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ES 2298 730 T3

DESCRIPCION

Procedimiento y dispositivo para detectar biomoléculas.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar biomoléculas diana en muestras que comprenden
una pluralidad de biomoléculas, y a un sistema para detectar dichas biomoléculas.

La deteccién de biomoléculas, por ejemplo material genético de patégenos o secuencias de dcidos nucleicos para
la detecciéon de enfermedades infecciosas, cribado genético y oncoldgico, estd siendo cada vez mds importante en la
reciente investigacion bioquimica y médica.

Por ejemplo, los procedimientos que usan sondas basadas en acidos nucleicos ofrecen varias ventajas con respecto a
los procedimientos microbioldgicos o inmunolégicos convencionales para la deteccion de organismos, segiin describen
Nakamura y Bulund (J. Clinical Laboratory Analysis, 6, 73 - 83, 1992).

La mayoria de los procedimientos conocidos de la técnica anterior se basan en la deteccién de las sefiales generadas
después de la hibridacién de la sonda de 4cido nucleico, por ejemplo, después de varios esquemas de amplificacion,
tales como la reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR), la reaccién en cadena de la ligasa
(ligase chain reaction, LCR), la amplificacion basada en la transcripcidn, reaccion de ciclacién con sondas, etc.

Los ensayos con sondas, o de hibridacidn, se basan a menudo en la fijacién de una sonda oligonucleotidica a una
superficie con objeto de capturar una molécula de 4cido nucleico diana de una muestra. La fijacion de esta sonda a
la superficie se consigue mediante la formacién de enlaces covalentes, o mediante diversos mecanismos de absorcién
pasiva. La sonda inmovilizada es capaz de interactuar especificamente con las moléculas diana, por ejemplo, con
secuencias de acidos nucleicos en disolucién. La interaccién y la subsiguiente hibridacién permiten la deteccion de la
diana a través de diferentes procedimientos.

La patente U.S. No. 6.355.429 describe un dispositivo 6ptico para determinar la presencia de un primer dcido
nucleico en una muestra que comprende un segundo dcido nucleico complementario del primer 4cido nucleico, y que
es capaz de hibridar con el primer 4cido nucleico en condiciones de hibridacion, estando el segundo dcido nucleico
inmovilizado sobre un soporte sélido, en el que el soporte sélido estd formado por una superficie que refleja la luz, en
el que la hibridacién de dicha muestra con el 4cido nucleico diana da lugar a un cambio en las propiedades reflectoras
de la luz, que se usa como un medio para detectar la presencia de dichos dcidos nucleicos diana en la muestra. La
etapa final del ensayo de cambiar las propiedades 6pticas de dicha superficie se lleva a cabo precipitando un sustrato
enzimdtico que depositard moléculas grandes en la superficie mediante una reaccion dependiente de enzimas. La
precipitacion da como resultado un cambio visible de color desde el dorado hasta el pirpura que puede ser detectado
mediante procedimientos dpticos de medida.

La patente U.S. No. 6.096.825 describe el uso de peliculas de polimero de polipirrol conjugadas funcionalizadas
conductoras eléctricas y electroactivas que pueden unirse a una primera molécula biolégica. Estas peliculas de po-
lipirrol son conductoras eléctricas y forman un electrodo plano. La molécula bioldgica asi fijada puede usarse para
ensayar, detectar y/o extraer una segunda molécula biolégica que sea capaz de interactuar especificamente con di-
cha primera molécula bioldgica, cambiando asi la conductividad global del “electrodo polimérico”. Un importante
inconveniente del procedimiento es que la modificacién de la respuesta electromecdanica con respecto al polimero de
referencia debe ser de una magnitud tal que la sensibilidad global de dicho biochip disminuya considerablemente. La
sensibilidad de estos biochips es limitada, del orden de >10"" moléculas/ml.

El documento WO 02/20838 describe un procedimiento y un sistema para detectar secuencias de dcidos nucleicos
en muestras que contienen una mezcla de 4cidos nucleicos. En una superficie, que comprende una pluralidad de
electrodos metélicos, una sonda que comprende un oligonucleétido que es complementario de un segmento del dcido
nucleico diana, se fija a un electrodo metalico, y subsiguientemente se pone en contacto una muestra con la superficie
a la que estd unido el oligonucledtido, permitiendo asi que la sonda se una al dcido nucleico diana, seguido por la
incubacioén del 4cido nucleico diana unido con cuatro tipos de nucleétidos y un biocatalizador de replicacién, formando
una estructura de dcido nucleico multicatenario, en el que al menos uno de los tipos de nucleétidos estd unido por un
marcador, y detectar el marcador en la estructura del acido nucleico multicatenario, detectando asi indirectamente el
dcido nucleico diana. La deteccién se consigue a través de una accién enzimadtica sobre los sustratos, que actiian como
un par REDOX y precipitaran sobre el electrodo metélico cuya conductividad electrénica haya disminuido.

Un importante inconveniente de este procedimiento es la incubacién del 4cido nucleico diana con cuatro tipos
diferentes de nucleétidos y el biocatalizador de replicacion, dando lugar asi a una complicacién innecesaria en la etapa
de deteccién. Otros inconvenientes adicionales resultan de la limitacién del procedimiento sélo a dcidos nucleicos.
Los biopolimeros diferentes de los dcidos nucleicos, tales como, por ejemplo, proteinas, péptidos, anticuerpos y simi-
lares, no pueden ser usados con este procedimiento. Adicionalmente, el electrodo metdlico segin el documento WO
02/20838 es un electrodo plano “bidimensional”.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencidn era proporcionar un procedimiento fiable y flexible con una elevada
sensibilidad para la deteccién optimizada de biomoléculas en muestras.
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El problema se resuelve mediante un procedimiento para detectar una biomolécula diana en una muestra que
comprende una pluralidad de biomoléculas, mediante el cual la biomolécula diana es provista con una etiqueta, com-
prendiendo dicha etiqueta una fraccién catalitica activa que cataliza la reaccién de transformacion de una especie
soluble adicional en un precipitado insoluble, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) proporcionar un soporte sélido con una pluralidad de ubicaciones espacialmente diferentes dispuestas en
su superficie, mediante lo cual al menos una ubicacion es conductora eléctrica, y una pluralidad de nanoe-
lectrodos flexibles individuales con biomoléculas sonda fijadas a los mismos unidas a dicha ubicacion,

b) poner la muestra en contacto con el soporte sélido que comprende dichas biomoléculas sonda, formando
asi un complejo de reconocimiento entre una biomolécula sonda y una biomolécula diana,

¢) afadir una especie esencialmente soluble,

d) transformar la especie soluble en precipitado insoluble formando un depdsito esencialmente sobre o en los
nanoelectrodos, disminuyendo asf la flexibilidad de los nanoelectrodos.

e) medir la conductividad eléctrica de la pluralidad de nanoelectrodos en al menos una ubicacién.

El término “nanoelectrodo flexible” significa, en el contexto de la presente invencién, que los propios nanoelec-
trodos son flexibles, es decir, que no son rigidos y que tienen una cierta movilidad incluso después de su fijacion en
la ubicacién. Los nanoelectrodos pueden describirse mejor, por ejemplo, como filamentos individuales. Se entiende
que la longitud de los nanoelectrodos esta en el intervalo nanométrico, de desde 3 hasta 500 nm. Preferiblemente, los
nanoelectrodos consisten en estructuras moleculares.

El precipitado puede ser aislante eléctrico o también conductor eléctrico. Se prefiere un precipitado esencialmente
aislante eléctrico. Una de las funciones esenciales del precipitado es bloquear la flexibilidad/movilidad de los nanoe-
lectrodos, lo que afecta a la conductividad de los nanoelectrodos.

Las estructuras moleculares que forman los nanoelectrodos consisten preferiblemente en cadenas de polimeros
conductores eléctricos tales como polipirroles, politiofenos, politetrahidrofuranos, polianilinas, etc., sustituidos o no
sustituidos, y copolimeros de los mismos. Ademds, estdn fijadas a los mismos una o una pluralidad de fracciones do-
nantes electrones (electron donor moieties, EDM). Las EDM son preferiblemente complejos de metales de transicion,
por ejemplo, complejos de metales de transicion de Fe, Ru, Co, Ni, Pt, Pd, Cn y similares, con varios ligandos donantes
oy «, algunos ejemplos de dichos ligandos comprenden, pero no se limitan a, ligandos donantes de nitrégeno, azufre
y oxigeno tales como, por ejemplo, fenantrolina, ftalocianinas, porfirinas, porfirinégenos, calixarenos, bipiridina, ade-
mds de ciclopentadieno, bencenopiridina y ligandos donantes n similares. Se prefieren los complejos en sandwich, y
se prefieren mds los metalocenos tales como ferroceno, rutenoceno, niqueloceno y similares. La respuesta eléctrica de
las EDM es mads precisa que la respuesta del polimero, y estd fuertemente afectada y modulada por el depdsito.

Cada cadena de polimero constituye un “nanoelectrodo” en si misma. La conductividad eléctrica de las cadenas
de polimero estd correlacionada con su flexibilidad/movilidad. La longitud de la cadena de polimero puede variar en
el intervalo de 20-300 nm, preferiblemente desde 30-200 nm y muy preferiblemente desde 90-180 nm. Sorprendente-
mente, el procedimiento segiin la invencién permite establecer una correlacion entre la flexibilidad y la movilidad de
los nanoelectrodos y su conductividad. Esta correlacion, es decir, el cambio en la conductividad eléctrica, es accesible
a diversos procedimientos de medida eléctrica segtin se explica a continuacién. Por lo tanto, el depdsito del precipitado
insoluble da lugar a un cambio en la conductividad de los nanoelectrodos, lo que indica la formacién de un complejo
de reconocimiento entre las biomoléculas sonda y las biomoléculas diana.

El procedimiento segiin la invencién permite la deteccién de biomoléculas diana con una sensibilidad de < 10®
moléculas/ml. En una forma de realizacidn, las etapas a) y b) tendrdn lugar al mismo tiempo (es decir, la sintesis de
las cadenas de polimero y la fijacién de las biomoléculas sobre los sitios especificos del mismo). Pero se entiende
que la sintesis de la cadena de polimero y la fijacién de las biomoléculas también puede llevarse a cabo en momentos
diferentes, es decir, la sintesis de las biomoléculas seguida por la fijacién de los nanoelectrodos.

La medida de la conductividad eléctrica antes y después de la deposicion del precipitado aislante eléctrico esen-
cialmente insoluble en los nanoelectrodos se lleva a cabo esencialmente mediante dos procedimientos diferentes:

El primero, también denominado “medida cinética”, mide la conductividad eléctrica antes de la adicién de la
especie esencialmente insoluble soluble, es decir, antes de que tenga lugar la reaccién de catdlisis y después de la
deposicién del precipitado insoluble. La medida se lleva a cabo en intervalos de tiempo continuos, que tienen un
periodo de intervalo igual o diferente, partiendo desde el inicio de la adicion de la especie esencialmente insoluble
hasta la finalizacién de la precipitacién, siguiendo la reaccién con el tiempo. Por lo tanto, se mide la diferencia en la
conductividad eléctrica antes y después de la precipitacion.

El segundo procedimiento hace uso de un electrodo de referencia “negativo” que habitualmente consiste en una
capa metdlica plana circular o rectangular, por ejemplo, hecha de oro. La capa metdlica es habitualmente una parte
de la matriz de ubicaciones (o “puntos”), consistiendo habitualmente todos ellos en una o mds capas metalicas a las
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que estdn fijados los nanoelectrodos. La conductividad de este electrodo de referencia “desnudo” es comparada con la
conductividad de un punto con nanoelectrodos después de la deposicién del precipitado sobre los nanoelectrodos. Se
entiende que también puede haber presente mds de un electrodo de referencia.

En otra forma de realizacién especifica de la presente invencion, el precipitado es coloreado. El precipitado co-
loreado es por lo tanto detectable adicionalmente mediante medios 6pticos tales como colorimetria, espectroscopia
de absorciéon en UV/VIS y similares, que pueden aportar una informacién complementaria sobre, por ejemplo, los
acontecimientos de hibridacién o interaccidn, a la que se obtendria basandose tinicamente en las medidas eléctricas.

El precipitado insoluble, preferiblemente aislante eléctrico, interactia electrostiticamente con los nanoelectrodos
mediante el bloqueo de la movilidad libre de los nanoelectrodos flexibles. La conformacién de los nanoelectrodos
se considera en este caso “congelada”. Esta interaccién da como resultado una disminucién en la flexibilidad de las
cadenas de nanoelectrodos. Esta disminucién en la flexibilidad de los nanoelectrodos se correlaciona con una corres-
pondiente disminucién en su conductividad, que puede ser medida mediante las técnicas esencialmente conocidas por
el artesano.

Preferiblemente, el cambio en la conductividad de los nanoelectrodos se detecta mediante un procedimiento elegido
del grupo formado por medidas amperométricas, voltametria de pulso diferencial, espectroscopia de impedancia y
cronoamperometria. Se prefiere especialmente la voltametria ciclica, que permite el uso de un equipo que es barato
y facil de operar. En general, la eleccion del procedimiento de medida adecuado dependera de la aplicacion y la
sensibilidad deseadas.

Por ejemplo, se prefieren la voltametria ciclica y la cronoamperometria si se requiere un equipo de pequefio tamafio,
compuestos econdmicos del sistema y una facil manipulacién. Se prefiere la voltametria ciclica cuando los nanoelec-
trodos son cadenas de polimero, que incorporan especies donantes de electrones. Las especies donantes de electrones
pueden ser una parte integral de la cadena de polimero o estar fijadas al mismo. La espectroscopia de impedancia serd
el procedimiento de elecciodn si se requiere un procedimiento extremadamente sensible.

La espectroscopia de impedancia aporta informacién sobre la conductividad del sistema investigado. La voltametria
ciclica, o la voltametria en general, examinan las reacciones electroquimicas implicadas.

Cuando el sistema que se va a examinar cambia su conductividad, como por ejemplo afectando a la conductividad
de los nanoelectrodos formados esencialmente por cadenas de polimero, se prefiere la espectroscopia de impedancia.

Se prefiere especialmente que la fraccidn catalitica activa sea un biocatalizador. Los biocatalizadores son prefe-
riblemente enzimas que muestran una amplia variedad con respecto a su naturaleza quimica, estructura y reacciones
que catalizan. Por lo tanto, pueden ajustarse y elegirse segin las necesidades especificas. Adicionalmente, las enzimas
catalizan una amplia variedad de reacciones bioquimicas y quimicas sin consumirse.

Algunos ejemplos no limitantes de enzimas adecuadas son, por ejemplo, proteasas, oxidasas, reductasas y deshi-
drogenasas. Se prefieren las peroxidasas. Se prefieren especialmente la fosfatasa alcalina, la oxidasa de glucosa, la
acetilcolinesterasa y la peroxidasa de rdbano picante.

En una forma de realizacién preferida adicional, la etiqueta comprende adicionalmente un complejo de bioti-
na/estreptavidina o de biotina/avidina. Esto es debido al hecho de que el par de unién biotina-avidina o estreptavidina
ha sido investigado con considerable detalle (véase, por ejemplo, Livnah, O.; Bayer, E. A.; Wilchek, M.; Sussman, J. L.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 1993, 90, 5076-5080). Parece que la fuerza de la interaccién de unién estd dirigida prin-
cipalmente por la entalpia. La biotina se introduce facilmente en biomoléculas tales como oligonucledtidos, péptidos
y similares. También puede acoplarse facilmente una enzima al esqueleto peptidico de la avidina o la estreptavidina.
Entonces se forma el par biotina/avidina o biotina/estreptavidina con su fuerte fuerza de unién de una forma mucho
mas conveniente que introduciendo la enzima directamente en la biomolécula diana. La dltima forma es a menudo
tediosa, tiene un bajo rendimiento y no ofrece la posibilidad de elegir entre una amplia variedad de enzimas distintas.
Esto se consigue mucho mejor mediante la presente invencion.

En una forma de realizacion preferida de la presente invencion se fija una tinica biomolécula sonda a cada nanoe-
lectrodo, obteniéndose asi un incremento en la flexibilidad de los nanoelectrodos. La precipitaciéon de la especie de
deteccioén da como resultado una reduccién significativa de su flexibilidad, dependiendo de la naturaleza de los nanoe-
lectrodos, mas especificamente de los polimeros usados. Esto puede resultar incluso en una inmovilizacién total de las
cadenas de polimero. La significativa disminucién en la flexibilidad da como resultado por lo tanto un correspondiente
descenso agudo en su conductividad eléctrica. Este descenso se detecta ficilmente y permite una medida mds precisa,
con un aumento de la sensibilidad.

En otra forma de realizacién preferida se fijan al menos dos biomoléculas sonda a cada nanoelectrodo. Las bio-
moléculas sonda pueden ser iguales o diferentes entre si. Se entiende que también esta fijada a un nanoelectrodo una
pluralidad, es decir, mas de dos biomoléculas sonda iguales o diferentes. En otra forma de realizacion mds se fija una
pluralidad de moléculas sonda. Cuantas mas biomoléculas sonda se fijen a cada nanoelectrodo, mds precipitado se
formara. La menor disminucién significativa debida a la disminucién en la flexibilidad de los nanoelectrodos provis-
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tos con una pluralidad de biomoléculas sonda estd compensada por un aumento en el precipitado detectable, lo que
incrementa la sensibilidad.

El término “biomolécula” segin se usa en este documento significa cualquier molécula biolégica en forma de un
polimero, tal como oligonucle6tidos, aminoécidos, péptidos, proteinas, carbohidratos, anticuerpos, etc. El término “nu-
cleétido” segiin se usa en este documento comprende tanto desoxirribonucledtidos como ribonucleétidos. El término
“oligonucledtido” se refiere a un oligonucledtido que tiene unidades de desoxirribonucleétidos o de ribonucle6tidos.
El término comprende por tanto el ADN, ARN, LNA, PNA y quimeras de los mismos. En el contexto de la presente
invencion se prefieren especialmente las biomoléculas que son oligonucledtidos, polipéptidos y carbohidratos.

Se prefiere que la biomolécula sonda comprenda adicionalmente una fraccién donante de electrones (EDM). La
presencia de una EDM incrementa la actividad eléctrica del polimero conductor eléctrico. En las formas de realizacién
especialmente preferidas de la invencion, la EDM comprende un complejo en sindwich de un metal de transicion,
tales como ferroceno sustituido o no sustituido, rutenoceno, niqueloceno, cobaltoceno y similares. Estos complejos
son faciles de sintetizar y faciles de funcionalizar, lo que facilita la fijacién a las biomoléculas sonda.

En una forma de realizacion preferida adicional, los nanoelectrodos, es decir, habitualmente la cadena del polimero
o copolimero, comprenden una fraccién donante de electrones (EDM). La EDM puede ser parte de la cadena del poli-
mero (esqueleto), es decir, estd incorporada en la cadena como un “miembro de la cadena” si la EDM es por ejemplo
bifuncional, es decir, que comprende dos grupos funcionales, o estd fijada a 1a misma si la EDM es monofuncional, es
decir, que comprende un grupo funcional.

Se prefiere que el soporte sélido sea conductor eléctrico. En otra forma de realizacién, el soporte comprende
una capa aislante eléctrica o estd formado esencialmente por un material aislante eléctrico tal como, por ejemplo,
un material plastico que estd cubierto, al menos parcialmente, por una capa conductora eléctrica. El soporte es, en
otra forma de realizacién, un material semiconductor que comprende una capa aislante eléctrica, siempre que, en
cada caso, pueda establecerse preferiblemente una conexion eléctrica con una unidad de un dispositivo controlador
eléctrico, preferiblemente a través de ubicaciones espacialmente diferentes o electrodos metdlicos bidimensionales
“planos” (“puntos”) que forman la denominada “matriz” de puntos en la superficie del soporte.

En una forma de realizacién especialmente preferida de la invencién, la biomolécula diana es un oligonucleétido
(ADN O ARN) que comprende un segmento que es parcial o totalmente complementario de la molécula sonda, que
también es un oligonucledtido. El oligonucleétido sonda puede contener nucledtidos @ andlogos a los nucleétidos
naturales y que pueden ser producidos en sintetizadores automdticos. Los oligonucleétidos diana pueden ser ADN
bicatenario, ADN monocatenario, un hibrido de ADN-ARN o ARN (ribosémico o mensajero). Por supuesto, en el
caso de oligonucledtidos bicatenarios o hibridos, deberian desnaturalizarse antes de llevar a cabo el procedimiento
deteccion segun la invencién usando las técnicas de hibridacién en saindwich conocidas.

En las formas de realizacién preferidas especificas, la etiqueta comprende adicionalmente una primera especie
de deteccion, que es especialmente una secuencia a oligonucleotidica. Adicionalmente se prefiere aun mas que el
oligonucle6tido comprenda un segmento que sea parcialmente complementario de la biomolécula diana. Por lo tanto,
las moléculas diana que no pueden ser etiquetadas mediante las técnicas convencionales o convenientes, pueden ser
etiquetadas indirectamente.

Se prefiere especialmente que la especie de deteccién soluble se elija del grupo formado por 5-bromo-4-cloro-3-
fosfato-1H-indol (BCIP), cloruro de azul de nitrotetrazolio (nitrobluetetrazolium chloride, NBT), dimetilbencidina,
diaminobencidina, 4-cloronaftol, 3-amino-3-etilcarbazol y tetrametilbencidina (TMB). Lo que mds se prefiere es la
mezcla de BCIP/NBT, en la que el NBT actia como un amplificador cromogénico. Por lo tanto, el uso de BCIP/NBT
ofrece la posibilidad de una medida electroquimica y/u 6ptica del precipitado.

En el procedimiento de la invencién puede usarse un biochip que comprende un soporte sélido con una pluralidad
de nanoelectrodos redondeados flexibles fijados a una pluralidad de ubicaciones espacialmente diferentes sobre el
soporte s6lido, y moléculas sonda unidas a todos o a una pluralidad de dichos nanoelectrodos, que pueden ser iguales
o diferentes, siendo capaz un segmento de dichas moléculas sonda de interactuar especificamente con un segmento de
las biomoléculas diana.

El biochip proporciona una pluralidad de “nanoelectrodos” individuales, portando cada “nanoelectrodo”, o un
nimero definido de los “nanoelectrodos”, una, dos o una pluralidad de biomoléculas sonda. Preferiblemente, las bio-
moléculas sonda se eligen del grupo formado por oligonucledtidos, péptidos, proteinas, carbohidratos, receptores
hormonales, lipidos. Los oligonucledtidos son especialmente preferidos.

El biochip se usa preferiblemente para la deteccion de las secuencias de dcidos nucleicos de diferentes micro-
organismos patdgenos, de secuencias de dcidos nucleicos relacionadas con diferentes enfermedades genéticas o de
secuencias de 4cidos nucleicos de diferentes tejidos.

También se describe un kit para la deteccién de biomoléculas diana en una muestra que comprende una pluralidad
de biomoléculas, que comprende:
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a) un soporte parcialmente funcionalizado con una pluralidad de nanoelectrodos individuales en diversas ubi-
caciones sobre el soporte, y con biomoléculas sonda fijados a los mismos,

b) una especie de deteccién

El término “especie de deteccion” en el contexto de la presente invencidn es sinénimo de la especie esencialmente
soluble adicional mencionada anteriormente que es transformable en un precipitado insoluble.

Definiciones y abreviaturas

A continuacion se explican los términos y definiciones segin se usan en este documento para la ilustracién adicio-
nal de la presente invencion.

El término “para detectar” o “deteccidn”, segtin se usa en este documento, se refiere a la determinacion cualitativa
y cuantitativa y a la identificacién de moléculas diana en la muestra mediante técnicas de medidas eléctricas u dpticas.

El término “biomolécula” se refiere a cualquier molécula existente en la naturaleza o sintetizada artificialmente
segun una matriz existente en la naturaleza, que comprende, por ejemplo, anticuerpos, proteinas, péptidos, secuencias
de 4cidos nucleicos, es decir, polinucledtidos u oligonucledtidos que comprenden al menos dos desoxirribonucleétidos
u ribonucleétidos, que comprenden opcionalmente al menos un nucleétido modificado, por ejemplo, un nucleétido que
contiene una base modificada, receptores hormonales, lipidos o antigenos.

El término “péptido”, seglin se usa en este documento, se refiere en particular a cualquier péptido de al menos
dos amino4cidos, en particular una proteina, un fragmento de proteina o un oligopéptido que es extraido, separado o
sustancialmente aislado o sintetizado, en particular, los obtenidos mediante sintesis quimica o mediante su expresion
en un organismo recombinante.

El término “soporte” denota cualquier cuerpo sélido tridimensional, que no interactia quimica o fisicamente con
una muestra. El soporte puede ser conductor eléctrico o no conductor eléctrico.

El término “interactuar”, segin se usa en este documento, significa cualquier interaccién entre entidades mo-
leculares que comprende la formacién de un enlace quimico (covalente o i6nico), interacciones de van der Waals,
interacciones de puentes de hidrégeno, fenémenos de adsorcidn y similares.

El término “complejo” se refiere a una entidad formada por al menos dos entidades moleculares diferentes, inter-
actuando segun se especificé anteriormente. Un complejo segutn la invencién se mantiene unido mediante las interac-
ciones segiin se especificé anteriormente.

A continuacion se explica detalladamente la invencidn con respecto a las figuras y a la descripcidn técnica. Se
entiende que los siguientes ejemplos tienen tnicamente un propdsito ilustrativo y no pretenden restringir el &mbito de
la invencion.

Fig. 1 muestra una forma de realizacién del procedimiento segtin la invencion,

Fig. 2 muestra un diagrama de la reaccion quimica de la especie de deteccidn tras la reaccién inducida por la
especie catalitica activa,

Fig. 3 muestra dos formas de realizacidn segtin la invencién para la incorporacién de biomoléculas sonda en un
nanoelectrodo formado por una cadena de polimero,

Fig. 4 muestra la influencia del estado de oxidacién de las cadenas de polimero de los nanoelectrodos PPy/PPy-
ODN funcionalizados con nitrégeno sobre su conductividad.

Fig. 5 muestra la influencia de la longitud de las cadenas de polimero de los nanoelectrodos PPy/PPy-ODN fun-
cionalizados con nitrégeno sobre su conductividad.

Fig. 6 muestra la influencia de la posicién de la funcionalizacién (funcionalizacién en N con respecto a la fun-
cionalizacién en 3 sobre la conductividad del nanoelectrodo consistente en cadenas de polimero (longitud de 180
nm)

Fig. 7 muestra la estabilidad de las respuestas de las medidas de impedancia para los nanoelectrodos consistentes
en copolimeros PPy-OH/PPy-CP y PPy-OH/PPy-M5, funcionalizados en la posicién 3, antes de la hibridacién y la
precipitacion.

Fig. 8 muestra una comparacion de las curvas de la respuesta de los nanoelectrodos de polimero que comprenden
una cadena de polimero funcionalizada en la posicién 3, PPy-OH/PPy-CP (curva 1) frente a PPyOH/PPy-M5 (curva
2), con una longitud de la cadena de 120 nm, después de la hibridacién (con CP-bio) y la precipitacién.
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Fig. 9 muestra la proporcién entre los médulos de impedancia de los nanoelectrodos PPy-OH/PPy-CP y PPy-
OH/Py-MS5 funcionalizados en la posicién 3 (longitud de la cadena de 120 nm; [diana] = 1 nM)

Fig. 10 muestra la sensibilidad de las medidas por espectroscopia de impedancia en funcién de la concentracion de
las moléculas diana

Fig. 11 muestra la respuesta de las medidas voltamperométricas de los nanoelectrodos PPy-OH/PPy-CP (curva 1)
y PPyOH/PPy-M5 (curva 2), funcionalizados en la posicion 3, después de la hibridacién con CP-bio y la precipitacién
de BCIP/NBT (longitud del nanoelectrodo: 50 nm)

Fig. 12a muestra la respuesta de las medidas por espectroscopia de impedancia de una muestra negativa con el na-
noelectrodo PPy-OH/PPy-M5 funcionalizado en la posicién 3 durante la precipitacién de BCIP/NBT en PPy-OH/PPy-
CP (medida cinética).

Fig. 12b muestra la respuesta de las medidas por espectroscopia de impedancia durante la precipitacién de BCIP/
NBT sobre nanoelectrodos consistentes en el copolimero PPy-OH/PPy-CP funcionalizado en la posicién 3 (medida
cinética).

La fig. 1 muestra un sustrato 101, por ejemplo, hecho de un metal o de una aleacién metélica (por ejemplo cobre,
plata, silicio recubierto de oro, silicio recubierto de cobre, etc.). El sustrato 101 porta una pluralidad de nanoelectrodos
102 que estan fijados al sustrato 101 a través de uniones covalentes. Los nanoelectrodos son preferiblemente cadenas
de polimero individuales que estdn dispuestas regular o irregularmente, y que tienen una longitud igual o diferente.
En una forma de realizacién preferida, estdn dispuestas regularmente y forman un “cepillo” en el que los nanoelec-
trodos tienen esencialmente la misma longitud. Preferiblemente, el polimero del nanoelectrodo es un polipirrol, un
polimero unido a la superficie preferiblemente a través de su posicién 2, 3 6 1. En otra forma de realizacién de la
invencion, puede usarse otro polimero conductor eléctrico como el polipirrol (y sus derivados sustituidos), por ejem-
plo, politiofeno, polianilina, politetrahidrofurano, sus derivados sustituidos y similares. Los bloques monoméricos de
construccion de los homopolimeros estdn unidos a través de sus respectivas posiciones 3 6 1. Se entiende que también
estan comprendidos en el &mbito de la invencién los copolimeros de diferentes bloques monoméricos de construccién
segun se menciond anteriormente. Con respecto a los sustituyentes, es evidente que el experto en la materia elegird los
sustituyentes segtin el grado de conductividad eléctrica requerido.

Adicionalmente, los nanoelectrodos pueden comprender, es decir, incorporar en la cadena de polimero o tener
fijadas a la misma, una o més fracciones donantes de electrones (EDM), preferiblemente complejos de metales de
transicion tales como metalocenos como ferroceno, niqueloceno y similares, segtin se describié anteriormente de
modo especifico.

En una forma de realizacion adicional de la presente invencidn, los nanoelectrodos consistentes en cadenas de
polimeros fueron obtenidos mediante la copolimerizacion de tres componentes diferentes, a saber, a) 3 hidroxipirrol,
b) ferroceno unido al 3 hidroxipirrol y ¢) un oligonucleétido unido al 3 hidroxipirrol, generando as{ tres segmentos
diferentes en cada cadena de polimero. Cuando se considera la pluralidad de todas las cadenas de polimero, puede
considerarse que los tres segmentos diferentes de la pluralidad de los nanoelectrodos forman tres “capas” en un punto,
si los segmentos estdn, en cada nanoelectrodo, en la misma o al menos esencialmente en la misma posicion.

Una biomolécula 105, por ejemplo, un oligonucleétido, portador de un conector 104 y un segmento complemen-
tario 103, es fijada a través del conector 104 sobre la cadena de polimero 102. La fijacién se consigue a través de
la formacién de un enlace quimico entre la biomolécula sonda y la cadena de polimero mediante procedimientos
esencialmente conocidos por el experto en la materia.

Para efectuar la deteccion de una biomolécula diana, el sustrato 101, con las biomoléculas sonda 105 fijadas a una
pluralidad de cadenas de polimero 102, se pone en contacto con una molécula diana 106. Las biomoléculas diana estan
contenidas en una disolucién, una dispersién, una emulsion y similares. Antes de poner en contacto la biomolécula
diana 106 con el biochip, la biomolécula diana 106 experimenta una reaccién con una biomolécula de deteccién
107 mediante la cual la biomolécula diana 106 y la biomolécula de deteccion 107 tienen secciones complementarias
capaces de experimentar interacciones quimicas o fisicas entre si. Se prefiere que la biomolécula diana 106 y la
biomolécula de deteccién 107 sean oligonucleétidos con secuencias complementarias. La biomolécula de deteccién
107 comprende adicionalmente una etiqueta 109 que preferiblemente es biotina. La biotina se conecta a la biomolécula
de deteccién 107, preferiblemente mediante un enlace covalente quimico. Se entiende que en otra forma de realizacién
especifica, el uso de la biomolécula de deteccion no es necesario. En este caso, la etiqueta se fija directamente a la
biomolécula diana.

La biomolécula sonda 105 y la biomolécula diana 106, junto con la biomolécula de deteccién 107, forman un
complejo de reconocimiento segin se muestra en la fig. 1c. El complejo de reconocimiento 1c se hacer reaccionar
entonces con un agente generador de seflal 110 que comprende una porcién de unién a la etiqueta 111 que, por
ejemplo, puede ser avidina o estreptavidina. La etiqueta 110 comprende adicionalmente un biocatalizador 112 que
es, por ejemplo, fosfatasa alcalina, pero puede usarse alternativamente cualquier otro catalizador enziméatico, segin se
menciona en la seccién anterior, adecuado para el propdsito de la invencidon.
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La biotina 109 y la estreptavidina 111 formaran el complejo biotina-estreptavidina, fijando asi la especie catalitica
activa 112 al complejo de reconocimiento.

La subsiguiente reaccién con BCIP/NBT da lugar a una oxidacién del BCIP y a una reduccién del NBT. El
BCIP/NBT oxidado precipita como el precipitado 113 sobre la cadena de polimero 102 del biochip. Las cadenas
de polimero estdn estructuralmente rigidas (“congeladas”) e inmdviles después de la precipitaciéon del BCIP/NBT
113. La fijacién da lugar a un cambio en su conductividad eléctrica que puede ser detectado mediante medidas de
conductividad, seglin se menciond anteriormente.

En otra forma de realizacion se usan diferentes pares de enzimas y agentes generadores de sefial. Estos pares
incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, peroxidasa de rdbano picante junto con 4-cloro-1-naftaleno, fosfatasa
alcalina y derivados del fosfato de indolilo, oxidasa de glucosa y sales de tetrazolio.

La medida del cambio en la conductividad eléctrica de las cadenas de polimero 102 se lleva a cabo mediante
espectroscopia de impedancia, voltametria ciclica y similares.

La fig. 2 muestra la reaccion REDOX de la especie de deteccion BCIP/NBT bajo la influencia de la fosfatasa
alcalina. Después de la oxidacion y la adicién de protones 4cidos, se obtiene un producto NBT tetramérico coloreado
que tiene un intenso color que absorbe a 530 nm. El NBT estd precipitando sobre las cadenas de polimero 102 y
también puede ser detectado mediante medidas colorimétricas o de UV/VIS.

La fig. 3 muestra dos formas de realizacién sobre como fijar una biomolécula sonda oligonucleotidica sobre un
nanoelectrodo consistente en una cadena de polimero que comprende unidades de pirrol.

La fig. 3a muestra un sustrato S. Fijadas al sustrato S, por ejemplo, un sustrato que comprende silicio recubierto
de oro, hay cadenas de polipirrol unidas en 3. Ademads, hay una fraccién de ferroceno fijada al polimero a través de
un conector adecuado. Una fraccidn cp del ferroceno porta un grupo sustituyente acilo que puede ser modificado para
que la molécula sonda oligonucleotidica se fije al mismo. Pero cualesquiera otros sustituyentes adecuados distintos al
acilo también estan comprendidos en el &mbito de la invencién. Las letras n y I son nimeros enteros entre 1 y 4. Segin
se muestra en la fig. 3a, hay una tnica biomolécula sonda fijada a cada bloque monomérico de construccidn, es decir,
a cada unidad pirrol de las cadenas poliméricas.

La fig. 3b muestra otra forma de realizacién para fijar una biomolécula sonda oligonucleotidica a una cadena de
polipirrol unida en 3. Segtin se muestra en la fig. 3b, s6lo hay una biomolécula sonda oligonucleotidica fijada a cada
cadena de polimero.

La fig. 4 muestra la evolucién de la resistencia de la transferencia de carga (R,) a través del nanoelectrodo, funcio-
nalizado en la posicién nitrégeno, en funcidén del potencial aplicado sobre el nanoelectrodo. Esta resistencia disminuye
cuando el potencial aplicado aumenta hacia valores positivos. Esto es una indicacién de que cuanto mds oxidadas estan
las cadenas de polimero, mas conductoras son. Para un potencial de + 0,5 V, la resistencia R, disminuye ocho veces
cuando se compara con un potencial aplicado de 0 V. Consecuentemente, los nanoelectrodos poliméricos conducto-
res o semiconductores eléctricos forman, en un aspecto, una matriz para la inmovilizacién de los oligonucleé6tidos
sobre el soporte s6lido, y forman en otro aspecto, un transductor en el que puede modularse la conductividad in-
trinseca.

La fig. 5 muestra la influencia de la longitud del nanoelectrodo polimérico PPy/PPy ODN (los polimeros estin
funcionalizados en su posicion nitrégeno) sobre la conductividad como un diagrama de Nyquist (parte imaginaria de
la impedancia en funcién de su parte real). La curva 1 muestra la medida sobre un nanoelectrodo con una longitud
de 80 nm y la curva 2 un nanoelectrodo con una longitud de 160 nm. Como puede observarse a partir de la fig. 5,
parece que la conductividad es diez veces mayor cuando la longitud de los nanoelectrodos es de 160 nm con respecto
auna longitud de 80 nm. Por lo tanto, cuanto mds largos son los nanoelectrodos (hasta aproximadamente 200 nm), mas
conductores son. La conductividad iénica aumenta al aumentar la longitud. Sin embargo, a partir de una cierta longitud
(aproximadamente desde los 200 nm) la conductividad electrénica disminuye, lo que supone el factor limitante para
el aumento de la conductividad. Por lo tanto, es posible configurar la conductividad de los nanoelectrodos poliméricos
variando su longitud.

La fig. 6 muestra la diferencia, como un diagrama de Nyquist, para un nanoelectrodo copolimérico funcionalizado
en nitrégeno y para un nanoelectrodo copolimérico funcionalizado en 3. La curva 1 muestra un copolimero funciona-
lizado en la posicién N y la curva 2 muestra un copolimero funcionalizado en la posicién 3. La conductividad es seis
veces mayor debido a la funcionalizacién en la posicién 3 del oligonucleétido con respecto a una funcionalizacién
en nitrégeno. Por lo tanto, se prefiere especialmente fijar los oligonucledtidos en la posicién 3 de los mondémeros
pirrdlicos si se prefiere trabajar con transductores que sean mds conductores.

La fig. 7 muestra la estabilidad de las respuestas de impedancia (diagrama de Bode, que muestra el médulo de
la impedancia en funcién de una frecuencia) de los nanoelectrodos copoliméricos funcionalizados en 3 PPy-OH/Py-
CP y PPy-OH/PPy-M5 antes de la hibridacién y la precipitacion. Las respuestas que se obtienen son idénticas y
perfectamente estables.
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La fig. 8 muestra un diagrama de Bode de nanoelectrodos formados por nanoelectrodos formados por los copoli-
meros funcionalizados en 3 PPy-OH/PPy-CP y PPy-OH/PPy-M5 con una longitud de 120 nm con o sin precipitado
del diana, con una concentracion de diana de [diana] = 1 nM. Las curvas estan en funcién de la frecuencia en Hz con
respecto al médulo de impedancia Z.

La curva 1 muestra la respuesta de impedancia con precipitado, y la curva 2 la respuesta de impedancia sin precipi-
tado. Como puede observarse a partir de la fig. 8, a bajas frecuencias (1-100 Hz) la diferencia en la respuesta con y sin
precipitado es considerable. El médulo Z es aproximadamente dos veces mayor con precipitado. La fig. 8 demuestra
claramente la alta sensibilidad del procedimiento en relacién con el sustrato. Por lo tanto, es posible diferenciar con
claridad entre puntos positivos (CP en este ejemplo) y puntos negativos (M5) mediante técnicas de impedancia.

La fig. 9 muestra la proporcién entre los médulos de impedancia de los nanoelectrodos poliméricos PPy-OH/PPy-
CP y PPy-OH/PPy-MS5, funcionalizados en la posicién 3, con una longitud de 120 nm. La concentracién de las mo-
Iéculas diana era 0,1 nM. La proporcién entre esos médulos estd en el intervalo de dos con una frecuencia de 1 Hz y
para una longitud de nanoelectrodo de 120 nm. También es evidente a partir del ejemplo de la fig. 9, que la frecuencia
influye sobre la sensibilidad de la deteccion.

La fig. 10 muestra la sensibilidad de las medidas de impedancia en funcién de la concentracién de moléculas diana.
La concentracién (log uM) es funcién de la proporcion entre los médulos de impedancia de los nanoelectrodos PPy-
OH/PPy-CP y PPy-OH/PPy-M5, funcionalizados en la posicién 3. Medidos con una concentracién de concentracién
diana de 0,1 uM, la proporcidn entre los médulos de impedancia es de 8, y con una concentracién de 1 nM de moléculas
diana, la proporcidn entre los médulos de impedancia es de 2.

Conclusién: para una concentracion de oligonucleétidos diana de 1 nM, la proporcién entre los médulos de impe-
dancia a una frecuencia de 1 Hz es de 2. Por lo tanto, esta técnica permite disminuir la concentracién de los oligonu-
cledtidos diana en intervalo de 10° antes de aproximarse al limite de deteccion, que se obtiene a un factor de 1 de la
proporcién entre los médulos de los CP y M5.

La fig. 11 muestra dos voltamperogramas relativos a un nanoelectrodo consistente en un copolimero PPy-OH/PPy-
CP funcionalizado en 3 después de la hibridacién y la precipitacion, y en el otro lado sobre un nanoelectrodo de
control negativo consistente en un copolimero PPy-OH/PPy-M5 funcionalizado en su posicién 3. La concentracién
del CP-bio diana era 1 nM. La intensidad medida del pico de oxidacién de la respuesta del nanoelectrodo PPy-OH/
PPy-CP (3) es mas débil que la del nanoelectrodo PPy-OH/PPy-M5 que no tiene precipitado. La proporcién entre la
intensidad del pico de oxidacién de los nanoelectrodos CP y M5 a un potencial de -50 mV es de aproximadamente 1,6.
Se mantiene lo mismo para el pico de reduccién, que estd situado alrededor de los -180 mV. Por lo tanto, esta técnica
electroquimica permite también diferenciar entre nanoelectrodos positivos (CP) y nanoelectrodos negativos (M5).

La fig. 12a muestra las medidas de impedancia del tampén del sustrato. Esto permite seguir la evolucién de la
reaccion de precipitacion durante el tiempo de reaccidon. Sobre el nanoelectrodo consistente en el copolimero PPy-
OH/PPy-MS5 (3) en el que no se produjo hibridacién, el diagrama de Bode, que muestra el médulo de impedancia en
funcion de la frecuencia, se desarrolla con respecto al tiempo de reaccion s6lo levemente. La conductividad de los
nanoelectrodos poliméricos no esta por lo tanto alterada.

La fig. 12b muestra el cambio en la conductividad eléctrica en un diagrama de Bode durante la precipitacién de
BCIP/NBT sobre nanoelectrodos poliméricos de un copolimero PPy-OH/ PPy-CP funcionalizado en 3. El diagrama
en curva de la fig. 12b es una funcién de la frecuencia en Hz frente al médulo de impedancia en kHz. La concentracién
de las moléculas diana era de 1 nM (CP-bio) y la longitud de los nanoelectrodos era de 180 nm.

Con el nanoelectrodo copolimérico PPy-OH/PPy-CP funcionalizado en 3 en el que tuvo lugar una hibridacion,
la curva obtenida a partir del médulo de impedancia en funcion de la frecuencia se desarrolla durante un tiempo
de aproximadamente 40 minutos. Para cada frecuencia en el intervalo de entre 1 y 100 Hz, el valor del médulo se
duplica durante este tiempo de reaccion. Este aumento estd relacionado con la cinética del precipitado formado sobre
el nanoelectrodo como consecuencia de la hibridacién del oligonucleétido.

Ejemplos
Abreviaturas y definiciones

ECS: electrodo de calomelanos saturado (electrodo de referencia)
CP: oligonucleétido para el control positivo con la siguiente secuencia:
5" TTT TTT TTT TGC CTT GAC GAT ACA GCT A 3’
CP-biotina (CP-bio): oligonucle6tido complementario biotinilado de CP con la siguiente secuencia:

5’ biotina - T AGC TGT ATC GTC AAG GCA 3’
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M5 oligonucleétido para el control negativo; con la siguiente secuencia:
S’TTT TTT TTT TTT GGA GCT GCT GGC G 3’

M5-biotina (M5-bio) oligonucle6tido complementario biotinilado de MS5; con la siguiente secuencia:
5’ biotina - C GCC AGC AGC TCC AAA 3’

ODN oligonucledtido

TH1X TH1X es una disolucién tampdn consistente en <13,3 g/l de Na,HPO,, 29,22 g/l de
NaCl, 20 g/1 de PEG 4000, 6,5% de Tween 20, 1 g/l de gelatina, 14% de ADN de
esperma de arenque, 10 mg/ml, con aplicacién de ultrasonidos

TR: TR es un tampodn de lavado consistente en 8 g/l de NaCl; 0,2 g/1 de KCl; 0,76 g/l de
Na,HPO,; 0,19 g/l de KH,PO,; 0,5% de tween 20; EDTA 1 mM.

PAL fosfatasa alcalina
BM pirpura sustrato de AP sustrato cromogénico para la fosfatasa alcalina, (Roche Applied Substrate)
CV voltametria ciclica.

La celda electroquimica usada en el siguiente ejemplo 2 es una celda Micam con un volumen de 1 ml con un
contraelectrodo de platino (didmetro: 4 mm). La estructura global tiene 3 electrodos. Para el ejemplo 3 no se us6 celda
electroquimica. Se aplica una gotita de 50 ul de disolucién electrosintetizada en el biochip, que tenia integrado un
electrodo de referencia y un contraelectrodo.

Ejemplo 1
1. Electropolimerizacion de polipirrol funcionalizado en nitrégeno para obtener nanoelectrodos

Todos los copolimeros son electrosintetizados con un potencial aplicado de +1 V frente a (ECS) a partir de una
disolucién acuosa de LiClO, 0,1 M que contiene mondémeros de pirrol 20 mM y un mondmero oligonucleotidico de
pirrol 5 uM (CP o M5). El homopolimero de polipirrol también fue electrosintetizado con un potencial aplicado de +1
V frente a ECS a partir de una disolucién de pirrol 20 mM. Se usé una celda Micam como celda electroquimica.

Junto con los nanoelectrodos poliméricos se proporcionaron 9 puntos en una disposicién circular (OLISA™) con-
sistentes en circulos metélicos de una capa de oro sobre cada biochip consistente esencialmente en un material plastico.
Los puntos estan conectados mediante el medio habitual a unidades de control externas.

Se sintetizaron 4 puntos con cadenas de copolimeros de polipirrol/polipirrol-CP (Qs = 55 uC; Qs = 70 uC;
Qs =40 uC; Qs = 100 uC), cuatro puntos de copolimero de polipirrol/polipirrol-M5 (Qs = 55 uC; Qs = 70 uC;
Qs =40 uC; Qs =100 uC) y un punto de homopolimero de polipirrol sin biomolécula sonda (Qs = 60 uC). Después
de la deposicién de los nanoelectrodos poliméricos sobre cada punto, se midid la respuesta electroquimica de ca-
da polimero mediante medidas voltamétricas ciclicas (CV) en una disolucién acuosa de LiClO, 0,1 M variando los
potenciales entre -0,2 V y +0,6 V frente a ECS. A continuacién cada punto se analizé con un tampén de hibridacién.

Hibridacion

La hibridacién de las cinco sondas M5 se realiz6 incubando el biochip en una disolucién que comprende ODN M5
biotina diana con una concentracién de 0,5 uM durante 30 min.

A continuacién se analiz6 cada punto mediante VC con un tampén de hibridacion variando los potenciales entre
-0,2 Vy +0,6 V frente a ECS.

Después de medir cada punto, el biochip se lavé cuatro veces con un tampén de lavado.

Sobre cada punto se afiadié una gotita de una disolucién de estreptavidina fosfatasa alcalina (PAL) que estaba
diluida 100 veces. El biochip se dej6 reposar durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, el biochip se lavé
cuatro veces con el tampén de lavado.

Precipitacion

Sobre cada punto se aplic6 una gotita de una disoluciéon de BM purpura sustrato de AP. El biochip se dejé durante

una hora (incubacién) a temperatura ambiente en la oscuridad. A continuacién, el biochip se lavé cuatro veces con el

tampdn de lavado. El tampén de lavado consistia en 8 g/l de NaCl; 0,2 g/l de KClI; 0,76 g/l de Na,H,POy,; 0,19 g/l de
KH,PO,; 0,5% de Tween 20; EDTA 1 mM.
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Sobre cada punto M5 apareci6 un depdsito o precipitado azul.

Cada pelicula fue analizada mediante CV con una nueva disolucién de disolucién tampén de hibridacién variando
los potenciales entre -0,2 V' y +0,6 V frente a ECS.

Ejemplo 2

Se prepararon cuatro biochips que comprendian cada uno 9 puntos. En cada chip, 4 puntos fueron provistos con
nanoelectrodos copoliméricos consistentes en PPY/PPY-CP funcionalizados en la posiciéon N, 4 puntos fueron pro-
vistos con nanoelectrodos copoliméricos consistentes en PPY/PPY-MS5 funcionalizados en la posicién N. Un punto
consistié Unicamente en oro puro, y es el contraelectrodo.

La sintesis de los nanoelectrodos poliméricos conductores eléctricos se realizé con un potencial aplicado de + 0,9
V frente a ECS. La disolucién para la electrosintesis de los copolimeros era de LiClO, 0,1 M en agua que contenia
pirrol monomérico 20 mM y un pirrol monomérico 5 M funcionalizado con oligonucleétido (CP o MS5). La celda
electroquimica era una celda Micam con tres electrodos.

El biochip 1 se sintetiz6é (Qs = 20 mC x cm™?/punto) con una longitud del nanoelectrodo polimérico de 40 nm. El
biochip 2 se sintetiz6 (Qs = 30 mC x cm™*/punto) con una longitud del nanoelectrodo polimérico de 60 nm. El biochip
3 se sintetizé (Qs = 40 mC x cm~?/punto) con una longitud del nanoelectrodo polimérico de 80 nm. El biochip 4 se
sintetiz6 (Qs = 10 mC x cm™/punto) con una longitud del nanoelectrodo polimérico de 20 nm.

Hibridacion

Se incubd 1 ul de ODN-biotina (ODN = CP o M5, cada uno a 10 uM) en 99 ul de tamp6én TH1X durante 1 h a 37°C.
La concentracién final de ODN-biotina era de 0,1 ¢M). Los biochips 1 y 3 se incubaron con CP-biotina, mientras que
los biochips 2 y 4 se incubaron con M5-biotina.

Etiquetado

Se aplica una gotita de 30 ul de complejo de estreptavidina-PAL (0,4 ul de Ci = 1 mg/ml) diluida en 30 ul de
tamp6n de hibridacién sobre cada biochip, seguido de una incubacién durante 5 min a temperatura ambiente y un
lavado con tamp6n de lavado (TR).

Precipitacion

Se aplica una gotita de 30 ul de disoluciéon de BM pirpura sustrato de AP sobre cada biochip, seguido de una
incubacién durante 45 minutos a temperatura ambiente seguida por lavar 4 veces con TR.

Apareci6 un precipitado azul sobre cada punto hibridado en el que tuvo lugar una reaccién de hibridacién.

Andlisis de los nanoelectrodos poliméricos con respecto a su longitud media

El andlisis de los nanoelectrodos poliméricos de los biochips 1 a 4 se llevé a cabo mediante voltametria ciclica tras
la precipitacion. Se midi6 la respuesta electroquimica de cada punto con una velocidad de barrido de 10 mV/s en una
disolucidén acuosa de LiClO, 0,1 M variando el potencial en un intervalo entre -0,1 V' y + 0,5 V frente a ECS.

La tabla 1 muestra la influencia del precipitado sobre los nanoelectrodos copoliméricos consistentes en el PPy/PPy-
ODN funcionalizado en nitrégeno con longitud variable. La tabla 1 muestra los valores de intensidad de los picos
de oxidacién de las respuestas voltamperométricas obtenidas sobre nanoelectrodos copoliméricos de PPy/PPy-ODN
funcionalizados en nitrégeno después de la hibridacién y la precipitacién. La medida de referencia estd representada
por el nanoelectrodo copolimérico PPy/PPy-MS5 en el que no tuvo lugar la hibridacién, y consecuentemente, no se
formo¢ precipitado. Se obtiene una intensidad menos importante, en el intervalo del 20-30%, sobre los nanoelectrodos
poliméricos en los que tuvo lugar la hibridacion y la formacién de un precipitado aislante. Los valores muestran que la
longitud del nanoelectrodo polimérico juega un papel importante en la sensibilidad de la medida. Los nanoelectrodos
se prepararon con una longitud media de 20 nm. La oxidacién Ip del punto no hibridado era de 35 nA (a un E = +0,35
V/ECS), mientras que la oxidacién Ip del punto hibridado con precipitado era de 27 nA (a un E = +0,35 V/ECS).
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TABLA 1
Longitud del nanoelectrodo polimérico de polimeros
PPy/PPy-ODN funcionalizados en N
20 nm 40 nm 60 nm 30 nm
intensidad (nA) precipitacion
punto hibridado 27 33 49 50
intensidad (nA) punto no
hibridado 35 45 65 73
proporcién entre la

intensidad CP/M5 (%) 23 27 25 32

La tabla 1 también muestra la influencia del precipitado sobre un nanoelectrodo copolimérico con una longitud
media de 40 nm. La oxidacién Ip del punto no hibridado era de 45 nA (a un E = +0,35 V/ECS), mientras que la
oxidacién Ip del punto hibridado con precipitado era de 33 nA (a un E = +0,35 V/ECS).

La tabla 1 también muestra la influencia del precipitado sobre un nanoelectrodo copolimérico con una longitud
media de 60 nm. La oxidacién Ip del punto no hibridado era de 65 nA (a un E = +0,35 V/ECS), mientras que la
oxidacién Ip del punto hibridado con precipitado era de 49 nA (a un E = +0,35 V/ECS).

Ademads, también se muestra en la tabla 1 la influencia del precipitado sobre un nanoelectrodo copolimérico con
una longitud media de 80 nm. La oxidacién Ip del punto no hibridado era de 73 nA (a un E = +0,35 V/ECS), mientras
que la oxidacién Ip del punto hibridado con precipitado era de 50 nA (a un E = +0,35 V/ECS).

La intensidad mas importante observada para un nanoelectrodo copolimérico PPy/PPy-CP funcionalizado en nitr6-
geno con respecto a un nanoelectrodo copolimérico ciego PPy/PPy-MS5 (funcionalizado en la posicién N) se obtiene
con nanoelectrodos poliméricos con una longitud de 80 nM. En este caso, la intensidad es aproximadamente un 30%
mads débil. Por lo tanto, la longitud 6ptima de la cadena en el caso de un nanoelectrodo copolimérico funcionalizado en
nitrégeno es de alrededor de 50-160 nm, muy preferida entre 80-120 nM. La formacién de un precipitado aislante so-
bre la superficie de un nanoelectrodo polimérico largo influye en la medida de los nanoelectrodos poliméricos. Cuanto
mads largos son los nanoelectrodos poliméricos, mas facil es que el precipitado se inserte entre los nanoelectrodos
poliméricos largos y que disminuya considerablemente la conductividad iénica.

Es importante mostrar la influencia del estado de oxidacién de los nanoelectrodos poliméricos, su longitud y su
estructura (posicion de la funcionalizacién por los oligonucleétidos) sobre su conductividad. El ajuste de la conducti-
vidad de los nanoelectrodos poliméricos es una de las principales ventajas del presente modo de fijacién con respecto
a otros procedimientos de inmovilizacién de oligonucleétidos conocidos en la materia. Las figuras 4, 5 muestran el
resultado de las medidas de espectroscopia de impedancia sobre unos nanoelectrodos poliméricos PPy/PPy-CP fun-
cionalizados en nitrégeno.

Adicionalmente, la posicion de la sustitucion de los oligonucleétidos en los pirroles monoméricos también permite
modular la conductividad de los nanoelectrodos poliméricos resultantes (fig. 6). Las diferentes posibles interacciones
entre los sustituyentes pueden provocar una torsién de las cadenas poliméricas. La estructura de un polimero funcio-
nalizado en 3 es mds favorable para la conductividad eléctrica porque la torsion es menos importante. La transferencia
electrénica de la cadena mejora, y la conductividad de los nanoelectrodos copoliméricos funcionalizados mejora con-
siderablemente en comparacién con un copolimero funcionalizado en N.

Las medidas se han realizado en una jaula de Faraday con objeto de minimizar el ruido de fondo. Se usé un filtro
para una correccidn de la estabilidad. Para cada frecuencia se ha hallado la media de tres medidas (Na = 3). El experto
en la materia puede seleccionar el potencial aplicado sobre el electrodo mediante las medidas habituales. El intervalo
de frecuencia seleccionado estd en el orden de100 kHz - 0,1 Hz. La amplitud de la entrada sinusoidal sefializada se
eligié a aproximadamente 40 mV.

La conductividad de los nanoelectrodos poliméricos puede mejorarse aumentando el estado de oxidacién de las
cadenas poliméricas (fig. 4). La estructura electrénica de los nanoelectrodos poliméricos del tipo polipirrol esté corre-
lacionada con el potencial de oxidacién impuesto. La movilidad de las cargas en la cadena conjugada del polimero
aumenta mediante un aumento en el potencial de oxidacién. Sin embargo, las medidas de impedancia se estdn haciendo
menos estables si las cadenas no estdn cercanas a su potencial de equilibrio.

La longitud de los nanoelectrodos poliméricos influye sobre la impedancia medida (fig. 5).
La longitud de los nanoelectrodos poliméricos influye sobre la impedancia medida de tal forma que cadenas mas

largas dan como resultado una medida de impedancia disminuida. Esto significa que las cadenas poliméricas largas
son mas conductores eléctricas que las cadenas poliméricas cortas.
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Ejemplo 3
Material

Los nanoelectrodos poliméricos fueron electrosintetizados mediante una gotita de 50 ul aplicada sobre el chip que
tenia integrados un electrodo de referencia y un contraelectrodo.

Como potenciostato se usé un VMP-2 de cuatro canales (Bio-logic Grenoble, Francia), los programas informaticos
para las medidas de cronoamperometria y de impedancia fueron: EGG y Bio-logic. Los nanoelectrodos poliméricos
se electrosintetizaron sobre un sustrato segtin se explic6 en el ejemplo 2, con un potencial aplicado de +0,75 V/ECS.
La disolucion para la electrosintesis de los nanoelectrodos copoliméricos era LiClO, 0,1 M en agua que contenia
mondémero de pirrol-OH funcionalizado en la posicién 3 0,1 M, y monémero de pirrol-ODN funcionalizado en la
posicién 3 (CP y M5) 25 uM. Se sintetizaron cuatro puntos con los nanoelectrodos copoliméricos PPY-OH/PPY-CP y
cuatro puntos con los nanoelectrodos copoliméricos PPY-OH/PPY-M5. La longitud de los nanoelectrodos poliméricos
sobre cada punto era diferente.

La hibridacion se realizé como sigue:

incubacién durante 1 h a temperatura ambiente seguida por la adicion de la disolucién de hibridacién
[ODN-bio]l = 1 uM

0

[ODN-bio]2 = 0,1 uM

0

[ODN-bio]3 = 1 nM

Procedimiento de marcaje

Incubacién durante 5 min a temperatura ambiente a una gotita de 30 ul de una disolucion de estreptavidina fosfatasa
alcalina (PAL) (concentracién de PAL como 1 mg/ml), esto es, 0,4 ul de PAL y 30 ul de THIX, que rindieron 400
ng/gotita sobre el biochip (8 puntos).

Procedimiento de precipitacion

La posicién de una disolucién de BM piirpura sustrato de AP sobre el biochip seguida por una incubacién de 40
min a temperatura ambiente sin exposicion a la luz.

Después de la etapa de incubacidn, los puntos y el biochip se lavaron con un tampén de lavado (TR).
Medidas de impedancia

Las medidas de impedancia se realizaron sobre puntos de cada nanoelectrodo polimérico del biochip (cuatro puntos
positivos (CP) y cuatro puntos ciegos (M5) en LiCIO, 0,1 M después de la precipitacion.

Las medidas de impedancia se realizaron en las mismas condiciones a las indicadas en el ejemplo 2.

La fig. 7 muestra la variacién en la comparacién de las respuestas de impedancia de los denominados nanoe-
lectrodos copoliméricos positivos en los que tuvieron lugar la hibridacién y la precipitacion, y la respuesta de los
nanoelectrodos copoliméricos negativos de calibrado en los que no tuvo lugar la hibridacién. Antes de la hibridacion,
la respuesta electroquimica de ambos nanoelectrodos copoliméricos es idéntica. Por lo tanto, incluso la secuencia
oligonucleotidica fijada (CP o M5) no influye sobre la conductividad de los nanoelectrodos poliméricos.

Las medidas de impedancia después de la hibridacidn y la precipitacién (fig. 8) confirman que la formacién de un
precipitado aislante sobre los nanoelectrodos poliméricos bloquea la transferencia idnica y la transferencia electrénica
en la interfase nanoelectrodos poliméricos/disolucién. La conductividad del nanoelectrodo polimérico se ve fuertemen-
te afectada, incluso para una cantidad muy pequefia de precipitado, lo que se correlaciona con una cantidad pequeiia
de oligonucleétidos diana hibridados. Esta técnica electroquimica estd perfectamente adaptada al sistema selecciona-
do, la precipitacion de un sustrato aislante, para detectar la hibridacion de los oligonucle6tidos. Para una longitud de
nanoelectrodo de aproximadamente 120 nM, se encontr6 que el precipitado estaba insertado considerablemente entre
la pluralidad individual de electrodos poliméricos, y disminuia su conductividad.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2298 730 T3

Las variaciones en la conductividad eléctrica de los nanoelectrodos copoliméricos son mds importantes cuando se
usan frecuencias débiles de entre 1 y 100 Hz (fig. 9).

La sensibilidad de deteccién es del orden de 1 pM, lo que es aproximadamente 10® moléculas/mL (fig. 10).

Las medidas de impedancia pueden llevarse a cabo en el sustrato tamp6n (figuras 12). Por lo tanto, es posible seguir
la evolucion de la reaccion de precipitacion en tiempo real. La deteccion de la hibridacién a través de la medicion ci-
nética de la precipitacion es mas rdpida y mas fiable, como el procedimiento comparativo de la medida de los médulos
de impedancia de los nanoelectrodos copoliméricos de calibracién y los nanoelectrodos copoliméricos positivos.

También se ha llevado a cabo un estudio de voltamperometria ciclica sobre nanoelectrodos copoliméricos funcio-
nalizados en 3 para una concentracién de un CP-bio diana de 1 nM (fig. 11). La intensidad de los picos de oxidacién
medidos sobre la respuesta de un nanoelectrodo copolimérico CP es un 40% mas débil que las medidas para el na-
noelectrodo copolimérico M5. Esta pérdida en la intensidad se correlaciona directamente con una disminucién de la
conductividad de los nanoelectrodos poliméricos. Esto es una consecuencia directa de la formacién de un precipita-
do aislante sobre la superficie de los nanoelectrodos poliméricos. Mediante esta técnica, también es posible detectar y
cuantificar el fendmeno de hibridacién. Se entiende que esta técnica también permite cuantificar ensayos con proteinas
o haptenos siempre que los ligandos especificos sean accesibles. Sin embargo, la sensibilidad disminuye ligeramente
cuando se compara con la espectroscopia de impedancia. Esta dltima técnica de deteccidn es por lo tanto preferida
debido a su facilidad de uso y también por la posibilidad de una miniaturizacién de los aparatos de medida.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para detectar una biomolécula diana en una muestra que comprende una pluralidad de biomolé-
culas, mediante el cual la biomolécula diana es provista directa o indirectamente con una etiqueta, que estd unida a un
agente generador de sefial, comprendiendo dicho agente generador de sefal una fraccidn catalitica activa que cataliza
la transformacién de una especie soluble adicional en un precipitado insoluble, comprendiendo dicho procedimiento
las etapas de:

a) proporcionar un soporte sélido con una pluralidad de ubicaciones espacialmente diferentes dispuestas en
su superficie, mediante lo cual al menos una ubicacion es conductora eléctrica, y una pluralidad de nanoe-
lectrodos flexibles individuales con biomoléculas sonda fijadas a los mismos unidas a dicha ubicacion,

b) poner la muestra en contacto con el soporte sélido que comprende dichas biomoléculas sonda, interactuando
asi la biomolécula sonda y la biomolécula diana,

¢) afadir la especie esencialmente soluble,

d) transformar la especie soluble en el precipitado insoluble, formando un depdsito esencialmente sobre o en
los nanoelectrodos, disminuyendo asf la flexibilidad de los nanoelectrodos

e) medir la conductividad eléctrica de la pluralidad de nanoelectrodos en al menos una ubicacién.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el valor de la conductividad eléctrica obtenida
en la etapa e) se compara con un valor obtenido antes de la etapa e).

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, caracterizado porque el cambio en la conductividad eléctrica se mide
mediante un procedimiento elegido del grupo formado por medidas amperométricas, voltametria de pulso diferencial,
cronoamperometria, medidas de impedancia.

4. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la fraccion ca-
talitica activa es un biocatalizador.

5. Procedimiento segtin la reivindicacién 4, caracterizado porque el biocatalizador es una enzima.

6. Procedimiento segtn la reivindicacién 5, caracterizado porque la enzima se elige del grupo formado por oxi-
dasas, peroxidasas, reductasas y deshidrogenasas, es muy preferido que la enzima sea una peroxidasa o una fosfatasa.

7. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la etiqueta com-
prende adicionalmente un complejo de biotina/avidina o de biotina/estreptavidina.

8. Procedimiento segun las reivindicaciones 6 6 7, caracterizado porque se fija una tnica biomolécula sonda a
cada nanoelectrodo.

9. Procedimiento segun las reivindicaciones 8 6 9, caracterizado porque se fijan dos o mds biomoléculas sonda a
cada nanoelectrodo, en el que las biomoléculas sonda son iguales o diferentes.

10. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la biomolécu-
la sonda se elige del grupo formado por oligonucledtidos, polipéptidos, proteinas, antigenos, anticuerpos, enzimas,
receptores y carbohidratos.

11. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la biomolécula
sonda y/o todos o una porcién de los nanoelectrodos comprenden adicionalmente un grupo donante de electrones.

12. Procedimiento segn la reivindicacién 11, caracterizado porque el grupo donante de electrones comprende un
complejo de un metal de transicion.

13. Procedimiento segtin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el soporte
solido es conductor eléctrico o es un aislante depositado sobre una capa conductora.

14. Procedimiento segitin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la biomolécula
diana es un oligonucleétido que comprende un segmento que es parcialmente complementario de la molécula sonda.

15. Procedimiento segtin la reivindicacién 14, caracterizado porque la etiqueta unida a una primera especie de
deteccion.

16. Procedimiento segtn la reivindicacion 15, caracterizado porque la primera especie de deteccién es un oligo-
nucledtido.
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17. Procedimiento segun la reivindicacién 16, caracterizado porque el oligonucle6tido comprende un segmento
que es parcialmente complementario de la biomolécula diana.

18. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la especie
esencialmente soluble se elige del grupo formado por 5-bromo-4-cloro-3-fosfato-1H-indol (BCIP), cloruro de azul de
nitrotetrazolio (nitrobluetetrazolium chloride, NBT), dimetilbencidina, diaminobencidina, 4-cloronaftol, 3-amino-3-
etilcarbazol, tetrametilbencidima (TMB).
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