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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccién de material diana que usa aptamero
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un procedimiento y un kit de deteccién de un material diana que usa un aptamero,
y mas en particular a un procedimiento y un kit para la deteccién de un material diana, en los que se afiade una
muestra y un segundo aptamero a un primer aptamero inmovilizado en una fase sélida de manera que se forma una
union intercalada entre el primer aptamero, el material diana y el segundo aptamero.

TECNICA ANTERIOR

El desarrollo de nuevas plataformas de sensores para detectar con sensibilidad y especificidad pequefias moléculas
en soluciones es muy importante para el seguimiento y control de metabolitos relacionados con enfermedades,
contaminantes ambientales y toxinas de los alimentos. Los materiales de bajo peso molecular, tales como
metabolitos, contaminantes ambientales y toxinas de los alimentos, se han analizado en general mediante técnicas
complejas, tales como GC/MS o HPLC, que consumen mucho tiempo incluso en manos de trabajadores expertos y
gue no pueden aplicarse en analisis in situ (Stales, C. A. y col., Environ. Toxicol. Chem., 20: 2450, 2001). Para lograr
una deteccién en tiempo real in situ con éxito se han necesitado sistemas a pequefia escala y reactivos de union
especificos.

Como plataformas portatiles para la deteccién de materiales de bajo peso molecular, se conocen plataformas de
deteccién tales como plataformas de resonancia de plasmones de superficie, aunque se sabe que es dificil que
estas plataformas detecten materiales que tienen un peso molecular muy bajo de 400 o menos. Ademas, se
comunic6 que, cuando se realiz6 un analisis que usaba un aptamero que se une especificamente a 17-3-estradiol
(PM: 272) a la concentraciéon de 1 uyM (272 ppmm), el analisis para materiales de bajo peso molecular tal como se
describe anteriormente es impracticable como se muestra en la FIG. 1 (Kim y col., Biosens. Bioelectron., 22:2525,
2007). Asi, se ha demandado el desarrollo de nuevas plataformas capaces de detectar incluso materiales de bajo
peso molecular de una forma especifica y sensible.

Ademas, para una deteccion especifica y sensible de analitos se requieren reactivos que se unen especificamente a
analitos tales como anticuerpos. Sin embargo, los materiales de bajo peso molecular son en general demasiado
pequefios para generar anticuerpos en animales o son altamente téxicos de manera que no pueden producir
anticuerpos. Por este motivo se han demandado nuevos reactivos de union especificos que se unan a moléculas
pequefias.

Por otra parte, el término “aptamero” tal como se usa en la presente memoria se refiere a un oligonucleétido
monocatenario (molécula de ADN o ARN monocatenario) que puede unirse especificamente a su diana con alta
afinidad. El aptamero puede usarse como un elemento de biosensores capaz de unirse a una molécula en un
sistema de deteccidn/andlisis, y asi ha sido reconocido como un sustituto de anticuerpo. En particular, los aptameros
pueden usarse como moléculas que se dirigen a diversos materiales organicos e inorganicos, lo que incluye toxinas,
a diferencia de anticuerpos, y una vez que se aisla un aptamero que se une especificamente a un cierto material,
puede reproducirse de forma consistente a bajo coste usando procedimientos automatizados de sintesis de
oligbmeros. Dado que un biosensor basado en aptameros para medir una proteina diana que usa un aptamero
marcado por fluorescencia fue desarrollado por primera vez en 1996, se han desarrollado biosensores de aptameros
basandose en las ventajas y las propiedades estructurales del aptamero (Yeon-Seok KIM y Man-Bock GU, NICE,
26(6):690, 2008).

Sin embargo, los procedimientos de analisis anteriores que emplean aptameros fueron procedimientos de analisis
competitivo en un aptamero unido a un material especifico que se desprende o se deja unir a otros materiales. Asi,
se ha requerido el desarrollo de un procedimiento de uso de un aptamero para detectar un material de una forma
mas directa y sencilla.

Por otra parte, los biosensores basados en nanotubos de carbono (NTC) son plataformas portatiles altamente
atractivas para la deteccion de materiales de bajo peso molecular. Los transistores de efecto de campo (FET) de
nanotubos de carbono de pared simple (NTCps) fueron utiles como sensores a pequefia escala para la deteccion
con alta sensibilidad de materiales quimicos, en comparacidon con otras plataformas de deteccion, tales como
sensores de microequilibrio de cristal de cuarzo, sensores de espectrometria por impedancia electroquimica,
sensores de resonancia de plasmones de superficie y sensores potenciométricos direccionables por luz (LAPS)
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(Kim, T. K. y col., Advanced Materials, 20:1, 2008; Kong, J. y col., Science, 287:622, 2000; Snow, E. S. & Perkins, F.
K., Nano. Lett., 5:2414, 2005).

Sin embargo, los recientes FET-NTCps para la deteccién de moléculas pequefias se han limitado sélo a una fase
gaseosa o de vapor mas que a una fase liquida que contiene la mayoria de los metabolitos biolégicos o toxinas de
interés. Ademas, debido a que las moléculas pequefias no polares en soluciones no se situaron dentro del intervalo
de deteccion de los sensores basados en FET, era dificil detectar moléculas pequefias usando los sensores
basados en FET (Heller, I. y col., Nano. Lett., 8:591, 2008).

El documento US-2002/037.506 describe ensayos en sandwich de union en dos sitios basados en aptameros, que
emplean ligandos de acidos nucleicos como moléculas de captura y reportera. La molécula de captura se inmoviliza
en un soporte soélido, incubado con una molécula diana, y se detecta un complejo formado usando una molécula
reportera, que puede marcarse con un fluoréforo.

Ikebukuro K, y col.: "Novel electrochemical sensor system for protein using the aptamers in sandwich manner”,
Biosensors and Bioelectronics, Elsevier BV, NL, vol. 20, n® 10, 15 de abril de 2005, paginas 2168-2172, describe un
sistema de sensores electroquimicos para la deteccion de proteinas usando aptameros en un ensayo en sandwich.
Se inmoviliza un aptamero de captura por medio de una interaccién biotina-avidina en la superficie de un electrodo.

Song, y col.: "Aptamer-based biosensors”, TRAC, vol. 27, n° 2, febrero de 2008, paginas 108-117, describe ensayos
en sandwich para la deteccién de moléculas diana mediante el uso de aptameros como reactivos de union.

Para deteccion de analitos de buena sensibilidad y especificidad, se requiere que los sensores FET-NTCps tengan
reactivos de union especificos tales como anticuerpos como grupos funcionales, y las moléculas pequefias son, en
general, demasiado pequefias para generar anticuerpos en animales o son altamente téxicas de manera que no
pueden producir anticuerpos.

Asi, los autores de la presente invencién han hecho intensos esfuerzos para proporcionar un nuevo procedimiento
de deteccion capaz de detectar incluso una molécula pequefia, especialmente en una solucion, y, como resultado,
han encontrado que, cuando se afiade una muestra y un segundo aptamero a un primer aptamero inmovilizado en
una fase solida de manera que forme una union intercalada entre el primer aptamero, el material diana y el segundo
aptamero, en el que el primer aptamero o el segundo aptamero se seleccionan entre los aptameros representados
por secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28, puede detectarse incluso un material de bajo peso
molecular no polar tal como bisfenol A, completando con ello la presente invencion.

Los autores de la presente invencién han encontrado también que puede detectarse incluso un material de bajo
peso molecular no polar presente en un nivel de pM inmovilizando un primer aptdmero como una sonda en un
sensor FET, afiadiendo una muestra y un segundo aptamero al mismo y a continuacion midiendo un cambio en la
corriente eléctrica en el sensor FET.

Los autores de la presente invencidon han encontrado también que puede detectarse incluso un material de bajo
peso molecular no polar inmovilizando un aptamero como una sonda en un sensor OAA, afiadiendo una muestra al
mismo y a continuacién midiendo un cambio en la capacitancia en el sensor OAA.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

PROBLEMA TECNICO

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un nuevo procedimiento para la deteccién de un material diana,
que puede detectar incluso un material de bajo peso molecular en una solucion.

Otro objeto de la presente invencién es proporcionar un kit para la deteccion de un material diana, que puede
detectar incluso un material de bajo peso molecular en una solucién.

SOLUCION TECNICA

Para conseguir los objetos anteriores, la presente invencién proporciona un procedimiento de deteccién de un
material diana que usa aptameros, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
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material diana y que tiene una etiqueta unida al mismo, a un primer aptamero inmovilizado en una fase sélida y que
se une especificamente al material diana, para formar una mezcla, e incubacién de la mezcla, en la que el primer
aptamero o el segundo aptamero se seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28; y

(b) andlisis de la etiqueta para detectar el material diana.

La presente invencidn también proporciona un procedimiento de deteccion de un material diana que usa aptameros,
comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana, a un primer aptdmero inmovilizado en una fase soélida y que se une especificamente al material
diana, para formar una mezcla, e incubacién de la mezcla, en la que el primer aptamero o el segundo aptadmero se
seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28;

(b) unién de una etiqueta al segundo aptamero; y
(c) analisis de la etiqueta para detectar el material diana.

La presente invencién también proporciona un kit para la deteccién de un material diana, comprendiendo el kit: una
fase solida que ha inmovilizado en la misma un primer aptamero que se une especificamente al material diana; y un
reactivo de deteccion que contiene un segundo aptamero que se une especificamente al material diana, en el que el
primer aptadmero o el segundo aptamero se seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de
acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28.

La presente invencion describe también un kit para la deteccidn de bisfenol A, comprendiendo el kit: una fase sélida
gue ha inmovilizado en la misma un primer aptamero que se une especificamente a bisfenol A; y un reactivo de
deteccion que contiene un segundo aptamero que tiene una etiqueta unida al mismo y se une a especificamente a
bisfenol A, en el que el primer aptamero o el segundo aptadmero se seleccionan entre aptameros representados por
las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28.

La presente invencion describe también un fragmento de acido nucleico para marcar un aptamero, teniendo el
fragmento de acido nucleico una etiqueta unida al mismo y siendo capaz de unirse de forma complementaria al
extremo del aptamero.

La presente invencion describe también un procedimiento de deteccién basado en sensores de transistor de efecto
de campo (FET) de un material diana que usa aptameros, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana, a un sensor FET que comprende un sustrato, un electrodo metélico de fuente y un electrodo metélico
de drenaje, que se forman en los dos lados del sustrato, respectivamente, y una puerta formada en el sustrato de
manera que entre en contacto con los electrodos metdlicos de fuente y de drenaje, en el que el primer aptamero que
se une especificamente al material diana esta inmovilizado en forma de una sonda en una cualquiera o mas de las
superficies del electrodo metalico de fuente, la puerta y el electrodo metalico de drenaje; y

(b) medida de un cambio en la corriente eléctrica entre el electrodo metalico de fuente y el electrodo metalico de
drenaje del sensor FET, produciéndose el cambio cuando el material diana y el segundo aptamero se unen al primer
aptamero inmovilizado en el sensor FET, detectando de este modo el material diana.

La presente invencién describe también un kit para la deteccion de un material diana, comprendiendo el kit:

un sensor FET que comprende un sustrato, un electrodo metdlico de fuente y un electrodo metdlico de drenaje, que
se forman en los dos lados del sustrato, respectivamente, y una puerta formada en el sustrato de manera que entre
en contacto con los electrodos metalicos de fuente y de drenaje, en el que el primer aptamero que se une
especificamente al material diana esta inmovilizado en forma de una sonda en una cualquiera o mas de las
superficies del electrodo metdlico de fuente, la puerta y el electrodo metalico de drenaje; y

un reactivo de deteccion que contiene un segundo aptamero que se une especificamente al material diana.

La presente invencion describe también un kit para la deteccién de bisfenol A, comprendiendo el kit: un sensor FET
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que comprende un sustrato, electrodos de Au formados en los dos lados del sustrato, respectivamente, y una regiéon
de canal que comprende nanotubos de carbono de pared simple que entran en contacto con los electrodos de Au y
se proporcionan en el sustrato para formar un canal, en el que un primer aptamero que se une especificamente a
bisfenol A esta inmovilizado en forma de una sonda en la superficie de los electrodos de Au; y un reactivo de
deteccion que contiene un segundo aptamero que se une especificamente a bisfenol A, en el que el primer aptamero
o el segundo aptamero se seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de
SEQ ID NO: 2 a 28.

La presente invencion también proporciona un procedimiento de deteccidn basado en sensores de 6xido de aluminio
anddico (OAA) de un material diana que usa aptameros, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicién de una muestra que contiene un material diana a un sensor OAA que comprende un sustrato, un oxido de
aluminio anédico formado en el sustrato y que tiene poros nanodimensionados, y un metal recubierto en la superficie
del 6xido de aluminio anddico, en el que un aptadmero que se une especificamente al material diana esta
inmovilizado en forma de una sonda en la superficie del metal; y (b) medida de un cambio en la capacitancia del
sensor OAA, produciéndose el cambio cuando el material diana se une al aptamero, detectando de este modo el
material diana.

La presente invencion describe también un kit para la deteccion de un material diana, comprendiendo el kit: un
sensor de 6xido de aluminio anédico (OAA) que comprende un sustrato, un 6xido de aluminio anédico formado en el
sustrato y que tiene poros nanodimensionados, y un metal recubierto en la superficie del 6xido de aluminio anédico;
y un aptamero que se une especificamente al material diana.

Otras caracteristicas y realizaciones de la presente invencién serdn mas evidentes a partir de las siguientes
descripciones detalladas y de las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra los resultados de realizar la deteccion de 17-B-estradiol usando un aptamero segun el
procedimiento SPR de la técnica anterior.

La FIG. 2 es una vista esquematica que muestra un procedimiento de unién a bisfenol A y un aptdmero marcado a
un aptamero inmovilizado segun un procedimiento de la presente invencion.

La FIG. 3 muestra los resultados de realizacion de la deteccion de bisfenol A por union de tipo sandwich segin el
procedimiento de la presente invencion.

La FIG. 4 es una vista esquematica que muestra un procedimiento de deteccién de bisfenol A (BPA) usando un
sensor FET-NTCps y el procedimiento de la presente invencion.

La FIG. 5 es un grupo de graficas que muestran los resultados de medir los cambios en la corriente eléctrica,
producidos cuando se afiadié cada una de entre una solucién de BPA (a), una solucion mixta de BPA y aptamero
anti-BPA (b) y una soluciéon de aptamero anti-BPA (c) a un sensor FET-NTCps y cuando se afiadié una solucién
mixta de una solucion de aptamero anti-BPA y cada una de las soluciones de BPA, BPB, 6F y BP (d) a un sensor
FET-NTCps.

La FIG. 6 es una vista esquematica de un sensor OAA multicanal.

La FIG. 7 muestra los resultados de medir la capacitancia en el intervalo de frecuencias de 0 a 1.000 Hz cuando un
aptamero se unié a un sensor y cuando se introdujo bisfenol A en un sensor.

La FIG. 8 muestra los resultados de deteccion de bisfenol usando un sensor OAA, en el que la FIG. 8(a) muestra los
resultados de un experimento realizado usando un sensor OAA al que no se unié aptamero, y la FIG. 8(b) muestra
los resultados de medir los cambios en la capacitancia en un sensor OAA al que se unié un aptamero.

La FIG. 9 es una grafica que muestra cambios en la capacitancia cuando se introdujo bisfenol A en concentraciones
de 1 nM, 10 nM y 100 nM en un sensor OAA al que se unié un aptamero.
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MEJOR MODO DE REALIZAR LA INVENCION

Salvo que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
mismo significado que entiende normalmente un experto en la materia al que corresponde la invencién. En general,
la nomenclatura usada en la presente memoria y los procedimientos de experimentos que se describiran mas
adelante son bien conocidos y se emplean comdnmente en la técnica.

La definicion de los términos principales usados en la descripcion detallada de la invencion es la siguiente.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “aptadmero” se refiere a un oligonucleétido monocatenario que
puede unirse a su diana con alta afinidad.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “muestra” se refiere a una composicion que podria contener un
material diana de interés para su analisis. Puede detectarse en una muestra recogida de uno o mas de entre
liquidos, suelo, aire, comida, residuos, 6rganos animales y vegetales y tejidos animales y vegetales, pero no se limita
a ellos. En la presente memoria, los liquidos pueden ser agua, sangre, orina, lagrimas, sudor, saliva, liquidos
linfatico y cefalorraquideo, en los que el agua incluye agua de rio, agua de mar, agua de lagos y agua de lluvia, los
residuos incluyen aguas fecales y aguas residuales, y los animales incluyen el cuerpo humano. Ademas, los tejidos
animales y vegetales incluyen los tejidos de mucosas, pieles, caparazones, pelos, escamas, globos oculares,
lenguas, mejillas, pezufias, picos, bocas, pies, manos, labios, pezones, orejas, narices y similares.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “sensor de transistor de efecto de campo (FET)” significa un
sensor que comprende un sustrato, electrodos metalicos de fuente y de drenaje formados en los dos lados del
sustrato de manera que tengan una polaridad opuesta a la del sustrato, y una puerta formada en el sustrato mientras
entra en contacto con los electrodos metélicos de fuente y de drenaje, en el que se inmoviliza una sonda en la
superficie de la puerta o la superficie de los electrodos metdlicos, de manera que la unién entre la sonda y el
material diana es detectada por la medicion eléctrica de un cambio en la corriente eléctrica, que tiene lugar cuando
el material diana se une a la sonda.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “nanotubos de carbono” se refiere a un material en el que un
atomo de carbono se une a otros atomos de carbono para formar un panal hexagonal y que tiene un diametro en la
escala nanométrica. Los nanotubos de carbono pueden clasificarse, segin el nimero de laminas de grafito
enrolladas, en nanotubos de pared simple, nanotubos de pared mdltiple y nanotubos de tipo cuerda.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “6xido de aluminio anddico” (OAA) se refiere a una alimina
porosa nanodimensionada que tiene regularidad en la superficie, formada usando un procedimiento de anodizacion
de aluminio oxidante por medios electroquimicos.

En un aspecto, la presente invencién se dirige a un procedimiento de deteccién de un material diana que usa
aptameros, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana y que tiene una etiqueta unida al mismo, a un primer aptamero inmovilizado en una fase sélida y que
se une especificamente al material diana, para formar una mezcla, e incubacién de la mezcla, en el que el primer
aptamero o el segundo aptamero se seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28; y

(b) andlisis de la etiqueta para detectar el material diana.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “fase sélida” se refiere a un soporte de estado sélido en el que
se inmoviliza un aptamero. La forma o el material de la fase sélida no estan limitados, siempre que se inmovilice en
la misma un aptamero. Para realizar el analisis de una forma cémoda, en general puede usarse una microplaca con
multiples pocillos. Ademas, pueden usarse también otras formas, tales como chips de sensor, y columnas cargadas
con perlas de plastico, polipropileno, sefarosa o agarosa.

El primer aptamero puede inmovilizarse en la fase sélida usando un procedimiento convencional. En un Ejemplo de
la presente invencién, el primer aptdmero se inmovilizé mediante un procedimiento de sol-gel, y para un experto en
la materia sera evidente que el procedimiento de inmovilizaciéon del primer aptamero no se limita al procedimiento de
sol-gel.
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En la presente invencién, la etapa (a) es una etapa de adicion de la muestra y el segundo aptamero al primer
aptamero inmovilizado en la fase sélida y de incubacién de la mezcla, y el término “incubacion” tal como se usa en la
presente memoria significa la adicién de la muestra y el segundo aptamero al primer aptamero y la incubacion del
primer aptamero de manera que el material diana presente en la muestra se une al primer aptdmero inmovilizado y
el segundo aptamero se une al material diana. La etapa (a) puede realizarse mezclando la muestra con el segundo
aptamero, y a continuacion afiadiendo la mezcla al primer aptamero. Especificamente, la etapa (a) puede realizarse
mezclando la muestra con el segundo aptamero para formar una unién especifica entre el material diana y el
segundo aptamero, y a continuacion afiadiendo la mezcla al primer aptamero para formar una unién entre el primer
aptamero, el material diana y el segundo aptamero.

Ademas, la etapa (a) puede realizarse afiadiendo la muestra al primer aptdmero, y a continuacion afiadiendo el
segundo aptamero a la misma. Especificamente, la etapa (a) puede realizarse afadiendo la muestra al primer
aptamero inmovilizado en la fase sélida para formar una unién entre el material diana en la muestra y el primer
aptamero, y a continuacion afiadiendo el segundo aptamero a la misma para formar una union entre el primer
aptamero, el material diana y el segundo aptamero.

La etiqueta que se une al segundo aptamero puede unirse usando un procedimiento directo o indirecto, y los
ejemplos de la etiqueta incluyen, pero no se limitan a, materiales fluorescentes, radiois6topos y similares. En la
presente memoria, los ejemplos de los materiales fluorescentes incluyen, pero no se limitan a, colorantes
fluorescentes tales como Cy3 o Cy5, y proteinas fluorescentes tales como luciferasa o GFP.

En la presente invencion, la etapa (b) es una etapa de andlisis de la etiqueta para detectar el material diana. En esta
etapa, se analiza un cambio en la etiqueta, que tiene lugar cuando el material diana y el segundo aptamero se unen
al primer aptamero inmovilizado en la fase soélida, para detectar el material diana. En la presente memoria, el analisis
de la etiqueta puede realizarse usando procedimientos conocidos generalmente para analizar los materiales diana
de la etiqueta. Por ejemplo, si como etiqueta se usa un material fluorescente, se producira luminiscencia o un
cambio de color, y asi el material diana puede detectarse midiendo la luminiscencia o el cambio de color generados.
Por ejemplo, si se detectd el material diana puede determinarse mediante exploracion un pocillo, en el que se
produjo una reaccién, mediante un escaner de imagenes capaz de detectar un colorante fluorescente. Ademas, la
cantidad de material diana detectado puede determinarse midiendo la intensidad de la imagen usando software.

Ademas de detectar el material diana que usa la etiqueta unida al segundo aptamero, el material diana puede
detectarse uniendo la muestra y el segundo aptamero al primer aptamero en la etapa (a), y a continuaciéon uniendo
la etiqueta al segundo aptamero.

En otro aspecto, la presente invencién se dirige también a un procedimiento de deteccién de un material diana que
usa aptameros, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana, a un primer aptamero inmovilizado en una fase sélida y que se une especificamente al material
diana, para formar una mezcla, e incubacion de la mezcla, en el que el primer aptdmero o el segundo aptamero se
seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28;

(b) union de una etiqueta al segundo aptamero; y
(c) analisis de la etiqueta para detectar el material diana.

En la presente invencién, la union de la etiqueta en la etapa (b) puede realizarse por unidon complementaria de un
fragmento de acido nucleico al segundo aptamero.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “unién complementaria” significa que aproximadamente el 80-90
% o mas, preferentemente aproximadamente el 90-95 % o mas, y mas preferentemente el 95-99 % o mas de la
secuencia del fragmento de acido nucleico sintetizado es complementario para el segundo aptamero, o que la
secuencia del fragmento de &acido nucleico puede ser totalmente complementaria para el segundo aptamero.

Preferentemente, el fragmento de acido nucleico puede unirse de forma complementaria al extremo del segundo
aptamero, en el que el segundo aptamero puede comprender una secuencia adicional en su extremo para realizar la
unién complementaria.

En un Ejemplo de la presente invencion, para examinar si el procedimiento de deteccion de la presente invencion
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puede detectar un material de bajo peso molecular en una solucion, se llevé a cabo un experimento para determinar
si el procedimiento de deteccién de la presente invencion detecta bisfenol A, una hormona ambiental que segun se
sabe es muy dificil de detectar. Como resultado, se encontré que incluso el bisfenol A de bajo peso molecular fue
detectado especificamente por el procedimiento de deteccion de la presente invencion. Esto sugiere que el uso del
procedimiento segin la presente invencion permite la detecciéon de metabolitos, toxinas y similares en soluciones, a
diferencia de los procedimientos de la técnica anterior en los que la deteccién de metabolitos, toxinas y similares en
soluciones es muy dificil.

En la presente invencion, el aptdmero que se usa para detectar el material diana puede seleccionarse
preferentemente entre aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28. El
aptamero de acidos nucleicos se proporciona como un ADN o ARN monocatenario. Asi, para un experto en la
materia sera evidente que, si el acido nucleico es ARN, T en la secuencia de acidos nucleicos se expresa como U, y
gue esta secuencia se encuentra dentro del alcance de la presente invencion.

En otro aspecto mas, la presente invencion se dirige también a un procedimiento de deteccién basado en sensores
de transistor de efecto de campo (FET) de un material diana que usa aptameros, comprendiendo el procedimiento
las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana, a un sensor FET que comprende un sustrato, un electrodo metélico de fuente y un electrodo metalico
de drenaje, que se forman en los dos lados del sustrato, respectivamente, y una puerta formada en el sustrato de
manera que entre en contacto con los electrodos metdlicos de fuente y de drenaje, en el que el primer aptamero que
se une especificamente al material diana esta inmovilizado en forma de una sonda en una cualquiera o mas de las
superficies del electrodo metdlico de fuente, la puerta y el electrodo metéalico de drenaje; y

(b) medida de un cambio en la corriente eléctrica entre el electrodo metalico de fuente y el electrodo metalico de
drenaje del sensor FET, produciéndose el cambio cuando el material diana y el segundo aptamero se unen al primer
aptamero inmovilizado en el sensor FET, detectando de este modo el material diana.

El procedimiento, tal como se describe, se basa en el principio del transistor de efecto de campo (FET) y se
caracteriza usando el aptamero como una sonda inmovilizada en una cualquiera o0 mas de entre la superficie del
electrodo metalico de fuente, la superficie de la puerta y la superficie del electrodo metalico de drenaje. El sensor
FET que se usa en la presente invencién puede ser cualquier sensor FET conocido en la técnica. Ademas, el sensor
FET comprende un sustrato, electrodos de fuente y de drenaje formados en los dos lados del sustrato de manera
que tengan una polaridad opuesta a la del sustrato, y una puerta formada en el sustrato mientras entra en contacto
con los electrodos de fuente y de drenaje, y mide eléctricamente un cambio en la corriente eléctrica, que tiene lugar
cuando el material diana se une a la sonda inmovilizada en la puerta superficie 0 a los electrodos metalicos de
fuente y de drenaje. Para un experto en la materia sera evidente que cualquier sensor que emplea este principio
puede usarse para realizar el procedimiento de la presente invencién. Ademas, en la presente invencion, los
electrodos metalicos pueden estar hechos de uno cualquiera o0 mas seleccionados entre el grupo que consiste en
oro, platino, cromo, cobre, aluminio, niquel, paladio y titanio.

Para un aumento de la actividad de la deteccion, el sensor FET es preferentemente un sensor FET en el que se
depositan nanotubos de carbono en el sustrato de manera que entre en contacto con los electrodos metélicos de
fuente y de drenaje, formando asi un canal entre los electrodos metalicos de fuente y de drenaje. En la presente
memoria, la deposicion de nanotubos de carbono puede realizarse por procedimientos convencionales, lo que
incluye procedimientos de deposicion por vapor quimico, ablacién por laser, descarga eléctrica, deposicion por vapor
quimico reforzada con plasma, deposicion por vapor quimico térmica, sintesis de fase de vapor, electrélisis y sintesis
de llama. En este sensor FET de nanotubos de carbono, el primer aptamero se inmoviliza preferentemente en una
superficie de electrodo metalico.

La etapa (a) es una etapa de adicion de la muestra y el segundo aptamero al sensor FET y puede realizarse
mezclando la muestra con el segundo aptdmero y a continuacion afiadiendo la mezcla al sensor FET.
Especificamente, la etapa (a) puede realizarse mezclando la muestra con el segundo aptamero para formar una
union especifica entre el material diana en la muestra y el segundo aptamero, y a continuacion afiadiendo la mezcla
al sensor FET para formar una unién entre el primer aptamero (que actia como sonda), el material diana y el
segundo aptamero.

Alternativamente, la etapa (a) puede realizarse afiadiendo la muestra al sensor FET, y a continuacion afiadiendo el
segundo aptamero al sensor FET. Especificamente, la etapa (a) puede realizarse afiadiendo la muestra al sensor
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FET de manera que el material diana en la muestra se una al primer aptamero del sensor FET, y a continuacion
afnadiendo el segundo aptamero al sensor FET para formar una union entre el primer aptamero, el material diana y el
segundo aptamero.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “muestra’ se refiere a una composicion que podria contener un
material diana de interés para su analisis. Puede detectarse en una muestra recogida de uno o mas de entre
liquidos, suelo, aire, comida, residuos, 6rganos animales y vegetales y tejidos animales y vegetales, pero no se limita
a ellos. En la presente memoria, los liquidos pueden ser agua, sangre, orina, lagrimas, sudor, saliva, liquidos
linfatico y cefalorraquideo, en los que el agua incluye agua de rio, agua de mar, agua de lagos y agua de lluvia, los
residuos incluyen aguas fecales y aguas residuales, y los animales incluyen el cuerpo humano. Ademas, los tejidos
animales y vegetales incluyen los tejidos de mucosas, pieles, caparazones, pelos, escamas, globos oculares,
lenguas, mejillas, pezufias, picos, bocas, pies, manos, labios, pezones, orejas, narices y similares.

En un Ejemplo de la presente invencion, con el fin de examinar si el procedimiento de deteccion de la presente
invencion puede detectar un material no polar de bajo peso molecular en una solucién, se llevé a cabo un
experimento para determinar si el procedimiento de deteccidon de la presente invencion detecta bisfenol A, una
hormona ambiental de la que se sabe que es muy dificil de detectar. Como resultado, se encontré que, segun el
procedimiento de la presente invencion, el bisfenol A en solucién podria detectarse incluso en el nivel de pM, y so6lo
se detect6 especificamente el bisfenol A sin causar una reaccién con otros grupos de bisfenol, como BPB y 6F, que
tienen estructuras muy similares a la del bisfenol A. Esto sugiere que el uso del procedimiento segln la presente
invencion permite la deteccion de metabolitos, toxinas y similares en soluciones, a diferencia de los procedimientos
de la técnica anterior en los que la deteccion de metabolitos, toxinas y similares en soluciones es muy dificil.

El aptdmero que se usa en el sensor FET para detectar bisfenol A puede seleccionarse preferentemente entre
aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28. El aptamero de acidos
nucleicos se proporciona como un ADN o ARN monocatenario. Asi, para un experto en la materia sera evidente que,
si el acido nucleico es ARN, T en la secuencia de acidos nucleicos se expresa como U, y que esta secuencia se
sitia dentro del alcance de la presente invencion.

Se describe ademas un procedimiento de deteccién basado en sensores de 6xido de aluminio anddico (OAA) de un
material diana que usa aptameros, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

(a) adicién de una muestra que contiene un material diana a un sensor OAA que comprende un sustrato, un 6xido de
aluminio anddico formado en el sustrato y que tiene poros nanodimensionados, y un metal recubierto en la superficie
del 6xido de aluminio anddico, en el que un aptamero que se une especificamente al material diana esta
inmovilizado en forma de una sonda en la superficie del metal; y

(b) medida de un cambio en la capacitancia del sensor OAA, produciéndose el cambio cuando el material diana se
une al aptamero, detectando de este modo el material diana.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “6xido de aluminio anddico” (OAA) se refiere a un 6xido de
aluminio formado usando un procedimiento eléctrico. El aluminio tiene nanoporos finos que estan alineados de forma
regular en una direccion vertical, en la que el tamafio de los nanoporos puede controlarse a través de un proceso de
oxidacion eléctrica. Cuando la superficie de este 6xido de aluminio anddico se recubre con particulas metalicas,
después de lo cual el aptamero se une a las particulas metdlicas, puede obtenerse un nanobiosensor. Cuando un
material diana tal como bisfenol A reacciona selectivamente con el aptamero en el biosensor, se produciran cambios
en la tension y la corriente, lo que produce un cambio en la capacitancia, lo cual sugiere que mediante el biosensor
pueden detectarse incluso materiales traza. El sensor OAA que se usa en la presente invencion puede ser cualquier
sensor OAA conocido en la técnica.

En la presente memoria, el metal que esta recubierto en la superficie del 6xido de aluminio anddico es
preferentemente oro, aungue no se limita al mismo.

Por otra parte, la inmovilizacion del aptamero en el sensor OAA puede realizarse usando un grupo funcional unido a
un extremo del aptamero. En un Ejemplo de la presente invencion, el grupo tiol unido al extremo 3’ del aptamero se
uni6é de forma covalente al oro de la superficie del 6xido de aluminio anddico, con lo que el aptamero se unié a la
superficie del sensor OAA.

Preferentemente, el sensor OAA puede tener una estructura multicanal tal como se muestra en la FIG. 6, de manera
gue puede detectar varios materiales al mismo tiempo. Especificamente, pueden inmovilizarse diferentes aptameros
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en diferentes canales de manera que pueden detectarse varios materiales al mismo tiempo. Alternativamente, se
introducen diferentes muestras en diferentes canales de manera que pueden analizarse varias muestras al mismo
tiempo.

En un Ejemplo de la presente invencion, para examinar si el procedimiento de deteccién basado en sensor OAA de
la presente invencion puede detectar incluso un material no polar de bajo peso molecular en una solucion, se llevé a
cabo un experimento para determinar si el procedimiento de deteccion de la presente invencién detecta el bisfenol A,
una hormona ambiental de la que se sabe que es muy dificil de detectar. Como resultado, se encontré que el
bisfenol A en una solucion se detect6é segun el procedimiento de la presente invencion. Esto sugiere que el uso del
procedimiento segln la presente invencién permite la detecciéon de metabolitos, toxinas y similares en soluciones, a
diferencia de los procedimientos de la técnica anterior en los que la deteccién de metabolitos, toxinas y similares en
soluciones es muy dificil.

El aptamero que se usa en el sensor OAA para detectar bisfenol A puede seleccionarse preferentemente entre
aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28. El aptamero de acidos
nucleicos se proporciona como un ADN o ARN monocatenario. Asi, para un experto en la materia sera evidente que,
si el acido nucleico es ARN, T en la secuencia de acidos nucleicos se expresa como U, y que esta secuencia se
sitia dentro del alcance de la presente invencion.

Por otra parte, el procedimiento de la presente invencion puede proporcionarse en forma de kit con el fin de
aumentar la transportabilidad. Especificamente, en otro aspecto, la presente invencién se refiere a un kit para la
deteccién de un material diana, comprendiendo el kit: una fase sélida que ha inmovilizado en la misma un primer
aptamero que se une especificamente al material diana; y un reactivo de deteccién que contiene un segundo
aptamero que se une especificamente al material diana, en el que el primer aptamero o el segundo aptamero se
seleccionan entre los aptameros representados por secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28. En la
presente memoria, el reactivo de deteccion que contiene el segundo aptamero puede proporcionarse en un
recipiente separado o en una unidad de reaccion para formar una union entre el material diana y los aptameros.
Ademas, el kit de deteccion puede comprender ademas un tampén de deteccion. Preferentemente, el kit de
deteccion puede comprender ademas un instrumento para mezclar el reactivo de deteccién con la muestra.

En un aspecto adicional, la presente invencién también proporciona un kit para la deteccion de un material diana,
comprendiendo el kit:

un sensor FET que comprende un sustrato, un electrodo metalico de fuente y un electrodo metélico de drenaje, que
se forman en los dos lados del sustrato, respectivamente, y una puerta formada en el sustrato de manera que entre
en contacto con los electrodos metalicos de fuente y de drenaje, en el que el primer aptamero que se une
especificamente al material diana estd inmovilizado en forma de una sonda en una cualquiera o0 mas de las
superficies del electrodo metalico de fuente, la puerta y el electrodo metalico de drenaje; y

un reactivo de deteccion que contiene un segundo aptamero que se une especificamente al material diana.

En la presente memoria, el reactivo de deteccién que contiene el segundo aptamero puede proporcionarse en un
recipiente separado o en una unidad de reaccion para formar una union entre el material diana y los aptameros.
Ademas, el kit de deteccion puede comprender ademas un tampén de deteccion. Preferentemente, el kit de
deteccion puede comprender ademas un instrumento para mezclar el reactivo de deteccién con la muestra.

Se describe, ademas, un kit para la deteccion de un material diana, comprendiendo el kit: un sensor de éxido de
aluminio anddico (OAA) que comprende un sustrato, un 6xido de aluminio anddico formado en el sustrato y que tiene
poros nanodimensionados, y un metal recubierto en la superficie del éxido de aluminio anddico; y un aptamero que
se une especificamente al material diana.

Preferentemente, el metal puede ser oro, pero no se limita al mismo. El aptamero puede inmovilizarse en un sensor
OAA usando un grupo funcional unido al extremo del aptamero, en el que el grupo funcional puede ser un grupo tiol
y puede unirse por adsorcion o unirse mediante un grupo enlazador. Ademas, el kit puede comprender ademas un
sistema de flujo. Tal como se usa en la presente memoria, el término “sistema de flujo” significa un sistema que
permite que un tampon de unién que contiene la muestra o el aptamero circule en el sensor OAA.

El kit para la deteccion del material diana puede tomar la forma de frascos, viales, sobres, envolturas, tubos,

ampollas y similares, que pueden estar hechos en parte o en su totalidad de plastico, vidrio, papel, papel de
aluminio, cera y similares. Los recipientes pueden estar equipados con una tapa total o parcialmente desprendible
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gue inicialmente puede formar parte del recipiente o puede fijarse al recipiente por medios mecanicos, adhesivos u
otros. El recipiente puede estar equipado también con un tapdn, que permite acceder al contenido mediante la aguja
de una jeringa. El kit puede comprender un envase exterior que puede incluir instrucciones relativas al uso de los
componentes.

EJEMPLOS

A continuacion, la presente invencidn se describira en mayor detalle con referencia a ejemplos. Para los expertos en
la materia sera evidente que estos ejemplos son sélo con fines ilustrativos y no debe entenderse que limitan el
alcance de la presente invencion.

En particular, en los Ejemplos mostrados a continuacion, la deteccion de bisfenol se realizdé usando un aptamero que
se une especificamente a bisfenol A. Sin embargo, para un experto en la materia sera evidente que el procedimiento
de la presente invencion puede aplicarse también para detectar materiales diana distintos de bisfenol A usando
aptameros que se unen especificamente a los otros materiales diana.

Ejemplo 1: Aislamiento de un aptamero que se une esp  ecificamente a bisfenol A y preparacién de un chip de
sol-gel que tiene el aptamero inmovilizado en elmi  smo

1-1: Aislamiento de aptdmero gue se une especificam __ ente a bisfenol A

En primer lugar, se sintetizé6 quimicamente una biblioteca de ADNmc aleatorios que tenian las siguientes secuencias
y se aislé mediante PAGE (Genotech Inc., Corea).

5-GGGCCGTTCGAACACGAGCATG-Nso-GGACAGTACTCAGGTCATCCTAGG-3' (SEQ ID NO: 1)

Para la reserva de ADNmc, se llevd a cabo el procedimiento de seleccion y amplificacion SELEX 12 veces usando
una columna de afinidad de bisfenol A-agarosa, seleccionando asi un total de 27 de los siguientes aptameros
especificos de bisfenol A.

#31 5-CGGCCCTAGG ATGACCTGAG TACTGTCCCT CACCCCTACT TCCGCCACTG GCCCAACAGC-3' (SEQ ID
?’;12% é')-TGCCTAGGAT GACCTGAGTA CTGTCCAGGC TCCGACCTTG TCCCTGCCGC CACTCTCCCA-3' (SEQ ID
4’;14?7 ?—GCGGACGGGC TCGGCTCACC TAGGATGACC TGAGTACTGT CCCCGTGGCG CTAATTCGGG-3' (SEQ
:#DS(’)\lg'-é)GGCCCGCCC CTAGGATGAC CTGAGTACTG TCCGCGGGAC GGTATCGCTG AGACAGGTGC-3' (SEQ
!ﬂgl]’.\lg;gg—}GCAGCCCT AGGATGACCT GAGTACTGTC CGCGAAAGAC TCCATGGTAC CCGGTGCTTA-3' (SEQ ID
?’;1207 %)'-GGGGGCGTCG NCTAGGATG ACCTGAGTAC TGTCCGCACN CAGGGAGGAT GCATTGAC-3' (SEQ ID
4’;1483 F?—GTGTCCCCAC GTCCTAGGAT GACCTGAGTA CTGTCCAATG CCGCTCCTCC CGATGCAGAC-3' (SEQ ID
al;lﬁ ?—CTCTTCNCTC CAATTCGTAA GATGACCTGA GGTCTGCCCA ACGGTGTTTA GAACCCCTTG-3' (SEQ ID
;\fllOZ--g)S'-CGCAGCGCGC CCCTGAGTAC TGTCCGCCCA ACGGTGTGAC GGCCCTGCGA TCAACGATTG-3' (SEQ
L?.2N4O'5%(2GGCCGTCCT AGGATGACCT GAGTACTGTC CGCCCAACGG TGTGACGGCC CTGCGATCAA-3' (SEQ
JI#DZZI\IS';(_J{(%)CTCGCCCT GAGTACTGTC CCCCGTCCGT CCGGTGAGGG CCACTATCGC TAACTGATCA-3' (SEQ ID
il;lélo-SgiéGCCGTTGG TGTGGTGGGC CTAGGGCCGG CGGCGCACAG CTGTTATAGA CGTCTCCAGC-3' (SEQ ID
;l]%-éS)S'-CCGCCGTTGG TGTGGTGGGC CTAGGGCCGG CGGCGCACAG CTGTTATAGA CGTCTCCAGC-3'
;SGES(?-CIZDCSSC]C?'I)'TGG TGTGGTGGGC CTAGGGCCGG CGGCGCACAG CTGTTATAGA CGCCTCCAGC-3' (SEQ ID
%%é?%’;\lcgig)CGTTGG TGTGGTGGGC CCAGGGCCGG CGGCGCACAG CTGTTATAGA CGCCTCCAGC-3'
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#12-2 5-TGACGGTGGC GTGGAGGGCG CGTATCAATC GTTGATCGCA GGGCCGTCAT ACCGTTGGAG-3' (SEQ
L?.ZNS-;?%GACGGTGGC GTGGAGGGCG CGTATCAATC GTTGATCGCA GGGCCGTCAT ACCGTTGGGGG-3'
;SJ.E%I%'[\'IF%:(?EBGTGGC GTGGAGGGCG CGTATCAATC GTTGATCGCA GGGCCGTCAT ACCGGTCGGG-3'
;SZES(?-(IS%EgA]ézGGG CATGGGACGC TATCAGCGGT GTCAATCGAA TTCCCGCGGC CGCCATGCGG-3' (SEQ ID
;ﬁ EQ)GGTCCCCGCA GCTCATACGG CGCTCCAGCG TAATCGAATT CCCGCGGCCG CCATGCGGCC-3' (SEQ
:#aglg'-éj(})GAGTGGCC CATCAGCAGA GCGTAATCCC CACGCACATC GAGTGCCCCC GGCCGGTGCT-3' (SEQ
:#?.2’\1 g'-é'zl'%TTGTCAT TCATATCCTC GTGCTTGCTG TCCTCACCCC ACCCACCAGA ATGGAAA-3' (SEQ ID NO:
ii?\% 5-CCTGGTATTG TCTTGCCAAT CCTCGCCCTG GCTGTCTTAC CCCTCCCCAC CCGCCTGAAG-3' (SEQ ID
214?8 ?:'Jz'l-)GTCGACTCGC GGGTACCGTG CTCAATGTCC CAATCCGGGG AAGCGTTTAG ACCCGCAGCC CAC-3'
i(hfig%'l-%"l\'lgG(z:s(%ACTG CGGGTACCGT GCTTGGGCNA CCGATGNACC NTGNNACCGT GTTTNGCC-3' (SEQ ID
ES-S%@CGGTGGGTG GTCAGGTGGG ATAGCGTTCC GCGTATGGCC CAGCGCATCA CGGGTTCGCA CCA-3'
%E%%[%§8Cé7éTGGG TGGCGAGTTG TGAGACGCTG GAGGAGGTTG CTGCCCCCGG CACATTGGGA-3' (SEQ

1-2: Preparacién de chip de sol-gel

Se prepar6 un chip de sensor que tenia el primer aptamero inmovilizado en el mismo de la siguiente forma. Tal como
se muestra en la FIG. 3, se inmovilizaron puntos de sol-gel junto con un control negativo, aptdmeros (#3 y #12-5) y
un control positivo en placas de 96 pocillos recubiertas con PMMA en el orden de control positivo (P), aptamero #12-
5, aptamero #3 y control negativo (N) usando OmniGrid Accent Microarrayer (DIGI LAB, EE. UU.), preparando asi
chips de sol-gel.

Se prepard una composicion para formar los puntos de sol-gel en de la siguiente forma. En primer lugar, se
mezclaron entre si ortosilicato de tetrametilo (TMOS) y metiltrimetoxisilicato (MTMS) para preparar una composicion
de sol. Ademas, se preparé HCI 100 mM como solucion I.

Por otra parte, se mezclaron entre si tampén SP 100 mM (pH 5,8) y 20 ul de agua destilada doble (ADD), después
de lo cual se afiadieron 10 ul de cada uno de anticuerpo Cy3 (Santa Cruz, EE. UU.) para el control positivo, tampén
PBS para el control negativo y los aptameros seleccionados (#3 y #12-5) a la mezcla y se introdujeron en vortex
durante 5 segundos y se centrifugaron, preparando asi la solucion Il

A continuacion, se dispensaron en secuencia la composicion de sol, la solucion | y la solucién 11, y se gelificaron los
puntos de sol-gel resultantes durante 13-15 horas, preparando asi chips de sol-gel.

Ejemplo 2: Deteccion de bisfenol A usando chip de so I-gel

En primer lugar, se marcaron los aptameros #3 y #12-5 con desoxinucleotidiltransferasa terminal (Fermentas,
Canada) y Cy3-dUTP (GeneChem, Corea) y se usaron en este Ejemplo. No obstante, el marcado puede realizarse
también uniendo un fragmento tal como 5-GGGCCGTTCGAACACGAGCATG-3' (SEQ ID NO: 29) al extremo de
cada uno de los de aptameros #3 y #12-5 (que actian como los segundos aptameros), uniendo Cy3 a un fragmento
de acido nucleico tal como 5-CATGCTCGTGTTCGAACGGCCC-3' (SEQ ID NO: 30) capaz de unirse de forma
complementaria al fragmento unido al segundo aptamero y realizando la unién complementaria del fragmento de
acido nucleico marcado con Cy3 al fragmento unido al extremo del segundo aptamero.

A continuacion, se afiadieron 50 uM de bisfenol A 'y 2 uM del aptdmero marcado con Cy3 (segundo aptamero) a
cada pocillo de los chips de sol-gel preparados en el Ejemplo 1-2. Especificamente, tal como se muestra en la FIG.
3, el pocillo superior derecho se traté con bisfenol A (BPA) y aptamero #12-5, el pocillo inferior izquierdo con tampén
y aptamero #3 y el pocillo inferior derecho con BPA y aptamero #3, y se incubaron los pocillos. A continuacion, se
lavaron los pocillos y después se analizaron con un analizador Multi-lmage (FUJIFILM, Japdn).

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2730 808 T3

Como resultado, tal como se muestra en la FIG. 3, aparecieron sefiales (indicadas por circulos rojos) en las
posiciones de aptameros inmovilizados #12-5 y #3 sélo cuando el bisfenol A estaba presente, lo que sugiere que el
uso del chip de sol-gel segun la presente invencién puede detectar especificamente bisfenol A. En concreto, incluso
el bisfenol A no polar de bajo peso molecular que era dificil de detectar por procedimientos de la técnica anterior se
detect6 especificamente mediante el procedimiento de la presente invencion.

Ejemplo 3: Fabricaciéon de sensor FET-NTC para la dete  ccién de bisfenol A (referencia)

Usando el aptamero aislado en el Ejemplo 1, se preparé un chip de sensor FET-nanotubo de carbono de pared
simple (NTC-ps) segun un procedimiento (Lee, M. y col., Nat. Nanotechnol., 1:66, 2006) conocido en la técnica
anterior. Se prepar6 una monocapa autoensamblada de octadeciltriclorosilano (OTS) terminado en metilo sobre un
sustrato de SiO2 por fotolitografia convencional para crear patrones moleculares de pasivacion no polares. Para este
fin, se sumergio el sustrato en una solucién de 0,05 mg/ml de nanotubos de carbono de pared simple (NTCps) en o-
diclorobenceno, y los NTCps se ensamblaron directamente en sitios de SiO2 y se alinearon. Los electrodos se
prepararon sobre el sustrato por fotolitografia, y se deposité térmicamente Pd y Au (Au de 30 nm sobre Pd de 10 nm)
sobre el sustrato segun un procedimiento de separacién vertical.

Con el fin de proporcionar un sensor basado en NTCps para deteccién de bisfenol A, se inmovilizo el aptamero #3
(SEQ ID NO: 3) entre los 27 aptameros obtenidos anteriormente que se unen especificamente a bisfenol A sobre el
electrodo de Au del chip de sensores FET-NTCps. Para inmovilizacion, se traté el chip previamente con MCH
sumergiéndolo en solucién 10 nM de MCH (mercaptohexanol) (en agua neutralizada) durante toda la noche. A
continuacién, se sumergié el chip en aptamero 1 yM en tampén (Tris-HCI 10 nM) durante 10 horas, con lo que el
electrodo de oro se recubrid con el aptamero de ADNmc que tenia un grupo tiol en el extremo 5' y que se unié
especificamente a bisfenol A, fabricando de este modo un sensor FET para la deteccién de bisfenol A.

Ejemplo 4: Deteccion de bisfenol A usando sensor FET-  NTC

La deteccion eléctrica de bisfenol A (BPA) se realiz6 vigilando los cambios en corriente eléctrica (desviacion fuente-
drenaje: 0,1 V), inducidos por la introduccion de BPA u otras moléculas, usando el analizador de semiconductores
Keithley 4200 (EE. UU.).

En primer lugar, para un grupo de control, mientras se vigilaba el cambio en la corriente fuente-drenaje, se afiadieron
varias concentraciones (de 1 pM a 100 nM) de una soluciéon de BPA en un tampén de unién (Tris-HCI 100 mM, NacCl
200 mM, KCI 25 mM, MgCl210 mM, DMSO 2,5 ppm) al sensor fabricado en el Ejemplo 3. Para un grupo de ensayo,
se afiadid6 BPA que tenia unido al mismo el aptamero #3 (SEQ ID NO: 5; segundo aptamero) que se unid
especificamente a bisfenol A, a diversas concentraciones (de 1 pM a 100 nM) en el sensor fabricado en el Ejemplo 3
(véase la FIG. 4). En la presente memoria, el BPA que tenia el aptdmero #3 (segundo aptamero) unido al mismo se
preparé de la siguiente forma. En primer lugar, el BPA y la solucion del aptamero se mezclaron entre si a la misma
concentracion, después de lo cual la solucion mixta se calenté a 95T durante 5 minutos y se enfrido a temperatura
ambiente durante 1-2 horas. Ademas, para un grupo de control, se afiadié una solucién de aptamero que contenia
aptamero #3 en solitario sin BPA al sensor, fabricado en el Ejemplo 3, en las mismas condiciones descritas
anteriormente.

Por otra parte, para examinar si el sensor FET fabricado para deteccion de BPA detecta especificamente s6lo BPA,
se introdujeron bisfenol B (BPB), 4,4'-bisfenol (BP) y bisfenol A 6F (6F), que tienen estructuras similares a la de BPA,
a una concentracion de 1 nM.

Como resultado, tal como se muestra en la FIG. 5a, en el caso en que se afiadio solucion de bisfenol A en solitario,
el chip del sensor FET no detecté el bisfenol A de molécula no polar incluso cuando el bisfenol A se afiadié a una
concentracién de 100 nM. Esto se debe a que el BPA en si no tiene ninguna carga ni dipolo. Por otra parte, cuando
la muestra que contenia bisfenol A se afiadio junto con el segundo aptamero por el procedimiento de la presente
invencion, la sefial era claramente diferente de la sefial de fondo tal como se muestra en la FIG. 5b, lo que sugiere
qgue el bisfenol A de molécula no polar puede detectarse a partir de una concentraciéon de 1 pM segun el
procedimiento de la presente invencién. Ademas, tal como se muestra en la FIG. 5c, cuando el segundo aptamero
en solitario se afiadié al sensor sin bisfenol A, no se produjo ningun cambio significativo, como en la FIG. 5a.

Ademas, tal como se muestra en la FIG. 5d, se introdujeron bisfenol B (BPB), 4,4"-bisfenol (BP) y bisfenol A 6F (6F),

que tienen estructuras similares a la del bisfenol A (BPA), sin que se produjeran cambios significativos en la corriente
eléctrica.
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Los resultados experimentales anteriores sugieren que el procedimiento de deteccién segun la presente invencion
puede detectar especificamente incluso un mol de bajo peso molecular no polar en una solucién, que no podria
detectarse con sensores FET convencionales debido a la transferencia de cargas excesivamente bajas.

Ejemplo 5: Deteccién basada en sensores OAA (6xido d e aluminio anddico) multicanal de material diana qu e
usa aptamero

5-1: Fabricacién de sensor OAA

El sensor OAA (6xido de aluminio anddico) usado en este Ejemplo se fabrico de la siguiente forma.

(1) Se formé un patron metélico formado por aluminio de 1,3 ym de grosor, oro de 5 nm de grosor y titanio de 10 nm
de grosor, depositado usando un evaporador de haz de electrones, en un sustrato de silicio que tenia una capa
diéxido de silicio de 200 nm de grosor, por fotolitografia usando un procedimiento de separacion vertical.

(2) Los poros nanodimensionados de 6xido de aluminio anédico tenian un didmetro de aproximadamente 75 nmy se
formaron mediante un procedimiento de oxidacién anddica en dos etapas (Masuda, H., Fukuda, K., 1995. Science
268 (5216), 1466-1468). La pelicula de aluminio depositada en la primera etapa de oxidacién anddica se anodiz6 en
acido oxalico 0,3 M a temperatura ambiente a una tensién constante de 40 V durante 5 minutos. A continuacion, se
disolvié la pelicula de 6xido de aluminio anddico en una solucién de acido cromico del 1,8 % en peso a 70C, y a
continuacién se anodiz6 durante 5 minutos. La capa limite del 6xido de aluminio anédico se eliminé sumergiéndolo
en una solucién de acido fosférico del 6 % en peso a temperatura ambiente, y se depositd didxido de silicio de 450
nm de grosor en el lado exterior de la region del 6xido de aluminio anddico.

(3) Un nanocable de oro actu6é como electrodo inferior a una tension constante de 1,1 V en una solucién electrolitica
de tetracloroaurato de hidrégeno (HA.Cls; ajustada a un pH de 4 por adicion de &cido sulfirico). Se prepararon
electrodos de oro superiores (0,3 x 5.5 mm) en la regién del 6xido de aluminio anddico por fotolitografia usando un
procedimiento de separacion vertical.

(4) A continuacion, se montaron canales microfluidicos de PDMA en la configuracion de sensores.

5-2: Deteccién de material diana que usa sensor OAA

El sensor OAA fabricado en el Ejemplo 5-1 se conecté a un sistema de flujo, 10 nM de un aptamero (aptamero #3 de
SEQ ID NO: 27) que tenia un grupo tiol unido al extremo 3' del mismo se disolvieron en un tampon de unién (Tris-
HCI 25 mM, NaCl 100 mM, KCI 25 mM, MgClz2 10 mM, pH 8,0) y a continuaciéon se incubd durante toda la noche
mientras se introducia en el sensor OAA a una velocidad de 0,1 ml/h. Dado que la superficie del sensor OAA estaba
recubierta con particulas de oro, el grupo tiol en el extremo 3’ del aptamero se unié de forma covalente con las
particulas de oro, con lo que el aptamero se unié a la superficie del sensor OAA. Para un grupo de control, se usé un
sensor en el que se introdujo un tampon de unidn en solitario sin el aptdmero y se incubé. Se introdujo un tampon de
union de bisfenol A a una velocidad de 0,5 ml/h durante 1 hora y se preparé como nivel de tampdn de referencia. El
bisfenol A se introdujo a concentraciones de 1 nM, 10 nM y 100 nM en el sensor, que a continuacion se lavd con un
tampon de unién, después de lo cual se midié la capacitancia (nF) del sensor. Con el fin de determinar una
frecuencia a la cual medir la capacitancia, se llevé a cabo un experimento de barrido de frecuencias.

Mientras la frecuencia se modificaba de 0 Hz a 1.000 Hz, la capacitancia se midié cuando el aptamero se uni6 al
sensor y cuando se introdujo el bisfenol A en el sensor. Como resultado, tal como se muestra en la FIG. 7, los
resultados mas ideales se mostraron a 100 Hz. Asi, en experimentos posteriores, la capacitancia se midi6é a 100 Hz.

Por otra parte, para un grupo de control, se us6 un sensor OAA al que no se uni6é aptdmero, y para un grupo
experimental, se us6 un sensor OAA al que se unio el aptamero para llevar a cabo un experimento sobre la
deteccion de bisfenol A.

Como resultado, tal como se muestra en la FIG. 8a, en el sensor OAA al que no se unié aptamero, no se produjo
ningun cambio en la capacitancia cuando se introdujo el bisfenol A en el sensor OAA. Sin embargo, tal como se
muestra en la FIG. 8b, en el sensor OAA al que se unid el aptamero, la capacitancia disminuyé en el 25 % cuando
se introdujo 10 nM de bisfenol A, y disminuy6 en el 36,1 % cuando se introdujo 100 nM de bisfenol A.

Ademas, los cambios en la capacitancia cuando el bisfenol A se introdujo a concentraciones de 1 nM, 10 nM y 100
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nM se muestran graficamente en la FIG. 9. Como puede verse, se traz6 una grafica generalmente lineal, aun cuando
existié un ligero error a una concentracion de 1 nM o0 menos.

Los resultados experimentales anteriores sugieren que el procedimiento de deteccidon basado en sensor OAA de la
presente invencion puede detectar especificamente incluso una molécula no polar de bajo peso molecular en una
solucion, que no podria detectarse usando procedimientos de la técnica anterior debido a la transferencia de cargas
excesivamente bajas.

Aplicabilidad industrial

Tal como se describe anteriormente, el procedimiento y el kit de la invencion para un material diana que usa un
aptamero pueden detectar incluso materiales de bajo peso molecular que eran dificiles de detectar en la técnica
anterior, permitiendo asi la deteccion de metabolitos relacionados con enfermedades, contaminantes ambientales y
toxinas de los alimentos en soluciones. Ademas, el procedimiento de deteccién de la presente invencién es un
procedimiento directo y sencillo y es muy rentable, ya que usa el aptamero que puede reproducirse de forma
consistente y puede producirse a bajo coste. Asi, la presente invencién es muy (til.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de deteccion de un material diana que usa aptameros, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana y que tiene una etiqueta unida al mismo, a un primer aptamero inmovilizado en una fase sélida y que
se une especificamente al material diana, para formar una mezcla, e incubacion de la mezcla, en el que el primer
aptamero o el segundo aptamero se seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos
nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28; y

(b) andlisis de la etiqueta para detectar el material diana.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el material diana es bisfenol A.

3. Un procedimiento de deteccién de un material diana que usa aptameros, comprendiendo el
procedimiento las etapas de:

(a) adicion de una muestra que contiene un material diana, y un segundo aptamero que se une especificamente al
material diana, a un primer aptdmero inmovilizado en una fase soélida y que se une especificamente al material
diana, para formar una mezcla, e incubacién de la mezcla, en el que el primer aptamero o el segundo aptadmero se
seleccionan entre aptameros representados por las secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28;

(b) unién de una etiqueta al segundo aptamero; y

(c) analisis de la etiqueta para detectar el material diana.

4. El procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que se realiza la union de la etiqueta en la etapa (b)
mediante la unién complementaria de un fragmento de acido nucleico al segundo aptamero, en el que el fragmento
de &cido nucleico tiene una etiqueta unida al mismo y es capaz de unién complementaria con el segundo aptamero.
5. El procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que el fragmento de acido nucleico se une de forma
complementaria a un extremo del segundo aptamero.

6. Un kit para la detecciébn de un material diana, comprendiendo el kit: una fase sélida que ha
inmovilizado en la misma un primer aptamero que se une especificamente a un material diana; y un reactivo de
deteccion que contiene un segundo aptamero marcado opcionalmente que se une especificamente al material diana,
en el que el primer aptdmero o el segundo aptamero se seleccionan entre aptdmeros representados por las
secuencias de acidos nucleicos de SEQ ID NO: 2 a 28.

7. El kit segun la reivindicacion 6, en el que el kit comprende ademas un fragmento de acido nucleico que
tiene una etiqueta unida al mismo y que es capaz de unidon complementaria con el segundo aptamero.
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FIG. 4
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FIG. 7
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FIG. 8
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