido; y seleccionar una combinacion de resultados conocidos que se
acerquen mas a los resultados del ensayo. El procesador informatico puede ademas programarse para comparar
cualquier desviacion entre los resultados del sistema de deteccion y la combinacion de resultados conocidos con
una biblioteca de desviaciones conocidas, estando las desviaciones conocidas causadas por condiciones anormales
conocidas; y deducir la presencia o ausencia de condiciones anormales conocidas.

En otro aspecto mas, la invencion refiere a un sistema para detectar de forma simultanea la presencia o ausencia de
una o mas moléculas diana diferentes en una muestra, como se define en la reivindicacion 38, usando una
pluralidad de diferentes especies de balizas de aptamero, en las que cada especie de balizas de aptamero tiene un
grupo indicador diferente, una regiéon de unién que se une a una molécula diana de acido no nucleico especifica, y
en la que las regiones de union de diferentes balizas de aptamero se unen a diferentes moléculas diana; y un
sistema de deteccion que detecta la presencia de moléculas diana unidas a balizas de aptamero, siendo capaz el
sistema de deteccion de detectar los diferentes grupos indicadores. El procedimiento también se puede llevar a cabo
con una pluralidad de balizas de aptamero idénticas. Por ejemplo, cada aptamero puede incluir un indicador, tal
como una baliza molecular, que cambia las propiedades de fluorescencia tras la unién a la diana. Cada especie de
baliza de aptamero se puede marcar con un pigmento fluorescente diferente para permitir la deteccion simultanea de
multiples moléculas diana, por ejemplo una especie podria marcarse con fluoresceina y otra con rodamina. La
longitud de onda de excitacion de fluorescencia (o espectro) se puede variar y/o el espectro de emisiéon se puede
observar para detectar de forma simultanea la presencia de multiples dianas.

La medicion de la fluorescencia se puede realizar con una serie de instrumentos diferentes, incluyendo
espectrofotémetros de fluorescencia estandar o en un volumen pequefio usando una fuente de alta intensidad, tal
como un laser, optica de recoleccion de luz de alta eficiencia, tal como un objetivo de microscopio de abertura
numérica alta y un detector de ruidos bajos de alta eficiencia, tal como un tubo multiplicador de foto, u fotodiodo o
una camara CCD.

El procedimiento puede incluir ademas un programa de ordenador que incluye instrucciones para hacer que el
procesador compare la emisién de fluorescencia medida o el espectro de excitacién con el espectro conocido de
cada uno de los pigmentos individuales para determinar cuantitativamente la concentracion de cada una de las
moléculas diana en la solucion.

Diferentes aspectos de la invencion pueden incluir una o mas de las siguientes ventajas. Los sistemas de deteccion
basados en balizas de aptamero permiten la deteccion de una pluralidad de diferentes compuestos simultdneamente
o deteccion de alta sensibilidad de una Unica diana en una pluralidad de modos diferentes. Al contrario que los
anticuerpos, que se seleccionan en un organismo, los aptameros se pueden seleccionar in vitro, por ejemplo en un
tubo de ensayo. Esto permite la deteccion de moléculas diana que son todxicas o inmunoldgicamente inertes. Al
contrario que los aptameros estandar, las nuevas balizas de aptamero transducen la interaccion de la unién
aptamero;diana en un cambio detectable en las propiedades fisicas de la baliza de aptamero.

Ademas, las balizas de aptamero en los sistemas de deteccion tienen afinidades elevadas por sus moléculas diana,
lo que permite una deteccion ultrasensible. Como resultado, los sistemas son altamente especificos y pueden
distinguir moléculas que difieren en tan poco como un tnico grupo metilo o hidroxilo.

Los sistemas también permiten un rapido analisis de una muestra (tan rapidamente como unos minutos), lo que
facilita la deteccién de compuestos inestables. Ademas, los reactivos usados en el ensayo son poco caros y la
quimica implicada en la realizaciéon del ensayo se automatiza automaticamente.

Los sistemas de deteccion se pueden usar en diversas aplicaciones, incluyendo ensayos de farmacos, ensayos de
sensibilidad alta para detectar la presencia de bacterias o antigenos, monitorizacién de la contaminacion y analisis
de la presencia o ausencia de una enfermedad.

A menos que se defina en contra, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
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el mismo significado que un experto en la técnica a la que esta invencion pertenece entiende habitualmente. Aunque
en la practica o andlisis de la presente invencion se pueden usar procedimientos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en la presente memoria descriptiva, a continuacion se describen procedimientos y
materiales adecuados. En caso de conflicto, la presente especificacién, incluidas las definiciones, tendra prioridad.
Ademas, los materiales, procedimientos y ejemplos son uUnicamente ilustrativos y no estan destinados a ser
limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y a
partir de las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A y 1B son esquemas que ilustran un procedimiento para unir una baliza de aptamero a cristal.

La Fig. 2 es un esquema que ilustra una estructura de baliza de aptamero que se puede unir a cristal usando
el procedimiento mostrado en la Fig. 1.

Las figuras 3A-3D son esquemas que ilustran dos variaciones de un sistema indicador a base de
fluorescencia para la sefializacion de la unién de una molécula diana a una baliza de aptamero.

Las figuras 4A-4D son esquemas que ilustran dos variaciones de un sistema indicador a base de
fluorescencia alternativo para la sefializacion de la unién de una molécula diana a una baliza de aptamero.

La Figura 5 es un esquema que ilustra la creacidon de ondas evanescentes en un limite de reflexion interno
total.

La Figura 6 es un esquema de un sistema de deteccion para detectar la presencia de moléculas diana unidas
a balizas de aptameros.

La Figura 7 es un esquema de un prisma y un cubreobjetos del sistema de deteccion de la Figura 6;

La Figura 8 es un esquema de un sistema de deteccion alternativo para detectar la presencia de moléculas
diana unidas a balizas de aptamero.

La Figura 9A es un esquema que ilustra una estrategia de deteccién de baliza de aptamero de dos partes que
usa dos acidos nucleicos diferentes configurados para unirse a diferentes sitios de unién en una molécula
diana.

La Figura 9B es un esquema que ilustra una estrategia alternativa de deteccion de baliza de aptamero de dos
partes que usa dos acidos nucleicos diferentes configurados para unirse a diferentes sitios de unién en una
molécula diana.

La Figura 10A es un esquema de una matriz de balizas de aptamero.

La Figura 10B es un esquema de una imagen que muestra fluorescencia en la matriz de balizas de aptamero
de la Figura 9A tras la exposicion de la matriz a una muestra.

Las figuras 11A y 11B son diagramas de flujo de un procedimiento para detectar patrones en la salida de un
sistema de deteccion.

La Fig. 12 es una ilustracion esquematica de un sistema de deteccidon para usar en un procedimiento de
deteccion basado en solucion.

Las figuras 13A-D son una serie de diagramas esquematicos de una baliza de aptamero de trombina en
varias conformaciones.

La Figura 14 es una representacion de un gel de electroforesis que muestra varias balizas de aptamero con'y
sin trombina.

La Figura 1 es un grafico que muestra el desplazamiento de una baliza de aptamero radiomarcada (G15D5d)
con balizas de aptamero sin marcar.

La Figura 16 es un grafico que muestra la intensidad de la fluorescencia de la baliza de aptamero G
15D4dMB en tampon de union a trombina (TBB) como funcién de la concentracion de trombina.

La Figura 17 es un grafico que muestra la emision de fluorescencia de varias balizas de aptamero en tampon
TE funcion de la concentracion de trombina.

La Figura 18 es un grafico que muestra la emision de fluorescencia de la baliza de aptamero G15D5dSP
como funcion de la concentracion de tampén TE y TBB.
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La Figura 19 es un grafico que muestra la emisiéon de fluorescencia de la baliza de aptamero G15D5dMP en
tampon TE como funcién de la concentracion del oligonucledtido complementario G15D5rev (hebra
antisentido).

La Figura 20 es un grafico que muestra la emision de fluorescencia de la baliza de aptamero G15D5ndMB
como funcién de la concentracion de tampoén TBB.

La Figura 21 es un grafico que muestra el efecto de la trombina y el factor IX sobre la fluorescencia de la
baliza de aptamero G15D5dMB en tampén TE.

La Figura 22 es un grafico que muestra el efecto de la concentracién de magnesio de la fluorescencia de la
baliza de aptamero G15D5dMB en tampén TE.

Descripcion detallada

Las balizas de aptamero son acidos nucleicos que se han modificado mediante bioingenieria para sufrir un cambo
conformacional y, por tanto, un cambio detectable en propiedades fisicas, tras la interaccion baliza de
aptamero:diana. Estas balizas de aptamero se pueden modificar mediante bioingenieria con respecto a los
aptameros que se han seleccionado usando técnicas de seleccidon de aptameros bien conocidas. Las balizas de
aptamero se pueden usar en un sistema de deteccién basada en soluciéon o un sistema de deteccion basado en
sélido, por ejemplo de matriz.

Los sistemas de deteccion de solucidon a base de baliza de aptamero incluyen balizas de aptamero configuradas
para unirse a moléculas diana especificas y un sistema de deteccion. El sistema de deteccion detecta la union de
moléculas diana a balizas de aptamero mediante monitorizacién de un cambio en una o mas propiedades fisicas,
por ejemplo un cambio en la eficiencia de la fluorescencia, de las balizas de aptamero.

Los sistemas de deteccidon de matriz a base de baliza de aptamero incluyen balizas de aptamero configuradas para
unirse a moléculas diana especificas, un sustrato y un sistema de deteccion. En estos sistemas, las balizas de
aptamero se unen al sustrato, por ejemplo en una matriz uni o bidimensional. El sistema de deteccion detecta la
uniéon de moléculas diana a balizas de aptamero mediante monitorizacién de un cambio en una o mas propiedades
fisicas, por ejemplo un cambio en la eficiencia de la fluorescencia, de las balizas de aptamero, tal como la eficiencia
de fluorescencia de los grupos indicadores de fluorescencia, un cambio en las emisiones de Raman o un
desplazamiento en las condiciones necesarias para activar la resonancia en plasmoén superficial.

Se pueden usar el reconocimiento de patrones y el software de analisis para comparar los resultados del sistema de
deteccién con los resultados causados por compuestos conocidos o muestras. A partir de estas comparaciones, el
software puede determinar, por ejemplo, informacion sobre la composicion de la muestra o la condicion de la fuente
de la muestra.

Seleccién de aptameros

Los aptameros configurados para unirse a moléculas diana especificas se pueden seleccionar mediante, por
ejemplo, la sintesis de una poblacion heterogénea inicial de oligonucledtidos y, después, seleccionar
oligonucledtidos dentro de la poblacion que se unen estrechamente a una molécula diana concreta. Una vez que se
ha identificado un aptamero que se une a una molécula diana concreta, se puede replicar usando varias técnicas
conocidas en las técnicas biolégicas y de otros tipos, por ejemplo clonacion y amplificacion mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), seguida de transcripcion.

La sintesis de una poblacién heterogénea de oligonucledtidos y la seleccion de aptameros dentro de dicha poblacion
se pueden conseguir usando un procedimiento conocido como Evolucidon sistematica de ligandos mediante
enriquecimiento exponencial o SELEX. El procedimiento SELEX se describe en, por ejemplo, Gold et al., las
patentes de EE.UU. N° 5.270.163 y 5.567.588; Fitzwater et al., "A SELEX Primer," Methods in Enzymology, 267:275
- 301 (1996); y en Ellington y Szostak, "In Vitro Selection of RNA Molecules that Bind Specific Ligands," Nature,
346:818 - 22. En resumen, una poblacién de oligdmero de ADN heterogéneo se sintetiza para proporcionar
oligébmeros candidatos para la seleccion in vitro de aptameros. Esta poblacion de oligémero de ADN es un conjunto
de secuencias aleatorias de 15 a 100 nucleétidos de longitud flanqueadas por secuencias fijas 5 y 3' de 10 a 50
nucledtidos de longitud. Las regiones fijadas proporcionan sitios para la hibridacion de cebadores de PCR y, en una
implementacion, para el inicio de la transcripciéon mediante una ARN polimerasa para producir una poblaciéon de
oligobmeros de ARN. Las regiones fijadas también contienen sitios de restriccion para clonar aptameros
seleccionados. Muchos ejemplos de regiones fijadas se pueden usar en evoluciéon del aptamero. Véase, por
ejemplo, Conrad et al., "In Vitro Selection of Nucleic Acid Aptamers That Bind Proteins," Methods in Enzymology,
267:336 - 83 (1996); Ciesiolka et al., "Affinity Selection-Amplification from Randomized Ribooligonucleotide Pools,"
Methods in Enzymology, 267:315 - 35 (1996); Fitzwater, supra

Los aptameros se seleccionan en un procedimiento de 5 a 100 ciclos. En cada ciclo, los oligémeros se unen a la
molécula diana, se purifican aislando la diana a la que estan unidos, se liberan de la diana y después se replican
mediante de 20 a 30 generaciones de amplificacién por PCR.
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La selecciéon de aptameros es similar a la seleccion evolutiva de una funcion en biologia. Someter la poblacion de
oligonucledtidos heterogéneos al procedimiento de seleccién de aptameros descrita anteriormente es analogo a
someter una poblacién bioldgica en reproduccion continua a de 10 a 20 acontecimientos de seleccion intensa para la
funcidn, con cada seleccion separada por de 20 a 30 generaciones de replicacion.

La heterogeneicidad se introduce, por ejemplo, solo al principio del procedimiento de seleccion de aptameros, y no
se produce a lo largo del procedimiento de replicacion. Como alternativa, la heterogeneidad se puede introducir en
estadios mas tardios del procedimiento de seleccion de aptameros.

Se pueden usar diversos oligémeros para la seleccion de aptameros, incluyendo, por ejemplo, oligdmeros de 2’-
fluoro-ribonucledtido, aptameros de ribosa sustituidos con NH t sustituidos con OCH3y aptameros de desoxirribosa.
Las poblaciones de ARN y ADN son igualmente capaces de proporcionar aptameros configurados para unirse a
cualquier tipo de molécula diana. Dentro de cada poblacién, los aptameros seleccionados se producen a una
frecuencia de 10° to 1013, véase Gold et al., "Diversity of Oligonucleotide Functions," Annual Review of Biochemistry,
64:763 - 97 (1995), y con mayor frecuencia tienen afinidades de unién nanomolares por la diana, afinidades tan
fuertes con las de los anticuerpos a antigenos afines. Véase, Griffiths et al., EMBO J., 13:3245 - 60 (1994).

Con el uso de oligdmeros 2—fluoro-ribonucleétido es probable que aumenten las afinidades de unién de diez a cien
veces las obtenidas con ribooligonucledtidos o desoxiribooligonucledtidos insustituidos. Véase Pagratis et al.,
"Potent 2'-amino and 2' fluoro 2'deoxyribonucleotide RNA inhibitors of keratinocyte growth factor" Nature
Biotechnology, 15:68 - 73. Dichas bases modificadas proporcionan interacciones de unién adicionales e incrementan
la estabilidad de las estructuras secundarias de los aptameros. Estas modificaciones también hacen que los
aptameros sean resistentes a las nucleadas, una ventaja significativa para aplicaciones del sistema en tiempo real.
Véase Lin et al., "Modified RNA sequence pools for in vitro selection” Nucleic Acids Research, 22:5229 - 34 (1994);
Pagratis, supra.

Bioingenieria de las balizas de aptamero

Una vez seleccionados los aptameros, se modifican adicionalmente mediante bioingenieria para formar balizas de
aptamero. Los aptameros se alteran modificando la secuencia primaria del aptamero, de modo que ademas de la
conformacién de unién, el aptamero puede ahora formar conformaciones alternativos no de unién secundarias y/o
terciarias. Normalmente, los aptameros se pliegan en estructuras secundarias y terciarias activas que facilitan la
union y normalmente permanecen en esta conformacion de unién. Cambiando o afiadiendo a las secuencias de
nucledtidos de los aptameros para formar balizas de aptamero se establece una conformacion alternativa que no es
de unién que se ve favorecida energéticamente en ausencia de una molécula diana. En presencia de una molécula
diana, la conformacion de unién de la baliza de aptamero se ve favorecida sobre la conformaciéon de no unién. En
otras palabras, estos nucleétidos adicionales se usan para permitir que la baliza de aptamero tenga una
conformacioén de unién estable y favorecida cuando entra en contacto o se une a una molécula diana y que tenga
una o mas conformaciones no de unién que no forman la conformacién de unién en ausencia de la diana. De nuevo,
la baliza de aptamero puede existir en dos o mas estados; la union a la diana actia como desplazamiento molecular
entre estos dos estados. Ademas, la o las conformaciones no de unién no deben ser tan estables como para evitar
la unién de la baliza de aptamero a la diana. No obstante, una vez que la baliza de aptamero se une a una diana, la
conformacioén de la unién es, preferentemente, la mas favorecida.

Los grupos o restos indicadores, incluyendo pigmentos, enzimas u otros reactivos, o pares de reactivos, que son
sensibles al cambio conformacional, también se incorporan en los aptameros modificados mediante ingenieria para
formar las balizas de aptamero. Los restos indicadores se pueden incorporar en las balizas de aptamero antes de la
transcripcion o después de la transcripcion y potencialmente se pueden introducir en aptameros conocidos o en un
conjunto de oligonucledtidos del que se seleccionan los aptameros deseados.

Tras la union de la baliza de aptamero a una molécula diana, los restos indicadores estan activados y generan
sefiales concomitantes (por ejemplo, en el caso de un pigmento fluorescente, una alteracion en la intensidad de la
fluorescencia, anisotropia, longitud e onda o FRET).

Los aptameros seleccionados usando procedimientos tradicionales, por ejemplo SELEX, normalmente tienen una
secuencia de acido nucleico minima conocida y a menudo tienen un sitio de unién conocido. Estos aptameros se
modifican mediante ingenieria afiadiendo secuencias de oligonucleétidos que normalmente contienen, por ejemplo,
3, 4, 5, 6, o 7 nucledtidos, que son complementarios a una region duplex del aptamero e, idealmente, son
complementaros a la region del aptamero que se une a la molécula diana, es decir la regiéon de unién al aptamero.
Las regiones del aptamero preferidas a las que los oligonucleétidos complementarios deberian hibridar se pueden
determinar usando programas de software de prediccion de la estructura secundaria tales como M-FOLD ™.

Estos programas de software también se pueden usar para comparar diferentes balizas de aptamero hipotéticas
diferentes. En un aspecto, la energia libre predicha para la forma sin unir alternativa de la baliza de aptamero
deberia ser inferior a (es decir, mas estable) la energia libre predicha para la conformacion de uniéon. Este nivel de
energia total se puede ajustar en base a una serie de factores, incluyendo la composicién base y el nimero de pares
de bases. En condiciones de temperatura estandar, el oligonucleétido complementario no deberia tener mas de 7
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nucledétidos, porque probablemente un tallo formado de 8 pares de nucleétidos permaneceran en dicha
conformacion, y no podra cambiarse a la conformacion de union a la diana.

Una vez preparados los candidatos a baliza de aptamero adecuados, usando técnicas de sintesis de acido nucleico
estandar, se pueden analizar en un ensayo de determinacion estructural para ver si la molécula diana deseada
modula el cambio predicho de la conformacion. Un ensayo de determinacion estructural de este tipo es una
electroforesis en gel sensible a la conformacién monocatenaria que se puede realizar en un gel de acrilamida al 8%
(proporcién de bis:acrilamida 75:1), incluyendo 0,5X TBE (Tris-borato 0,045M, EDTA 0,002 M, pH 8,5) y 10% de
glicerol. Un pequefio volumen de los candidatos a baliza de aptamero radiomarcados (1 uM) se incuban con o sin la
molécula diana (10 pM) en el tampdén de unién (normalmente, el mismo tampon usado para la selecciéon de
aptameros). Las muestras se mezclan con un volumen igual de 50% de glicerol y azul bromofenol (0,05 %) y
después se cargan en un gel. La electroforesis se lleva a cabo con 300V en un cuarto frio. Después de la carrera, el
gel se seca y se expone a pelicula Kodak X-OMAT durante la noche. Los resultados se leen del gel para determinar
si la conformacién del candidato a baliza de aptamero es modulada por la molécula diana. Idealmente, como se
puede determinar a partir de este aptamero, los candidatos a baliza de aptamero deberan existir en dos o mas
conformaciones en ausencia de la molécula diana y en solo una conformacion unida a la diana, en presencia de la
molécula diana.

Después de modificar los aptameros mediante bioingenieria y analizarlos opcionalmente para determinar sus
cambios conformacionales, se afiaden uno o mas grupos o restos indicadores, tale como pares de una molécula
fluorescente e inactivador como se describe en el presente documento, usando pigmentos estandar de acidos
nucleicos, reactivos y procedimientos de sintesis estandar. Los procedimientos de deteccion descritos mas adelante
se pueden usar para determinar la utilidad del aptamero.

En el presente documento se describen balizas de aptamero que sufren un cambio muy grande en la conformacion
tras la union a la diana. No obstante, los nuevos procedimientos funcionan igual de bien con balizas de aptamero
que sufren cambos pequefios aunque detectables, tales como cambios normalmente hallados en las ribozimas.

Union de las balizas de aptdmero a un sustrato sélido

Los soportes solidos para sujetar las balizas de aptamero pueden ser, por ejemplo, una lamina plana de cristal, tal
como un portaobjetos de cristal. Otras superficies soélidas también son adecuadas, como de metal, plastico y
ceramica. Una técnica para unir las balizas de aptamero a un portaobjetos de cristal se ilustra en las Figuras 1Ay
1B.

Con referencia a las Figuras 1A y 1B, una baliza de aptamero se puede fijar a un portaobjetos de cristal uniendo un
grupo amina de un resto inactivador 6 de la baliza de aptamero al cristal a través de una molécula ligadora 8. La
finalidad y la unién del resto inactivador 6 se describe mas adelante con referencia a las Figs. 3A-3D. En el ejemplo
descrito en las Figuras 1A y 1B, la molécula ligadora 8 es Cs04Si, y el inactivador 6 es CsHsNH.. Se pueden usar
otras moléculas ligadoras e inactivadores conocidos.

En primer lugar, el ligador 8 se une al portaobjetos de cristal sumergiendo el portaobjetos en una solucion,
incluyendo e ligador 8 y agua acida (pH 3,0) a 90°C durante cuatro horas (Fig. 1A). Después de las cuatro horas, el
ligador 8 recubrirda la superficie del portaobjetos. Después, las balizas de aptamero se unen a las moléculas
ligadoras sobre el portaobjetos a través del grupo amina del inactivador 6. Para unir a través de los grupos amina, la
superficie recubierta del cristal se expone a una solucion que incluye el par baliza de aptamero/inactivador y CH3CN
a 20°C durante 1,5 horas. Las balizas de aptamero se pueden localizar en un punto concreto sobre el portaobjetos
de cristal aplicando una microgota de la solucidon baliza de aptamero-CH3CN a un punto preciso sobre el
portaobjetos usando un micropipeteador robético. Véase, por ejemplo, Schena et al., "Parallel Human Genome
Analysis: Microarray-Based Expression Monitoring of 1000 Genes," Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 93: 10514 - 19
(1996).

Con referencia a la Fig. 2, una baliza de aptamero que tiene un ligador extendido se puede unir al portaobjetos de
cristal directamente en lugar de mediante un inactivador. Se pueden usar varias moléculas ligadoras conocidas. El
ligador extendido puede permitir que la baliza de aptamero se extienda mas hacia el liquido encima del portaobjetos,
lo que facilita la unién a las moléculas diana. El procedimiento para unir la baliza de aptdmero mostrada en la Figura
2 es similar al procedimiento para unir la baliza de aptamero/inactivador de la Fig. 1B. (El fluoroforo 22 y el
inactivador 24 mostrados en la Figura 2 se describiran mas adelante con referencia a las Figs 3A-3D y 4A-4D.)

Otros procedimientos para unir a los oligonucleétidos al cristal se describen en Shalon et al., "A DNA Microarray
System for Analyzing Complex DNA Samples Using Two-Color Fluorescent Probe Hybridization," Genome Res.,
6:639 - 45 (1996) (oligonucledtidos UV reticulados con una superficie recubierta por poli-L-lisina), y Morgan y Taylor,
"A Surface Plasmon Resonance Immunosensor Based on the Streptavidin-Biotin Complex." Biosens. Biolectron.,
7:405 - 10 (1992) (aptameros unidos usando estreptavidina).

Diferentes balizas de aptamero configuradas para unirse a diferentes moléculas diana se pueden unir a diferentes
puntos sobre el portaobjetos. Por ejemplo, diferentes balizas de aptamero se pueden colocar en diferentes puntos en
una matriz bidimensional. Cada punto en la matriz puede contener, por ejemplo, un punto de balizas de aptamero
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idéntico, aplicado en el portaobjetos como una gota, como se ha descrlto anteriormente con referencia a las Figuras
1A y 1B. Cada punto contiene, por ejemplo, aproximadamente 10" balizas de aptamero. Dado que los puntos
pueden separarse por tan poco como 300 micrémetros usando un micropipeteador robotico, un portaobjetos de
cristal tipico con un area de superficie de, por ejemplo, 1,8 cm?, puede contener, por ejemplo, aproximadamente
6.000 puntos de diferentes balizas de aptamero. Véase, por elemplo Lashkari et al., "Yeast Microarrays for Genome
Wide Parallel Genetic and Gene Expression Analysis," Proc. Nat'l Acad. Sci. USA, 94:13057 - 62 (1997).

Los puntos relacionados de balizas de aptamero se pueden agrupar en grupos sobre un portaobjetos. Por ejemplo,
en ensayos de farmacos, los puntos de balizas de aptamero configurados para unirse a los diferentes metabolitos de
un farmaco concreto, por ejemplo cocaina, se pueden agrupar en una regiéon o grupo de la matriz, y puntos
configurados para detectar los metabolitos de otro farmaco, por ejemplo LSD, se pueden agrupar en una segunda
region. Ademas, diferentes puntos de balizas de aptamero dirigidos a detectar diferentes sitios de union en una
diana, por ejemplo diferentes epitopos sobre un antigeno, se pueden agrupar en un grupo. La organizacion de
puntos relacionados en grupos en la matriz puede simplificar el analisis de los resultados.

Las balizas de aptamero también se pueden unir a portaobjetos usando procedimientos de enmascaramiento de
fotorresistencia conocidos en la industria de la electrénica. Dichas técnicas, que ya se han adaptado a circuitos de
oligonucledtidos de ADN para la deteccion de acido nucleico, permltlrla la produccion en masa de matrices de
balizas de aptamero que tienen, por ejemplo, aproxmadamente 107 copias de una baliza de aptamero e cada punto
en una matriz, y, por ejemplo préximamente 6,5 x 10* puntos en, por ejemplo, una matriz de 1,64 cm?. Véase por

ejemplo, Pease et al., "Light Generated Oligonucleotide Arrays for Rapid DNA Sequence Analysis," Proc. Nat'l| Acad.
Sci. USA, 91:5022 - 26 (1994).

Deteccién de la unién de las moléculas diana a las balizas de aptamero

Se pueden emplear diversos esquemas para detectar la unién de las balizas de aptamero a moléculas diana. En
primer lugar, los restos indicadores de las balizas de aptamero peden ser indicadores fluorescentes que se
monitorizan, por ejemplo, para detectar cambios en la eficiencia de la fluorescencia. En segundo lugar, se pueden
observar cambios en la emisidon de Raman de las balizas de aptamero causados por la presencia de una molécula
diana. En tercer lugar, los desplazamientos en las resonancias de plasmon superficial en la superficie de la matriz se
pueden detectar monitorizando el cambio de la longitud de onda o el angulo incidente de la luz absorbida o usando
un interferometro de Mach-Zehnder. En cuarto lugar, los grupos o restos indicadores pueden ser enzimas o
sustancias quimicas que se pueden monitorizar para detectar cambios en las propiedades fisicas que se producen
cuando la baliza de aptamero cambia la conformacién tras la unién a una molécula diana.

A. Deteccién mediante fluorescencia

Para detectar la unién mediante monitorizacién de la emision de fluorescencia se pueden incorporar fluoréforos en
restos indicadores de las balizas de aptameros. Estos restos indicadores estan configurados de un modo tal que su
eficiencia de fluorescencia cambia cuando una molécula diana se une a la baliza de aptamero y cambia la
conformacion de la baliza de aptamero, de modo que sefializa la presencia de moléculas diana en la muestra. La
eficiencia de la fluorescencia se puede medir usando, por ejemplo, excitacion de la onda evanescente y una camara
CCD o un detector de recuento de fotones unicos.

1. Restos indicadores de fluoréforo

Los restos indicadores de fluoréforo pueden ser, por ejemplo, un par de transferencia de la energia de fluorescencia
que sefaliza un cambio de conformacién en una baliza de aptamero o marcadores fluorescentes convencionales
cuya eficiencia depende de la conformacion de la baliza de aptamero.

Los restos indicadores de baliza de aptamero pueden ser, por ejemplo, un fluoréforo e indicador, como se muestra
en las Figs. 3A-3D, o un sistema de transferencia de energia o de carga, como se muestra en las Figs. 4A-4D. Con
referencia a las Figuras 3A-3D, las balizas de aptamero 10a y 10b incluyen porciones de bucle 12a y 12b, porciones
de tallo 14a y 14b, y regiones de unién (lineas negras gruesas) 16a y 16b configuradas para unirse a las moléculas
diana 18ay 18b, respectivamente. En la baliza de aptamero 10a, la region de union 16a esta completamente dentro
de una porcién de bucle 12a, mientras que en la baliza de aptamero10b, la region de unién 16b solapa con la
porcion de bucle 12b y la porcion de tallo 14b

Un resto o grupo indicador 20 puede incluir un fluoréforo 22 (representado como un pentagono) y un inactivador 24
(representado como un cuadrado), ambos unidos a los tallos 14a y 14b. Cuando el inactivador 24 esta cerca del
fluoréforo 22, como se muestra en las Figs. 3A y 3C, el fluoréforo 22 se inactiva y no brilla significativamente tras la
excitacion. Cuando el fluoréforo 22 y el inactivador 24 estan separados, como se muestra en la Fig. 3B, el fluoréforo
22 (ahora representado como un asterisco) brilla significativamente con mas eficacia.

La unién de moléculas diana 18a y 18b a las regiones de union 16a y 16b rompe la unién de los pares de bases en
los tallos 14a y 14b, de modo que se separan los fluoréforos 22 de los inactivadores 24. Excitando un fluoréforo 22 y
determinando su eficiencia de fluorescencia, un observador puede deducir la presencia o ausencia de una molécula
diana unida.
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El fluoréforo 22 puede ser, por ejemplo, acido 5-(2'-aminoetil) aminonaftaleno-1-sulfénico ("EDANS"), fluoresceina o
antranilamida. El inactivador 24 puede ser, por ejemplo, un grupo quimico tal como acido 4-(4'-dimetilaminofenilazo)
benzoico ("DABCYL"), rodamina o eosina.

El fluoréforo 22 y el inactivador 24 se pueden incorporar en balizas de aptamero 10a y 10b usando técnicas
conocidas en la materia. Véase, por ejemplo, Tyagi and Kramer. "Molecular Beacons: Probes That Fluoresce Upon
Hybridization," Nature Biotech., 14:303 - 08 (1996).

Los grupos indicadores también pueden incluir un sistema de transferencia de energia. Con referencia a las Figuras
4A-4B, una baliza de aptamero 40a tiene un oligonucleétido 42a con una region de unién 44a configurada para
unirse a una molécula diana 46a. El grupo indicador 48 incluye un resto aceptor/emisor de fluorescencia 50
(representado como un pentagono) y un resto donante/absorbente de energia 52 (representado como un cuadrado),
unidos al oligonucledtido 42a. Cuando el resto emisor 50 y el resto absorbente 52 estan cerca, como se muestra en
la Fig. 4B, se transfiere energia entre los restos, y el resto emisor 50 (ahora representado como una estrella) brilla
con eficiencia. No obstante, cuando el resto emisor 50 y el resto absorbente 52 estan separados, como se muestra
en las Figs. 4A, no se produce transferencia de energia entre los restos y el resto emisor no brilla.

La unién de la molécula diana 46a a la regién de unién 44a cambia la conformacion de la baliza de aptamero 40a
moviendo las uniones de los pares de bases. Cuando la molécula diana 46a no se une a la region de unién 44a, el
segmento 54 del oligonucledtido 42a hibrida con el segmento 56. No obstante, cuando la molécula diana 46a esta
unida al segmento 54 hibrida con el segmento 58. El cambio en la conformacion de la baliza de aptamero 40a tras la
union de la molécula diana 46a acerca el resto de emision 50 y el resto absorbente 52, lo que permite una
transferencia de energia entre los restos y, por tanto, una emision eficiente por el resto 50. Por tanto, monitorizando
la eficiencia de la fluorescencia del indicador 48, un observador puede deducir la presencia o ausencia de una
molécula diana 46a.

Las figuras 4C-4D ilustran la operacion del mismo sistema de transferencia de energia en una baliza de aptamero
diferente. La baliza de aptamero 40b tiene un oligonucledtido 42b con una regién de unién 44b configurada para
unirse a una molécula diana 46b. El resto de emision de fluorescencia 50 y el resto absorbente de energia 52 estan
unidos a los oligonucledtidos 42b. Antes de la union de la molécula diana 46b a la region de union 44b, el segmento
60 hibrida con el segmento 62 y el segmento 64 hibrida con el segmento 66. No obstante, cuando la molécula diana
46b se une a la baliza de aptamero 40b cambia la conformacién y el segmento 62 hibrida con el segmento 64 y los
segmentos 60 y 66 permanecen sin hibridar.

El resto de emision de fluorescencia 50 puede ser, por ejemplo, Cy5. El resto absorbente 52 puede ser, por ejemplo,
fluoresceina o tetrametilrodamina ("TMR").

El resto emisor 50 y el resto absorbente 52 puede unirse a los oligonucledétidos 42a y 42b usando técnicas conocidas
en la materia. Véase, por ejemplo, Sixou et al., "Intracellular Oligonucleotide Hybridization Detected by Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET)," Nucleic Acids Res., 22:662 - 68 (1994).

En lugar de disefiar balizas de aptamero con indicadores de transferencia de energia, se pueden usar otros
indicadores de fluorescencia conocidos en la materia. Por ejemplo, una baliza de aptamero se puede marcar con un
fluoréforo cuya eficiencia de fluorescencia depende del ambiente quimico de la molécula a la que esta unido. La
unién de la molécula diana a la baliza de aptamero cambia la conformacién de la baliza de aptamero, de modo que
cambia el ambiente quimico del fluor6foro de modo que produce un cambio detectable en la fluorescencia del
fluordéforo.

2. Sistemas de deteccion de fluorescencia basados en superficie

Un sistema de deteccion para monitorizar la eficiencia de la fluorescencia de los indicadores puede usar excitacion
de onda evanescente para excitar los fluoréforos y una camara CCD enfriada o un detector de recuento de un fotdn
para medir la fluorescencia.

La figura 5 ilustra el principio general de la excitacién de la onda evanescente. En la figura 5, un limite 110 separa un
primer medio 112 que tiene un indice de refraccion n1 desde un segundo medo 114 que tiene un indice de refraccion
n2, en el que ny es superior a ny. Un rayo de luz 116 viaja a través del segundo medio 114 y se acerca a un limite
110 en un angulo incidente de grados. Cuando es superior o igual al angulo critico para una reflexion interna total,
cuando el angulo critico es igual al arcoseno (nz/n1), el rayo de luz se refleja totalmente en el limite 110. A pesar del
hecho de que la luz se refleja internamente totalmente en el limite 110, parte de energia de una onda en
propagacion 118 entra en el primer medio 112. La onda 118 que se propaga al medio 112 se denomina onda
evanescente y penetra en el primer medio 112 por una distancia dependiente de la longitud de onda conocida como
la profundidad de la piel. La profundidad de la piel s una funcién de la longitud de onda de la luz, el angulo de
incidencia del haz en la superficie y los indices de refraccion de ambos materiales. Normalmente, la profundidad de
la piel es del orden de varios cientos de nanédmetros para la luz visible y disminuye exponencialmente con respecto
al limite 110. La onda evanescente 118 se puede usar para excitar las moléculas en o cerca del limite 110 sin alterar
las moléculas mas alla de la profundidad de la piel.
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Con referencia a la Fig. 6, un sistema de deteccién de fluorescencia 130 que usa excitacion de la onda evanescente
incluye un laser 132, un primas de reflexion interno 134 con un cubreobjetos 135, una lente 136 y un detector 138.

Con referencia a la Fig. 7, el cubreobjetos de cristal 135 esta fijado a un prisma de cristal 134 usando, por ejemplo,
un liquido del mismo indice, tal como un aceite, de modo que nada de aire los separa. El prisma 134, el cubreobjetos
135 y el aceite tienen todos ellos indices de refraccion similares, de modo que no existe un limite ptico entre el
prisma 134 y el cubreobjetos 135.

El cubreobjetos 135 tiene una superficie superior 150 que forma un limite entre un primer medio (cristal) y un
segundo medio (aire). Fijado a la superficie 150 hay balizas de aptamero 10a, 10b, 10c. Cada baliza de aptamero
10a, 10b, 10c tiene un indicador de tipo inactivador 20. Una molécula diana 18 se ha unido a la baliza de aptamero
10c, pero no a balizas de aptameros 10a y 10b.

Para excitar los fluoréforos 22a, 22b, and 22c en los indicadores 20, un rayo de luz 152 pasa al prisma 114 y se
refleja totalmente internamente en la superficie 150. Una onda evanescente (no mostrada) viaja desde la superficie
150 a las balizas de aptamero 10a, 10b, 10c, y excita los fluoréforos 22a, 22b, y 22c. Dado que los fluoréforos 22a y
22b estan inactivados, no brillaran con eficiencia. No obstante, el fluoréforo 22c no se inactiva y mostrara mayor
fluorescencia que antes de la unién de la molécula diana 18. A partir de estos resultados, un observador puede
deducir que una molécula diana 18 se ha unido a la baliza de aptamero 10c pero no a las balizas de aptamero 10a 'y
10b.

El rayo de luz 152 se genera por laser 112. El laser 112 puede ser, por ejemplo, un laser de iones —argén que emite
en nueve lineas espectrales discretas 458 nm and 530 nm, un laser de helio y neén que emite a 633 nm o un laser
de diodo que emite a 635 mm, Como alternativa, el rayo 152 puede ser otra forma de radiacion electromagnética
generada por una fuente que no es el laser 112. Por ejemplo, el rayo 152 puede ser infrarrojos, ultravioleta o
microondas.

Como se muestra en la Fig. 6, el detector 138 esta acoplado épticamente al cubreobjetos 135 por la lente. La lente
136 tiene el mismo objetivo que en un microscopio 6ptico. Como alternativa, el detector 138 se puede acoplar al
cubreobjetos 135 mediante un acoplador fiiberooptico 160, como se muestra en la Fig. 8. La entrada del termopar
160 esta cerca de la superficie 150.

El detector 138 es, por ejemplo, una camara CCD o un detector de recuento de fotones Unicos que tiene, por
ejemplo, un microscopio confocal. Para maximizar la capacidad del detector 138 para disceniir los niveles bajos de
fluorescencia, la luz e fondo y la luz difusa deberan minimizarse.La luz difusa se puede reducir, por ejemplo,
afadiendo filtros de espectros al detector 138 que filtran la luz ambiente, y mediante barrido (escaneando la matriz
una linea cada vez para aumentar la discriminacién espacial).

3. Sistemas de deteccion de fluorescencia basados en solucién

Un sistema de deteccion para monitorizar la eficiencia de la fluorescencia de los grupos indicadores de las balizas
de aptamero en solucién puede incluir una fuente de luz, tal como un laser; 6ptica enfocable, tal como una lente;
filtros o monocromadores para efectuar cambios en el espectro de excitacién o emisién de fluorescencia; un cambio
para mantener la solucién; y una camara CCD enfriada o un detector de recuento de un foton Unico para medir la
fluorescencia,

La Fig. 12 ilustra un sistema de deteccién 300 para usar en procedimientos de deteccion en fase de solucion. Un
laser 310, tal como un laser de ion argon, se puede usar como fuente de luz. En este ejemplo, la luz laser se puede
filtrar con un filtro de pase de banda 320 de 488 nM para excitar los grupos indicadores marcados con fluoresceina
con un filtro de pase de banda de 5140 nM para excitar los grupos indicadores marcados con rodamina, lo que
permite la deteccién de multiples dianas. Después, la luz impacta sobre el vaso de la muestra 330 para excitar la
fluorescencia en la muestra. El vaso de muestras podria ser una cubeta en la cual se introduce la soluciéon o
capilarmente a través de lo cual la solucién fluye, Después, la salida de la fluorescencia se recoge con una lente u
otra dptica de recoleccién de luz 340. La salida de la fluorescencia se filtra después para eliminar la luz de excitacion
y opcionalmente para proporcionar la discriminacion de la diana, usando filtros 350. En este ejemplo, se podria usar
un filtro de paso de banda e 515-520 nM para detectar los grupos indicadores marcados con fluoresceina y un filtro
con paso de banda de 56.-580 nM para detectar las dianas marcadas con rodamina. En esta ilustracion, la luz
filtrada se centra con una lente 360. Por ultimo, la fluorescencia emitida se detecta mediante una CCD enfriada o un
detector de recuente de un solo fotén 370.

B. Monitorizacion de la emisién de Raman

La unién de una molécula diana también se puede detectar mediante la observacion de un cambio en la emision de
Raman de la baliza de aptamero. Véase, por ejemplo, Angel et al., la patente de EE.UU. N° 4.781.458. El
procedimiento experimental para medir la emisién de Raman es similar al procedimiento descrito anteriormente para
medir la eficiencia de la fluorescencia. Las balizas de aptamero unidas a la superficie de un portaobjetos o un
cubreobjetos se excitan mediante una onda evanescente y la emision de Raman se mide usando una camara CCD o
un contador de un solo foton. Para aislar las sefiales de emisién de Raman bastante débiles se pueden aplicar filtros
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de corte adecuados a los detectores.

Se puede usar excitacion de Raman tanto resonante como no resonante. En caso necesario las emisiones de
Raman se pueden potenciar cambiando el recubrimiento de la superficie del sustrato, por ejemplo afiadiendo plata,
oro o platino. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. N° 4.781.458, supra.

C. Monitorizacion de las resonancias de plasmén superficial

La union de las moléculas diana a las balizas de aptamero pueden producir cambios localizados en el indice de
refraccion del sustrato. Estos cambios localizados se pueden medir monitorizando los cambios en las resonancias
de plasmon superficial en una pelicula fina de metal depositada en la interfaz entre la solucion de baliza de aptamero
y el sustrato de cristal.

Los electrones en un metal se pueden modelar como un plasma de materia condensada. Los electrones libres en la
superficie del plasma exhiben fluctuaciones caracteristicas de la densidad o “oscilaciones del plasmén superficial”.
Los plasmones de superficie se pueden excitar hasta resonancia usando, por ejemplo, una onda evanescente.
Véase, por ejemplo, Foster, la patente de EE.UU. N° . 5.485.277. Cuando un haz de radiacion reflejado internamente
completamente excita los plasmones de superficie a la resonancia, la frecuencia de la onda reflejada disminuye de
forma brusca, El angulo incidente preciso, que excita los plasmones superficiales gasta resonancia, se pueden
detectar como una disminucion brusca en un grafico de la energia de la onda reflejada como una funcion del angulo
de incidencia.

Cuando las moléculas diana se unen a balizas de aptamero unidas a una pelicula de metal fina, el indice local de
refraccion en dicho punto varia se desplaza la longitud de onda concreta y/o el angulo de incidencia para excitar los
plasmones superficiales en resonancia. La unién de una molécula diana a una baliza de aptamero (o la unién de un
gran numero de moléculas diana idénticas o en un gran nimero con respecto a balizas de aptamero idénticas en
una matriz., Por tanto, se puede detectar observando un desplazamiento en la longitud de onda o el angulo incidente
requerid para excitar los plasmones superficiales en resonancia.

Un sistema para detectar la unién de moléculas diana a balizas de aptamero midiendo los desplazamientos en
condiciones de resonancia de plasmén superficial puede incluir, por ejemplo, un prisma de cuarzo con una pelicula
de plata depositado sobre él mediante evaporacion al vacio, Para la deteccién de resonancia de plasmén superficial,
se enfoca un haz en el prisma de modo que un cono de angulos incidentes se pueda medir de forma simultanea. El
haz reflejado internamente totalmente se colima y se obtienen imagenes con, por ejemplo, una camara CCD. La
condicién angula resonante aparece como una banda oscura en el perfil del haz. La unién de las moléculas diana a
las balizas de aptamero produce un desplazamiento en la condicion de resonante, que se traduce en un
desplazamiento espacial en la banda oscura en el perfil del haz.

Los cambios en las condiciones de la resonancia de plasmén superficial también se pueden observar usando un
interferometro de Mach-Zehnder (MZI). En un MZI, un haz coherente se lanza por dos piernas de igual longitud de
recorrido, lo que tiene como resultado una interferencia destructiva total del haz en una salida en la que los dos
haces se recombinan. El cambio de la longitud eficaz de una de las piernas, por ejemplo alterando el indice de
refraccion en un punto de la pierna, destruye la condicion de interferencia destructiva. Los MZI son sensibles a los
cambios de longitud del trayecto tan pequefios como fracciones de la longitud de onda de la luz incidente. Véase,
también, Kusunose et al. patente de EE.UU. N° 5.771.097.

Un MZI que tienen fibras opticas en modo sencillo que actian esencialmente como guias de onda se puede
construir para detectar la unién de las moléculas diana a balizas de aptamero. El recubrimiento con pelicula metalica
en la que se inducen oscilaciones del plasmoén superficial se deposita a lo largo de las longitudes de las guias de
inda de la fibra optica y las balizas de aptamero estan unidas al recubrimiento pelicular.

El MZI inicialmente se ajustara de modo que el haz desencadene resonancia en plasmén superficial en la pierna que
tiene el recubrimiento pelicular y las dos piernas se recombinan fuera de fase, lo que tiene como resultado una
interferencia estructura total. La uniéon de las moléculas diana con las balizas de aptamero sobre el recubirmiento
pelicular cambiara la condicion de la resonancia en dicha pierna y destruira las condiciones para una interferencia
destructiva total en la salida del interferémetro. Por tanto, la deteccién de luz en la salida indicara que las moléculas
diana se han unido a las balizas de aptamero en una pierna del MZl. La medicion de la intensidad de la luz
recombina puede indicar la cantidad de moléculas diana que se han unido.

D. Otros esquemas de deteccion

También se pueden emplear otros esquemas para unir las moléculas diana a las balizas de aptamero. Por ejemplo,
los grupos indicadores aparte de los fluoréforos también se pueden incorporar en balizas de aptamero. Los grupos
indicadores pueden sefalizar un cambo conformacional en la abaliza de aptamero causado por la unién de la
molécula diana o pueden interaccionar con la molécula diana de un modo que cambia la naturaleza de la diana.
Dichos indicadores pueden ser, por ejemplo, un resto cargado que transfiere la energia a una diana unida. Ejemplos
de estos indicadores incluyen enzimas proteicas.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2459745 T3

Las balizas de aptamero se pueden unir a polimeros conductores, en los que la unién de una molécula diana a la
baliza aptamero y el cambio resultante en la conformacién de la baliza de aptamero produce un cambio
conformacional en el polimero de modo que se altera la conductividad. E cambio en la conductividad podra
determinarse, por ejemplo, midiendo una resistencia en el polimero.

En otro procedimiento, la baliza aptamero se puede disefiar para catalizar una reaccién quimica después del cambio
en la conformacion inducido por la unién de una molécula diana. La presencia de una molécula diana unida podria
deducirse detectando productos de la reaccion,

La presencia de moléculas diana s puede detectar usando un sistema de baliza de aptamero e dos componentes.
Con referencia a la Fig. 9A, los componentes 70 y 72 de baliza de aptamero tienen regiones de unién que se unen a
sitios de unién separados (p. €j., diferentes ) 74 y 76 sobre una molécula diana 78. El componente 70 de la baliza de
aptamero tiene un marcador fluorescente 80, mientras que el componente 72 de baliza de aptamero esta unido el
sustrato de cristal 82. Obsérvese que para las mediciones a base de solucién no se necesita unir 72 a 82.

Para detectar la presencia de la molécula diana 78 en una muestra, la muestra se mezcla primero con una soluciéon
que incluye el componente 70 de la baliza de aptamero. Si las moléculas diana 78 estan presentes, se uniran a los
sitios de uniéon 74 sobre el componente 70 de la baliza de aptamero. Después, la mezcla muestra/solucion se
expone al sustrato 82. Las moléculas diana se uniran después al el componente 72 de la baliza de aptamero sobre
el sustrato mediante los sitios de unién 76. La presencia de las moléculas diana 78 unidas al el componente 72 de la
baliza de aptamero se puede detectar después observando la fluorescencia del marcador 80. Como alternativa, las
moléculas diana 78 en solucidn se pueden afiadir a un contenedor o verter o gotear sobre un sustrato sélido 82, tal
como un portaobjetos de cristal, al que se unen los el componentes 72 de la baliza de aptamero. Cualquier molécula
diana 78 no unida se elimina mediante lavado y después los componentes 70 de la baliza de aptamero marcados se
afiaden al contenedor o soporte solido, donde se unen a cualquier molécula diana 78 unida al sustrato sélido 72
mediante las balizas de aptamero 72.

La Fig. 9B ilustra otro sistema de deteccion de baliza de aptamero de dos componentes. En la Fig. 9B, el
componente 66 de la baliza de aptamero, unido al sustrato 82, tiene un resto de absorcién de energia 88 unido al
segmento 96 y un componente de baliza de aptamero 90 tiene un resto de emision de fluorescencia 92 unido al
segmento 98. La unién de ambos componentes de baliza de aptamero 86 y 90 a una molécula diana 94 acerca el
segmento 96 al segmento 98, lo que permite una transferencia de energia entre los restos, lo que produce que el
resto de emision de fluorescencia 92 emite fluorescencia, como se ha tratado anteriormente con referencia a las
Figs. 4A-4D. La energia se transferira desde el resto absorbente 88 al resto de emision 92 siempre que la distancia
S entre los restos sea inferior a 100 A.

Para mejorar la eficiencia de la transferencia de energia entre el resto de absorcion 88 y el resto de emision 92, los
segmentos 98 y 96 pueden estar configurados para hibridar entre si cuando los componentes 90 y 86 de la baliza de
aptamero estan unidos a la molécula diana 94. Por ejemplo, para permitir la hibridacion, las colas de poli-A y poli-T
se pueden afhadir a os segmentos 98 y 96, respectivamente. Como alternativa, a os segmentos 98 y96 se pueden
afiadir secuencias complementarias mas complicadas con objeto de reducir la probabilidad de otros polinucleétidos,
por ejemplo colas de polinucledtido con otras balizas de aptamero hibridaran no asépticamente con los segmentos
98y 96.

Ademas, se puede usar espectroscopia de masas, por separado o junto con los sistemas de deteccion anteriores,
para identificar o cuantificar mas unidos a moléculas diana.

También se describen otros sistemas de deteccion.

Uso e interpretacion de matrices de aspecto de la baliza.

Los sistemas de ensayo descritos anteriormente se pueden usar en diversos campos diferentes, incluyendo, por
ejemplo, analisis del rendimiento de potenciacién de farmacos ilegales en seres humanos o animales; analisis para
determinar venenos, contaminantes, aditivos o componentes modificados por ingenieria genética de alimentos;
analisis forenses; comprobaciones del estado de salud; identificacion de enfermedades especificas y monitorizacion
de la progresion de una enfermedad, por ejemplo cancer; deteccion de contaminantes y rastreo de contaminantes;
analisis del equilibrio ambiental (rios, lagos, humedales, suelos y aire sanos), deteccidon de riesgos bioldgicos;
deteccion de venenos quimicos o sustancias quimicas; deteccion de explosivos o farmacos ilegales, por ejemplo e
aeropuertos; deteccion de polen y otros alérgenos en el ambiente; deteccion de la presencia de tipos concretos de
animales o peces en ambientes especificos, por ejemplo tiburones en un area de bafo, truchas en un lago o
corriente; e identificacion de dianas para descubrir farmacos.

Ademas de analizar simultdneamente una muestra para detectar la presencia de una pluralidad de dianas diferentes,
la matriz también se puede analizar para detectar la presencia de una Unica diana mediante la unién a la diana de
una pluralidad de formas diferentes. Dicha prueba tendria una sensibilidad mayor que los ensayos convencionales
con moléculas diana.

Por ejemplo, se puede construir una matriz de baliza de aptamero que tenga diferentes puntos de balizas de
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aptamero configurados o seleccionados par la unién a diferentes sitios de union de una unica diana. Los diferentes
puntos de balizas de aptamero pueden, por ejemplo, estar configurados para unirse a diferentes epitopos de un
Unico antigeno, al diferentes sitios de union en la misma proteina o a diferentes proteinas de superficie de una Unica
bacteria. Los diferentes puntos que contienen balizas de aptamero disefiados o seleccionados para unirse a
diferentes sitios de unién sobre la misma diana se pueden agrupar juntos en un grupo. Si el sistema de deteccion
muestra que las dianas se han unido a todos o casi todos los puntos de balizas de aptamero en dicho grupo, un
observador puede concluir con gran confianza que la diana esta presente en la muestra.

De un modo similar, las matrices de balizas de aptamero o grupos de puntos de balizas de aptamero se pueden
construir para analizar diversos enantiémeros de una molécula o diferentes isdmeros de una férmula molecular.

Las figuras 10A y 10B ilustran el uso e interpretacion de un simple ensayo basado en balizas de aptamero para
detectar venenos dafinos en alimentos. Con referencia a la Fig. 10A, una matriz de balizas de aptamero 178 unidas
a un cubreobjetos 180 incluye nueve puntos de balizas de aptamero dispuestos en tres filas de tres puntos cada
una. Los puntos 182a, 182b, and 182c de la fila uno contienen balizas de aptamero seleccionadas para unirse a tres
epitopos diferentes de Clostridium botulinum Los puntos 184a, 184b, 184c de la fila dos contienen balizas de
aptamero que se unen a tres epitopos diferentes de una bacteria de Salmonella. Los puntos 186a, 186b, 186¢ de la
fila tres contienen balizas de aptamero seleccionadas de modo que se unen a tres conservantes diferentes que se
encuentran de forma natural en un alimento concreto. No obstante, los conservantes pueden ser dafinos si estan
presentes en cantidades demasiado altas. Cada punto contiene, por ejemplo, aproximadamente 10" balizas de
aptamero idénticas. Cada baliza de aptamero incluye un par fluoréfero-inactivador, como se ha descrito
anteriormente con referencia a las Figs. 3A-3D.

En operacion, el alimento que se va a analizar se disuelve en un disolvente, por ejemplo agua, y se pone en
contacto con el cubreobjetos 180. El cubreobjetos 180 se coloca después encima de un prisma de reflexion interna
total y los fluoréforos en las balizas de aptamero se excitan usando excitacion de onda evanescente, como se ha
descrito anteriormente con referencia a las 5 - 7. En la Fig. 10B se muestra una imagen de CCD 188 de la matriz
tras la excitacion.

Los resultados del ensayo se pueden interpretar mediante inspeccion visual. La ausencia de fluorescencia mediante
los puntos 182a, 182b y 182c sugiere que Clostriclium botulinum no esta presente en la muestra. Sn embargo, la
fluorescencia mediante los puntos 184a, 184b, and 184c sugiere que Salmonella esta presente.

Los puntos 186a, 186b, and 186c, que estan dirigidos a conservantes que normalmente se encuentran en los
alimentos, brillan todos, como se esperaba. No obstante, la cantidad de fluorescencia en cada grupo se puede
analizar para determinar la concentracién de cada conservante presente en la muestra. Si la muestra tiene una
concentracion mas alta de un conservante, mas moléculas de conservante se uniran a las balizas de aptamero en el
correspondiente punto, lo que tiene como resultado una fluorescencia total mayor del punto. Por ejemplo, en la Fig.
10B, el punto 186a brilla mas que los puntos 186b y 186c¢, lo que indica una concentracién mas alta del conservante
concreto.

Para determinar visualmente si la concentracion de un conservante es peligrosamente alta, el brillo de un punto
concreto, por ejemplo la fluorescencia asociada con el punto 186a se puede comparar con un molde que muestra
niveles de fluorescencia para concentraciones normales. Ademas, para obtener datos mas cuantitativos, las “curvas”
de concentracion o estudios control para cada conservante (o cada molécula diana para dicha materia) se pueden
establecer usando el sistema de las balizas de aptamero y las muestras de un conservante dado (u otra diana) a
varias concentraciones conocidas que varian de altas a bajas.

Software de reconocimiento de patrones y analisis

En el uso de la matriz de balizas de aptamero descrita anteriormente con referencia a las Figs. 10A y 10B, los
resultados del ensayo se pueden determinar simplemente mediante inspeccién visual. No obstante, como se ha
indicado anteriormente, ensayos basados en balizas de aptamero mas complicados pueden tener desde decenas a
miles de puntos de balizas de aptamero en matrices bidimensionales. Se pueden fabricar otras matrices, por ejemplo
3-D. Los resultados de dicho ensayo podrian no ser facilmente evidentes mediante inspeccion visual.

Para ayudar a analizar los resultados de los ensayos mas complicados, se puede usar un nuevo software de
reconocimiento y analisis de patrones, como se describe mas adelante.

En resumen, el software analiza primero los resultados del sistema de deteccion para determinar las identidades y
las cantidades de compuestos presentes en la muestra. Después, el software compra la lista de compuestos
presentes en la muestra con las listas de compuestos que esta previsto que estén presentes en condiciones
normales y detecta cualquier desviacion. Después, el software intenta interpretar y descifrar o explicar la desviacion
comparando la desviacion con una biblioteca de resultados de ensayo conocidos.

Por ejemplo, en el andlisis de la sangre de una chica de 21 afios de edad para detectar farmacos ilegales usando,
por ejemplo, un sistema de deteccion basado en fluorescencia, el software analiza primero el patron de fluorescencia
formado en un portaobjetos después de que el portaobjetos se exponga a la muestra de sangre. Detectando que
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puntos de balizas de aptamero brillan y cuanto brillan, el software determina qué compuestos estan presentes en la
muestra y en qué cantidades. Después, el software compara la lista de compuestos con una lista de compuestos
que se espera que estén presentes en la sangre de una mujer de 21 afios de edad no usando farmacos y determina
cualquier desviacion. La desviacién hallada se compara con las desviaciones conocidas que son la causa de la
presencia de derogas ilegales, por ejemplo cocaina. Después, el software analiza los resultados para determinar su
significacion y muestra una lista de drogas ilegales presentes.

Las figuras 11A y 11B ilustran el patron del procedimiento de deteccion. La Fig. 11A ilustra las etapas y la ejecucion
de la primera tarea del software, determinando la identidad y la cantidad de los compuestos presentes y creando una
lista; o un Perfil del Compuesto Sefal, y la Fig. 11B ilustra las etapas y la ejecucion de la segunda tarea del
software, comprando el perfil de las sefiales del compuesto con perfiles conocidos.

Con referencia a la Fig. 11A, el software primero recibe os datos desde el sistema de deteccion, normalmente una
imagen, y convierte la imagen en un instrumento Raw digital 210. Para convertir la imagen en una sefial digital, el
software divide la imagen en sectores, correspondiendo cada sector, por ejemplo, a una baliza de aptamero en la
matriz y convierte la intensidad de la sefial en el sector en una representacion digital. Las representaciones digitales
de los sectores se almacenan, por ejemplo como matriz.

Después, un fondo 212 se resta de la sefal 210 del Raw Instrument para eliminar porciones de los resultados que
no son de interés (es decir, ruido de fondo). Por ejemplo, al analizar agua de rio para detectar contaminantes
dispersados por un factor cercano, por ejemplo el Fondo 212 puede ser la salida de resultados cuando la corriente
arriba del agua de | rio desde la fabrica se expone a la matriz de balizas de aptamero. Los datos que son el
resultado de la resta del fondo 212 es la sefial actual 214.

La sefal actual 214.se compara después con una biblioteca de sefial 216 de sefiales digitales. La Biblioteca de
sefial 216 incluye las sefales que son el resultado de exponer la misma matriz a compuestos conocidos especificos.
El software compra la sefial actual 214 con diferentes combinaciones de sefiales en la Biblioteca de sefal 216 pata
encontrar la combinacién de sefiales de compuestos conocidos que mas se acercan a la sefial actual 214. El
software determinar la coincidencia mas cercana del ajuste con el residual mas pequefio, usando, por ejemplo, el
método de los minimos cuadrados o técnicas de desconvolucion lineales o no lineales conocidos hasta una
probabilidad maxima y métodos de entropia maxima. El resultado de la comparacion en dos grupos distintos: Perfil
del Compuesto sefal 218 y sefial residual 220.

El Perfil del Compuesto sefial 218 es una lista de los compuestos de la biblioteca presentes en la muestra, las
cantidades de cada compuesto presente y las estimaciones de incertidumbre asociadas. Perfil del Compuesto sefial
218 se puede almacenar, por ejemplo como matriz. La Sefal residual 220 es e componente de la Sefal actual 214
no representada por la combinacion elegida de sefiales de la Biblioteca de sefiales 216.

La Sefial residual 220, como la Sefial del instrumento Brito 210 y la Sefal actual 214 pueden ser, por ejemplo, una
matriz. La Sefial residual 220 se analiza para determinar la significacion comparando cada elemento en la matriz con
respecto al nivel de incertidumbre por los correspondientes elementos en la Sefal actual 214. Los elementos
hallados que son significativos estan marcados como Sefiales de Compuestos Desconocidos 222, se muestran en,
por ejemplo, un monitos, y se almacenan.

Con referencia a la Fig. 11B, el siguiente software comprende ademas el Perfil de Compuestos de sefial 218 con
uno o mas perfiles estandar r la Biblioteca Real de Perfiles 224. Cada perfil estandar en la Biblioteca del perfil
estandar 224 es una lista de los tipos y cantidades de compuestos que se ha hallado si no hay presentes
condiciones inusuales (es decir, el resultado del ensayo es negativo), Por ejemplo, para analizar una muestra de
sangre de una mujer de 21 afos para analisis de farmacos, el perfil estandar relevante seria | alista de compuestos
prevista para el analisis de la sangre de una hembra mayor de 21 afios de edad sin usar farmacos. En el analisis de
contaminantes en agua de rio, un perfil estandar relevante seria que los compuestos que normalmente se hallan en
el agua tomada de un punto concreto en el rio y en la seccion y la temperatura ocasional.

En muchos casos, el Perfil del compuesto sefial 218 se comparara con mas de un perfil estandar en el Perfil de la
biblioteca estandar 224. Los perfiles estandar también pueden incluir informacién de incertidumbre, por ejemplo
desviaciones estandar, que podra esperarse se una muestra estadistica de los perfiles estandar relevantes en
condiciones normales.

En algunos casos, los perfiles estandar pertinentes en Perfil de Biblioteca 224 seran elegidos de antemano por un
usuario. En otros casos, los perfiles estandar mas aplicables seran elegidos por el software mediante la
determinacién de la combinacion de perfiles estandar es la mas cercana a la sefal Perfil de Compuesto 218.

Después de elegir los perfiles estandar apropiados de Perfil de Biblioteca 224, el software resta estos perfiles a partir
del Perfil de Compuesto Sefial 218 para crear una Desviacion del Perfil estandar 226. Como Perfil de Compuesto
Sefial 218, la Desviacion 226 es una lista de compuestos y cantidades, almacenado, por ejemplo, como una matriz.

Después, la Desviacién 226 se compara con las Desviaciones de Biblioteca 227 conocidas. Cada desviacion
conocida en Desviaciones de Biblioteca 227 es la desviacidén con respecto a los perfiles estandar esperados para un
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resultado de ensayo particular. En las pruebas de drogas, por ejemplo, una desviaciéon conocida puede ser una lista
de metabolitos adicionales que se encuentran en la sangre cuando hay cocaina presente en una muestra de sangre.
Para los esteroides que mejoran el rendimiento, la desviacion conocida puede incluir la diferencia entre los niveles
normales y elevados de testosterona. En las pruebas de contaminacion del agua, una desviacion conocida puede
ser la desviacién prevista si una fabrica cercana esta tirando tricloroetileno en una corriente.

El software compara Desviacién 226 con diferentes combinaciones de desviaciones conocidas en la Desviacion de
Biblioteca 227 para encontrar la combinacion que mas se acerque a la Desviacion 226. Al igual que antes, la
coincidencia mas cercana, o el ajuste con residual mas listo, se pueden encontrar usando, por ejemplo, el método de
ajuste de los minimos cuadrados.

La comparacién de la Desviacion 226 con la Desviaciéon de Biblioteca 227 conocida produce dos salidas: Mapa de
combinacién de la condicion de la sefial 228 y la Desviacion residual 230. EI Mapa de combinacion de la condicion
de la sefal 228 incluye la lista de desviaciones conocidas encontrada comparando la Desviacién 226 con la
Desviacion de Biblioteca 227. Por ejemplo, en las pruebas de drogas, el Mapa de combinacion 228 puede ser una
lista de compuestos de drogas ilegales o metabolitos de compuestos de drogas ilegales presentes y las cantidades
en que estan presentes. Los resultados indicados en el Mapa de combinacién 228 se analizan para determinar la
significacion estadistica, considerando los datos de la incertidumbre en la Desviacion 226 y los limites del intervalo
en las desviaciones conocidas que se ha encontrado que estan presentes. Los resultados del Mapa de combinacion
228 que se han encontrado que son significativos se muestran y / o almacenan como el Mapa de la condicién del
resultado final 232 en las pruebas de drogas, por ejemplo el Mapa de la condicion 232 podria enumerar metabolitos
de drogas ilegales presentes en la muestra, o podria identificar las drogas ilegales que es probable que haya
ingerido el individuo. En las pruebas de la contaminacion del agua, el Mapa de la condiciéon podria enumerar los
contaminantes que se liberan por una fabrica cercana.

La Desviacion residual 230 es la identidad de compuestos y las cantidades que no se explican por una combinacion
de desviaciones conocidas en la Biblioteca de Desviacion 227. La Desviacion residual 230 se sometié a deteccion
selectiva para determinar su significacion y después se mostré y/o almacend como Sefial de condicion desconocida.
La Sefal de condicidon desconocida 234 es la lista de compuestos y las cantidades que se encuentran, que no se
explican mediante ningun resultado de ensayo conocido.

Se puede entrenar al software para identificar nuevos compuestos en la Sefial residual 220 y los nuevos patrones de
la Desviacion residual 230. Mediante el analisis de covarianza de los componentes de la sefal a través de multiples
muestras recogidas en diferentes momentos o lugares, el software puede aprender a crear nuevos perfiles estandar
y las nuevas desviaciones conocidas. Se puede entrenar al software, por ejemplo con el analisis diferencial usando,
por ejemplo, la muestra con el médulo minimo de vector como fondo de referencia.

Los métodos y las técnicas descritos en el presente documento se pueden implementar en circuitos electronicos
digitales, o en hardware, firmware, software informatico, o en combinaciones de los mismos. El aparato que
incorpora estas técnicas puede incluir dispositivos adecuados de entrada y salida, un procesador informatico y un
producto de programa de ordenador incorporado de manera tangible en un dispositivo de almacenamiento legible
por ordenador para su ejecucion por un procesador programable. Un proceso que incorpora estas técnicas puede
ser realizado por un procesador programable que ejecuta un programa de instrucciones para realizar las funciones
deseadas operando sobre datos de entrada y generando los datos de salida adecuados. Las técnicas se pueden
implementar en uno o mas programas de ordenador que son ejecutables en un sistema programable que incluye al
menos un procesador programable acoplado para recibir datos e instrucciones desde, y para transmitir datos e
instrucciones a, un sistema de almacenamiento de datos, al menos un dispositivo de entrada , y al menos un
dispositivo de salida.

Cada programa de ordenador se puede implementar en un lenguaje de programacion de procedimiento de alto nivel
y orientado a objeto o en lenguaje ensamblador o de la maquina si se desea; y en cualquier caso, el lenguaje puede
ser un lenguaje compilado o interpretado. Procesadores adecuados incluyen, a modo de ejemplo, tanto
microprocesadores de proposito general como especiales. Generalmente, un procesador recibira instrucciones y
datos desde una memoria de solo lectura y / o una memoria de acceso aleatorio. Los dispositivos de
almacenamiento adecuados que incorporan tangiblemente instrucciones y datos de programa de ordenador incluyen
todas las formas de memoria no volatil, incluyendo, por ejemplo, dispositivos de memoria de semiconductor, tales
como EPROM. EEPROM vy dispositivos de memoria flash; discos magnéticos, como discos duros internos y discos
extraibles; discos magneto-opticos; y discos CD-ROM. Cualquiera de los anteriores se podran complementar con, o
incorporar en, ASIC (circuitos integrados de aplicacion especifica) especialmente disefiados.

El programa de ordenador y el procedimiento descrito anteriormente se pueden adaptar para analizar los resultados
de los ensayos bioldgicos que no sean el sistema de deteccion basado en la baliza de aptamero descrita en el
presente documento. El procedimiento y el software se pueden aplicar a cualquier ensayo bioldgico disefiado para
detectar la presencia de compuestos conocidos en una muestra.

Ejemplos
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La invencion se describe adicionalmente mediante los ejemplos siguientes.
Ejemplo 1: Pruebas de deteccion de drogas

En este ejemplo, una muestra de sangre extraida de un atleta de 26 afios de edad se analiza para determinar la
presencia de drogas para mejorar el rendimiento.

En primer lugar, se prepara un portaobjetos en micromatriz dirigido a detectar la presencia de varias docenas de
drogas para mejorar el rendimiento conocidas, incluyendo androstenodiona, anfetaminas, esteroides basados en
testosterona y otras drogas. Los metabolitos de las drogas se identifican a partir de la literatura y la
experimentacion.

El procedimiento de seleccion de aptameros se realiza en un tampén de solucion salina fisioldgica para seleccionar
aptameros que se unen a las drogas directamente y a los metabolitos de las drogas. Los aptameros seleccionados
son aptameros de ARN de entre 25 y 150 nucleétidos de longitud, que tienen secuencias de unidn de entre 15y 60
nucledtidos de longitud. Se usan técnicas de seleccion de aptameros estandar para determinar la secuencia minima
de unién. Después, los aptameros seleccionados se modifican por ingenieria para contener una estructura de bucle
del tallo como se muestra en la figura 3. DABCYL y EDANS se afiaden a los aptameros de extremos 5 'y 3' para
crear una baliza de aptamero con un sistema indicador de fluoréforos y, a continuacion, las balizas de aptamero se
unen a un portaobjetos de cristal en una matriz de dos dimensiones, de la manera descrita anteriormente con
referencia a la figura 2.

Después, la muestra de sangre del atleta se disuelve en el mismo tampon de solucion salina utilizado para llevar a
cabo la seleccion de aptameros y se coloca una gota de la soluciéon de muestra de tampoén-sangre en el
portaobjetos. La muestra gota solucion cubre por completo la matriz de la baliza de aptamero en el portaobjetos.

La exposicidon a la muestra permite que cualquier droga o metabolitos en la muestra se unan a las balizas de
aptamero en la matriz. La unién de los metabolitos causa un cambio conformacional en las balizas de aptamero que
tiene como resultado en la separacion de los inactivadores fluoréforos de los fluoréforos, como se ha descrito
anteriormente con referencia a las Figs. 3A 'y 3B.

Después de la exposicion a la muestra, el portaobjetos se coloca en un prisma de reflexion interna total. Para
acoplar dépticamente el portaobjetos al prisma, un aceite (tal como LASER LIQUID de Cargille Laboratories, Inc.,
N.J.) que tiene un indice de refraccion aproximadamente igual al indice de refraccion del portaobjetos de cristal y el
prisma de vidrio, se coloca en el prisma debajo del portaobjetos. El aceite garantiza que no de forman burbujas de
aire entre el portaobjetos y el prisma.

Un laser de longitud de onda apropiada se aplica después al prisma de tal manera que el haz de laser se aproxima
al portaobjetos en un angulo de incidencia aproximadamente igual al angulo critico para la reflexion interna total. El
haz se refleja totalmente internamente en la parte superior del portaobjetos (el limite entre el cristal y el aire),
creando una onda evanescente que excita fluoréforos inactivados en la matriz de la baliza de aptamero. El patron de
fluorescencia resultante de la excitacion de la onda evanescente se fotografia utilizando una camara CCD enfriada.

La imagen capturada por la camara CCD se compara con una plantilla o patrones de fluorescencia de biblioteca de
compuestos conocidos para determinar los metabolitos presentes. Mediante el examen de qué puntos de la baliza
de aptamero en la matriz brillaba, el técnico es capaz de identificar una lista de los metabolitos presentes en la
muestra de sangre. Con esta lista, el técnico puede concluir si el atleta ingiri6 recientemente especificos legales o
drogas ilegales, tal como esteroides.

Ejemplo 2: Balizas de aptamero de trombina en solucién

SE han disefiado y analizado en solucién balizas de aptamero de trombina para determinar su especificidad por la
propia tromina y en comparacion con el Factor IX. La adicidn de varios conjuntos diferentes de oligonucleétidos en el
extremo 5 'de un aptamero trombina conocido G 15D formd un grupo de balizas de aptamero modificadas por
ingenieria que se han disefiado para exhibir conformaciones alternativas de no unién que alteran la conformacion de
union normal en una estructura de G-cuarteto del aptamero original. Las conformaciones alternativas estan
disefiadas para que no se unan a la trombina. La adicién de trombina a una soluciéon que contiene el aptamero
cambid las concentraciones de equilibrio de las estructuras hacia la conformaciéon de unién a trombina. Un par de
fluorescencia - inactivacion afiadido a los extremos 5 'y 3' de algunos de los aptameros modificados por bioingenieria
permitié la determinacion de la conformacién de la baliza de aptamero mediante la observacion de la emisién de
fluorescencia. El equilibrio entre diferentes conformaciones de varios posibles candidatos de baliza de aptamero se
alteré por la modificacion de la composicién o de la longitud de la region del tallo.

Las figuras 13A-D muestran una de las balizas de aptamero de trombina de nuevo disefio. La union de la trombina
(6valo negro) a la baliza de aptamero (Fig. 13A) provoca un cambio en el equilibrio entre la estructura de tallo-bucle
inativada (fig. 13D) y la conformacion inactivada (fig. 13, parte B), pasando a través de un intermedio de cadena
lineal desplegado (fig. 13C), que muestra la secuencia de acido nucleico completa de la nueva baliza de aptamero.
La estrella representa un elemento fluorescente, por ejemplo, un fluoréforo, y el cuadrado blanco representa un
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elemento inactivador, por ejemplo, un grupo quimico. La intensidad de la emision del fluoréforo se representa
mediante el tamafo de la estrella y aumenta con la distancia entre el fluoréforo y el inactivador. Por lo tanto, la
intensidad de la fluorescencia es maxima en la figura. 13C y minima en la figura. 13D, y aproximadamente igual en
las Figs. 13Ay 13B.

Las nuevas balizas de aptamero de la trombina se prepararon de la siguiente forma:

Materiales: Todos los oligonucleétidos, incluyendo las balizas de aptamero, se sintetizaron usando técnicas
sintéticas de ADN estandar. Las balizas de aptamero (denomindas G15DxxMB) se sintetizaron mediante
acoplamiento de fluoresceina en el extremo 5’ y un grupo DABCYL en el extremo 3. G15D5dF es G15D5d con 5'-
fluoresceina, pero sin ningun grupo inactivador en el extremo 3 . La trombina y el factor IX se adquirieron de
Enzyme Research Lab. Varios candidatos de baliza de aptamero se prepararon de la siguiente manera:

G15D GGTTGGTGTGGTTGG

G15D4d CCAAGGTTGGTGTGGTTGG
G15D5d CCAACGGTTGGTGTGGTTGG
G15D6d CCAACCGGTTGGTGTGGTTGG
G15D7d CCAACCAGGTTGGTGTGGTTGG
G15D5nd  TTTTTGGTTGGTGTGGTTGG

G15D5drev. CCAACCACACCAAGTTGG

Ensayo de unién competitiva: G15D5d se radiomarcé con ['32P] ATP utilizando la T4-polinucleétido quinasa.
G15D5d (5nM/5000cpm) radiomarcado y los aptameros no marcados 0-1uM en tampon de unién a trombina (TBB)
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 140 mM, KCI 5 mM, MgCl; 1 mM y CaCl, 1 mM, pH 7,5) se mezclaron con trombina 10 nM en
100 ul de TBB. Después de 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente, las soluciones se filtraron a través de
dos capas de filtro; filtro de nitrocelulosa (BA85) en la parte superior de un filiro de nylon (Hybond-P ™). Los
complejos trombina-aptamero se recogieron sobre filtros de nitrocelulosa, mientras que los aptameros libres se
recogieron sobre filtros de nylon. La cantidad de aptamero radiomarcado en cada filtro se determiné mediante un
contador de centelleo o mediante sistema de almacenamiento de fosforo (BioRad).

Electroforesis en gel sensible a la conformacion de cadena sencilla: La electroforesis en gel sensible a la
conformacién monocatenaria se realizd en un gel de acrilamida al 8% (proporcion de bis:acrilamida 75:1), incluyendo
0,5X TBE (Tris-borato 0,045M, EDTA 0,002 M, pH 8,5) y 10% de glicerol. Un pequefio volumen de aptameros
radiomarcados (1 pyM) se incubaron con o sin trombina (10 uM) en TBB. Las muestras se mezclaron con un
volumen igual de 50% de glicerol y azul bromofenol (0,0%) y después se cargan en un gel. La electroforesis se llevéd
a cabo con 300V en un cuarto frio. Después de la carrera, el gel se secé y se expone a pelicula Kodak X-OMAT
durante la noche.

Ensayo de unién a trombina usando un espectrometro de fluorescencia. Los aptameros se diluyeron a una
concentracion de 10 yM en TBB o TE (Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) y se calentaron a 99 ° durante tres
minutos y se enfrié hasta la temperatura ambiente antes del experimento. El experimento se realizé utilizando 5-40
nM de aptamero en 2 ml. Todas las mediciones de la intensidad de fluorescencia se realizaron a 24 ° C. La longitud
de onda de excitacion fue 495 nm y la emision se monitorizé a su maximo, 516 nm (en TE) 0 518 nm (en TBB). Se
afadié un pequefio volumen (0,5-3 pl) de la trombina (concentracion final de 0-250 nM) y se monitoriz6 el cambio de
la emision.

Titulacion con un oligonucledtido que contiene secuencia de complemento: G15D5dMB a 10 uM se mezclé con
diversas concentraciones de G15D5drev en TE. Las mezclas se calentaron a 99 ° durante tres minutos y después se
incubaron a 50 ° C durante diez minutos antes de enfriar hasta la temperatura ambiente. La intensidad de
fluorescencia se midié a una concentracion del aptamero la baliza molecular r de 40 nM

Una evaluacién preliminar de los candidatos de baliza de aptamero usando electroforesis en gel sensible a la
conformacion monocatenaria de G15D4d (la longitud del tallo es de 4 nucledtidos), G15D5d (la longitud del tallo es
de 5), G15D6d (la longitud del tallo es de 6), G15D7d (la longitud del tallo es de 7) reveld que cada uno de estos
acidos nucleicos podrian existir en multiples conformaciones led (Fig. 14; las lineas discontinuas indican las cales
algo curvadas en el gel). G 15D4d existia en 2 conformaciones en ausencia de trombina, pero se cambid
completamente a una conformacién Unica tras la adicion de la trombina. G 15D4d existia en 4 conformaciones en
ausencia de trombina, pero de un modo similar a G15D4d, se cambié completamente a una conformacion Unica tras
la adicion de la trombina. G15D6d y G15D7d existian en 4 conformaciones en ausencia de la trombina, pero, a
diferencia de los otros dos aptameros, sélo una fraccion de los aptameros pueden unirse con trombina. Estos
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resultados sugirieron que G15D4d y G15D5d serian los candidatos mas probables para la creacion de balizas de
aptamero. De estos dos estructuras, se predijo que G15D5d era el mejor candidato porque el par de bases adicional
estabilizara la estructura de no union, lo que tiene como resultado una sefial mas baja en ausencia de la molécula
diana.

La figura 14 muestra aptameros libres en la mitad inferior del gel y complejos de trombina: baliza de aptamero en la
mitad superior del gel. En esta figura, + indica con trombina, y - indica sin trombina.

El efecto de la longitud del tallo sobre la unién de la trombina también se analizé6 mediante el uso de un ensayo de
union competitiva. Los cuatro aptameros con diferentes longitudes del talo junto con el aptamero G15D original, se
analizaron para determinar la unién por un ensayo de competicién con G15D5d radiomarcado (fig. 15). Como se
muestra en este grafico, G15D4d, 5d y 6d tenian curvas de desplazamiento similares, mientras que G15D7d mostro
una disminucion de la union.

Las balizas de aptamero G15D4d, G15D5d, and G15D6d se marcaron mediante la adicion de fluoresceina al
extremo 5’ y grupo DABCLY al extremo 3'. Estas balizas de aptamero, G15D4dMB, G15D5dMB y G15D6dMB, se
evaluaron para determinar su respuesta a varias concentraciones de trombina (0-120 nm), en tampones TBB o TE.
La Tabla | a continuacién muestra la intensidad de fluorescencia relativa de los aptameros. La intensidad de la
fluorescencia basal de cada baliza de aptamero se midié a 40 nM de la baliza de aptamero en ausencia de trombina
con la longitud de onda de excitacién a 495 nm (ancho de banda de 10 nm para la excitacion y la emision) utilizando
un espectrofotometro de fluorescencia Hitachi F-2500. La fluorescencia promedio de los cambios de intensidad con
la adicion de trombina (100 nM) se muestran en relacién con la intensidad basal de cada baliza de aptamero. La
Tabla 1, NC indica que no hay cambio.

Aptamero TBB TBB + trombina TE TE + trombina
G15D4dMB | 30 1,5 98 NC
G15D5dMB | 7,5 NC 19 2,3
G15D6dMB | 17 NC 20 1,7
G15D5ndMB | 188 0,5 1102 0,7
G15D5dF 280 NC 380 NC

La Tabla 1 muestra que G15D5dMB y G15D6dMB eran las dos mejores balizas de aptamero en TE y G15D4dMB
era mejor en TBB. Mientras que G15D4dMB era capaz de unirse a trombina y aumentar la intensidad de la
fluorescencia en TBB, G15D5dMB y G15D6dMB fracasaron. Sin embargo, G15D4dMB no se uni6 a la trombina en
TE, mientras que G15D5dMB y G15D6d MB fueron capaces de interaccionar con la trombina. Los cuatro duplex de
bases apareadas como en G15D4dMB pueden ser demasiado inestables en TE, mientras que cinco o seis duplex de
bases apareadas en G15D5dMB y G15D6dMB pueden ser demasiado estables en TBB para permitir el cambio
conformacional que se requiere para la unién a trombina. Esto es consistente con la observacién de que G15D4dMB
tiene una emisién 2-3 veces mayor que G15D5dMB en TBB, lo que sugiere menos conformacion duplex. En TE, el
nivel basal de G15D4dMB y G15D5dMB fue de cinco a diez veces mas alto que en TBB, lo que sugiere que
disminuye la poblacién de la estructura de tallo-bucle debido a la falta del cation divalente en el tampon.

A continuacion, se midié el cambio en la fluorescencia de las balizas de aptamero en el tampdn de unién a trombina.
Como se muestra en la figura. 16, G15D4dMB tenia una emisién moderada en ausencia de trombina. A medida que
aumentaba la concentracion de trombina, la intensidad de fluorescencia aumentaba, pero no alcanzé la saturacion
en el intervalo de concentracion (250 nM) analizado. Este cambio de emision tras la adicion de trombina requirié
aproximadamente 2 minutos para alcanzar su valor de equilibrio. Tanto G15D5dMB como G15D6dMB tenian una
emision de fluorescencia muy baja en ausencia de trombina, y la intensidad de la fluorescencia no cambié a medida
que se aumentaba la concentracién de trombina.

Debido a que las mediciones de la electroforesis en gel (Fig. 14) se realizaron en un tampén de baja salinidad (TBE),
los autores midieron después el cambio en la fluorescencia de la baliza de aptamero en tampén TE. Estos
resultados se muestran en la figura 17 en tampén TE. G15D4dMB tenia mucho mas alto de emision en ausencia de
trombina. (Obsérvese que los valores de intensidad de fluorescencia que se muestran en la. Fig. 17 son en relaciéon
con los valores indicados en la Tabla 1.). La emision de fluorescencia de G15D4dMB no aumenté tras la adicion de
trombina. G15D5dMB tenia una emision relativamente baja en ausencia de trombina que aumenté con la adicion
de trombina. Se estimé que la Kd era de 3 + 1 nM. El cambio en la intensidad de fluorescencia se produjo
inmediatamente después de la adicién de la trombina. La emisién de fluorescencia de la baliza de aptamero
G15D6dMB también aumento con la adicion de trombina, pero saturado a una intensidad de emisién inferior. La Kd
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estimada (12 nM) fue ligeramente superior que G15D5dMB. La Kd estimado para G15D5dMB es similar a la Kd
indicada para G15D, que varié de 1,4 Nm a 100 nM. Es posible que la adicién de diferentes nucleétidos y sondas (el
fluoréforo y el inactivador) pueda atenuar la union a trombina. El ensayo de competicion de unién al filtro mostré un
incremento de aproximadamente 6 en la afinidad por G15D5dMB relacién con G15D5d en TE.

Para eliminar la posibilidad de que el aptamero de unién de la baliza de aptamero-trombina simplemente cause un
cambio en el entorno quimico del fluoréforo, los inventores prepararon un aptamero que tenia un marcador de
fluoresceina en 5’, pero sin inactivador DABCYL en 3'. Este aptamero, G15D5dF, no mostré esencialmente cambio
alguno en la intensidad de fluorescencia tras la adicion de trombina en tampdn TBB o TE (fig. 18).

El mecanismo de la baliza de aptamero deberia resultar en un cambio en la emisién de fluorescencia que es similar
al cambio que se detectaria si la misma baliza de aptamero se utilizara como una baliza molecular estandar. Para
probar esta hipotesis, los inventores sintetizaron un oligonucledtido (G15D5rev), que es complementario a
G15D5dMB. El aumento dependiente de la concentracién de la intensidad de fluorescencia de la baliza de aptamero
cuando se utiliza como baliza molecular se muestra en la figura. 19.

Como demostracion final, se fabricé una version modificada de G15D5dMB que ya no es capaz de formar la
estructura de tallo bucle. En este aptamero, G15D5ndMB, el extremo 5 'consiste en la secuencia TTTTT. Con
referencia a las Figuras 13A-D. La adicion de trombina a una solucién que contiene este aptamero deberia cambiar
ahora el equilibrio entre las estructuras de AB y C, con la trombina adicional dirigiendo el estado de equilibrio hacia
la estructura A. Los inventores realizaron primero esta prueba en TBB para permitir la estabilizacion de la
conformacién de union a trombina. Como se muestra en la figura. 20, la adiciéon de trombina disminuy6 la emision de
fluorescencia del aptamero. (Obsérvese que debido a que este es un aptamero diferente, la intensidad relativa a la
aptamero original no es necesariamente significativa.) La concentracion semimaxima del efecto fue de
aproximadamente 80 nM. Cuando los inventores realizaron este ensayo en tampén TE (datos no mostrados), la
fluorescencia sin trombina fue de aproximadamente 5X que en TBB, y también disminuyd con la adiciéon de trombina.
A diferencia de la medicién en TBB, no se saturd dentro del intervalo de concentracion analizado.

Para confirmar la especificidad de unién de G15D5dMB, los inventores usaron el factor IX, que es una serina
proteasa plasmatica, como la trombina, y comparte una identidad de secuencia de 37% en el dominio catalitico con
trombina. Como se muestra en la figura. 21, el Factor I1X, no afectd a la fluorescencia G 15D5dMB. Aunque el
Factor IX esta estrechamente relacionado con la trombina, las nuevas balizas de aptameros son muy especificas de
la trombina, que muestra que las nuevas balizas de aptdamero no se unen a cualquier proteina cargada
positivamente.

Debido a las diferencias observadas entre la fluorescencia de la baliza de aptamero en tampén de TBB y TE, los
inventores examinaron el efecto de la concentracion de cationes sobre la fluorescencia de G15D5dMB en ausencia
de trombina. El aptamero se prepararon como 10 uM en tampén Tris-HCI 20 mM (pH 7,5) y la emisién de G15D5MB
40 nM se midi6 con el aumento de concentracion de MgCl, (0-2,5 mm). La titulacion con MgCl, mostro la
concentracion semimaxima de 50 um (Fig. 22). Las disminuciones en la emision por parte de los cationes es
probable que se deban al efecto de estabilizacion sobre la estructura de tallo-bucle. Anteriormente, se informé que
KCI disminuia la Ki de G15D en la inhibicién de la trombina, pero no los derivados de G15D. Los inventores
descubrieron que 5 mM de KCI no tenia ningun efecto significativo sobre la intensidad de fluorescencia de
G15D4dMB. La alta concentracién de catién monovalente (NaCl 140 mM) y 1 mM de cationes divalentes (Mg*™ y
Ca"") también redujeron la fluorescencia.

Estos resultados demostraron que G15D5dMB era, de hecho, la baliza de aptamero preferible, como se determiné a
partir de la electroforesis en gel sensible a la conformacion monocatenaria de los potenciales candidatos a baliza de
aptamero. Estos resultados también demostraron que el aptamero modificado por bioingenieria si proporciona una
sefal a través del mecanismo de baliza de aptamero.

Debe entenderse que aunque la invencidon se ha descrito junto con la descripciéon detallada de la misma, con la
anterior descripcion se pretende ilustrar, y no limitar, el alcance de la invencién, que esta definido por el alcance de
las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Una baliza de aptamero que se une a una molécula diana de acido no nucleico especifica, comprendiendo la
baliza de aptamero

un oligonucledtido que comprende una porcion de bucle, un primer segmento, y un segundo segmento
complementario al primer segmento, en el que los primero y segundo segmentos conectados por la parte de
bucle forman una porcién de tallo en ausencia de cualquier acido no nucleico especifico diana;

en el que una porcion del oligonucledtido comprende una regidon de unidén que tiene una conformacion
secundaria o terciaria que cambia a una conformacién secundaria o terciaria diferente tras la unién a la
molécula de acido no nucleico diana especifica; y

en el que un primer resto indicador esta unido al primer segmento; y un segundo resto indicador esta unido al
segundo segmento, en el que los primero y segundo restos indicadores interaccionan para producir una sefal
detectable cuando se cambia la distancia entre ellos;

en el que la unién especifica de la molécula diana especifica a la region de unién rompe los enlaces de los
pares de bases en la porcioén de tallo, produciendo un cambio de conformacién de la baliza de aptamero que
separa los primero y segundo segmentos, alterando de este modo la distancia entre los primero y segundo
restos indicadores y produciendo una sefial detectable.

La baliza de aptamero de la reivindicacion 1, en la que el primer resto indicador es un fluoréforo y el segundo
resto indicador es un inactivador quimico, de modo que el inactivador inactiva el fluoréforo cuando los
segmentos primero y segundo hibridan para formar la porcion de tallo y en el que la unién de una molécula
diana a la region de unién rompe las uniones de los pares de bases en la porcion de tallo, lo que hace que los
segmentos primero y segundo se separen y el fluoréforo se separe del grupo quimico, de modo que finaliza la
inactivacion y se permite que el fluoréforo emita una fluorescencia detectable.

La baliza de aptamero de la reivindicacion 1, en la que la region de unidn se localiza dentro de la porcién de
bucle, la porcion de tallo o al menos parcialmente en ambas, dentro del oligonucleétido.

La baliza de aptamero de la reivindicacion 1, en la que el primero y el segundo restos indicadores son una
enzima y un correspondiente ligando.

La baliza de aptamero de la reivindicacion 1, en la que el primero y el segundo segmentos comprenden 4, 5,
6, o 7 nucledtidos cada uno.

La baliza de aptamero de la reivindicacién 1, en la que la molécula diana especifica es trombina.

Una baliza de aptamero que se une a una molécula diana de acido no nucleico especifica como se representa
en las figuras 4A y 4B, comprendiendo la baliza de aptamero

un oligonucledtido que comprende un primer segmento, un segundo segmento, y un tercer segmento, en el
que los primero y segundo segmentos pueden formar enlaces de pares de bases para formar un complejo
cuando la baliza de aptamero no se une a la molécula diana especifica;

en el que el segundo segmento comprende una regién de unioén para la molécula diana de acido no nucleico
especifica; y

un primer resto indicador unido al comienzo del primer segmento;

un segundo resto indicador unido al extremo del tercer segmento, en el que los primero y segundo restos
indicadores interaccionan para producir una sefal detectable cuando se cambia la distancia entre ellos;

en el que tras la unién especifica de la molécula diana especifica de acido no nucleico a la regién de union se
rompen los enlaces de los pares de bases entre los segmentos primero y segundo y se forman enlaces de
pares de bases entre los segmentos primero y tercer, de modo que se produce un cambio de conformacion
de la baliza de aptamero que altera la distancia entre los restos indicadores primero y segundo, produciendo
de este modo una sefial detectable.

Una baliza de aptamero que se une a una molécula diana de acido no nucleico especifica como se representa
en las figuras 4C y 4D, comprendiendo la baliza de aptamero

un oligonucledtido que comprende un primer segmento, un segundo segmento, un tercer segmento y un
cuarto segmento, en el que segmentos primero y segundo asi como los segmentos tercero y cuarto pueden
formar enlaces de pares de bases para formar un complejo cuando la baliza de aptamero no se une a la
molécula diana especifica;
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en el que el primer segmento comprende una region de unién para la molécula diana de acido no nucleico
especifica;

un primer resto indicador unido al comienzo del primer segmento adyacente al segundo segmento; y

un segundo resto indicador unido al extremo del tercer segmento adyacente al cuatro segmento, en el que los
restos indicadores primero y segundo interaccionan para producir una sefal detectable cuando se cambia la
distancia entre ellos;

en el que tras la unién especifica de la molécula diana especifica de acido no nucleico a la regién de union se
rompen los enlaces de los pares de bases entre los segmentos primero y segundo asi como los segmentos
tercero y cuarto y se forman enlaces de pares de bases entre los segmentos segundo y tercero, de modo que
se produce un cambio de conformacién de la baliza de aptamero que altera la distancia entre los restos
indicadores primero y segundo, produciendo de este modo una sefial detectable.

La baliza de aptamero de la reivindicaciéon 7 u 8, en la que el primer resto indicador es un resto absorbente de
energia y el segundo resto indicador puede ser un resto emisor de fluorescencia, de forma que cuando los
restos indicadores primero y segundo estan lo bastante cercados, el resto absorbente permite una
transferencia de energia entre los restos, de modo que permite que el resto emisor emita fluorescencia; y en
el que la unién de una molécula diana a la regién hace que los segmentos primero y segundo hibriden.

La baliza de aptamero de la reivindicacion 7, en la que el complejo es un duplex.

Un dispositivo para detectar de forma simultanea la presencia de una pluralidad de moléculas diana de acido
no nucleico diferentes en una muestra, comprendiendo el dispositivo:

un soporte solido; y

una pluralidad de diferentes balizas de aptamero de la reivindicaciéon 1 unidas al soporte, teniendo
cada baliza de aptamero un primer extremo unido al soporte, y una region de unién que se une a una
molécula diana de acido no nucleico, en el que las regiones de unidon de las diferentes balizas de
aptamero se unen a diferentes moléculas diana.

El dispositivo de la reivindicaciéon 11, en el que el soporte sélido comprende una superficie de cristal a la que
los primeros extremos de las balizas de aptamero estan unidas covalentemente.

El dispositivo de la reivindicacién 11, en el que el soporte comprende una superficie plana y las balizas de
aptamero se distribuyen sobre la superficie plana en una matriz bidimensional.

El dispositivo de la reivindicaciéon 13, en el que los puntos de balizas de aptamero idénticas se localizan en
diferentes puntos en la matriz bidimensional.

El dispositivo de la reivindicacion 11, en el que la region de unién de al menos una de las balizas de aptamero
esta configurada para unirse a una molécula diana de acido no nucleico especifica seleccionada del grupo
que consiste en una proteina, un esteroide y una molécula inorganica.

El dispositivo de la reivindicacién 11, en el que las balizas de aptamero comprenden ARN, ADN, ARN
modificado, ADN modificado o una combinacién de los mismos.

El dispositivo de la reivindicacion 16, en el que uno de los restos indicadores comprende un fluoréforo.

Un procedimiento para detectar la presencia o ausencia de una o mas moléculas diana especificas diferentes
en una muestra, comprendiendo el procedimiento:

la obtencion de una pluralidad de balizas de aptamero de la reivindicacion 1;

poner en contacto la muestra con las balizas de aptamero, de tal manera que cualquier molécula diana
especificas en la muestra pueda unirse a las correspondientes regiones de union de las balizas de
aptamero; y

detectar la presencia de moléculas diana especificos unidas a las balizas de aptamero.
El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que las balizas de aptamero estan en un liquido.
El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que las balizas de aptamero estan unidas a un soporte sdélido.
El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que el soporte sélido es una particula.

El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que el soporte sélido es una placa.
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El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que las balizas de aptamero emiten radiacion de fluorescencia
cuando son excitadas por ondas evanescentes.

El procedimiento de la reivindicacion 22, en el que diferentes puntos, comprendiendo cada punto una
pluralidad de balizas de aptamero idénticas se distribuyen sobre el soporte sélido en una disposicion
predeterminada, y el procedimiento comprende ademas comparar un patréon de fluorescencia de la muestra
con patrones de fluorescencia conocidos.

El procedimiento de la reivindicacion 24, en el que la etapa de comparacion incluye el uso de un programa
informatico, dispuesto en un medio legible por ordenador, incluyendo el programa de ordenador instrucciones
para hacer que un procesador:

compare el patron de fluorescencia de la muestra con una biblioteca de patrones de fluorescencia
conocidos; y

seleccione la combinacién de patrones de fluorescencia conocidos que mas se acerque el patrén de
fluorescencia de la muestra.

El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que la etapa de deteccion incluye detectar un cambio en las
frecuencias de emisiéon de Raman de una baliza de aptameros, cambio causado por la unién de una molécula
diana especifica a la baliza de aptamero.

El procedimiento de la reivindicaciéon 22, en el que el soporte sélido comprende una pelicula de metal a la que
estan unidos los aptameros y la etapa de deteccion incluye detectar un cambio en la condicion resonante de
los plasmones superficiales en la pelicula metalica causada por la unidon de una molécula diana especifica a
una baliza de aptamero.

Un dispositivo para detectar la presencia de una molécula diana especifica en una muestra, comprendiendo el
dispositivo:

un soporte solido; y

una pluralidad de diferentes balizas de aptamero de la reivindicaciéon 1 unidas al soporte, teniendo
cada baliza de aptamero un primer extremo unido al soporte, y una region de unién que se une a un
enantiémero especifico de la molécula diana o un sitio de unién especifico de la molécula diana, en el
que las regiones de union de las diferentes balizas de aptamero se unen a diferentes enantiomeros de
la molécula diana o a diferentes sitios de unién de la molécula diana.

El dispositivo de la reivindicacion 28, en el que la molécula diana especifica comprende un antigeno, y los
diferentes sitios de unién comprenden diferentes epitopos del antigeno.

El dispositivo de la reivindicacién 28, en el que la molécula diana especifica comprende una bacteria, y los
diferentes sitios de unién comprenden diferentes proteinas de la superficie de las bacterias.

Un sistema para detectar de forma simultanea la presencia de una pluralidad de moléculas diana de acido no
nucleico diferentes en una muestra, comprendiendo el sistema:

una pluralidad de diferentes balizas de aptamero de la reivindicaciéon 1 unidas al soporte, teniendo
cada baliza de aptamero un primer extremo unido al soporte, una region de unién que se une a una
molécula diana de acido no nucleico especifica, las regiones de unién de diferentes aptameros de
union a diferentes moléculas diana especificas; y

un sistema de deteccién que detecta la presencia de moléculas diana especificas unidas a balizas de
aptamero, comprendiendo el sistema de deteccion una fuente de radiacion y un detector.

El sistema de la reivindicacion 31, en el que la fuente de radiacién comprende un laser.

El sistema de la reivindicacién 31, que comprende ademas un analizador para determinar la presencia de
moléculas diana en la muestra en base a los resultados del detector, en el que el analizador comprende un
procesador informatico programado para:

comparar la salida del detector con una biblioteca de salidas conocidas correspondientes a la
exposicion de muestras de composicion conocida a las balizas de aptamero; y

seleccionar una combinacion de resultados conocidos que mas se acerque a los resultados del
ensayo.

El sistema de la reivindicacion 31, en el que las balizas de aptamero estan en un liquido.

El sistema de la reivindicacion 31, en el que las balizas de aptamero estan unidas a un soporte sélido.
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La baliza de aptamero de la reivindicacion 1, en la que el oligonucledtido comprende ARN o ARN modificado.
La baliza de aptamero de la reivindicacion 1, en la que el oligonucleétido comprende ADN o ADN modificado.

Un sistema para detectar de forma simultanea la presencia de una pluralidad de moléculas diana de acido no
nucleico diferentes en una muestra, comprendiendo el sistema:

una pluralidad de diferentes especies de balizas de aptamero de la reivindicaciéon 1, en el que cada
especie de balizas de aptamero tiene un grupo indicador diferente, una regién de uniéon que se une a
una molécula diana de acido no nucleico especifica y en el que las regiones de unién de diferentes
aptameros se unen a diferentes moléculas diana especificas; y

un sistema de deteccién que detecta la presencia de moléculas diana especificas unidas a balizas de
aptamero, siendo el sistema de deteccion capaz e detectar los diferentes grupos indicadores.
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Fraccién desplazada

Fluorescencia relativa
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Fluorescencia relativa
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Fluorescencia relativa
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