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DESCRIPCION
Enzimas de acido nucleico multicomponentes y procedimientos para su uso.

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de prioridad de las Solicitudes de Patente Provisionales de Estados
Unidos N° 60/726.291 presentada el 13 de octubre de 2005 y 60/724.567 presentada el 7 de octubre de 2005,
respectivamente.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a &cidos nucleicos cataliticos multicomponentes y procedimientos para su uso. Mas
particularmente, la invencion se refiere a composiciones que comprenden enzimas de &cido nucleico
multicomponentes autoensamblables, procedimientos para preparar tales composiciones y procedimientos para usar
tales composiciones, incluyendo para detectar, identificar y/o cuantificar dianas tales como facilitadores de
ensamblaje y otras entidades detectando modificacién catalitica de sustratos por dichas enzimas de acido nucleico
multicomponentes.

Antecedentes de lainvencion

Las moléculas de acido nucleico pueden adoptar configuraciones estructurales secundarias que pueden conferir
actividad catalitica o enzimatica. La tecnologia de evolucién in vitro ha facilitado el descubrimiento y desarrollo de
tales &cidos nucleicos cataliticos, con frecuencia denominados “ADNzimas” o “ribozimas”, que son capaces de
catalizar una amplia serie de reacciones incluyendo escision de acidos nucleicos (Carmi y col., 1996; Raillard y
Joyce, 1996; Breaker, 1997; Santoro y Joyce, 1998), ligacion de éacidos nucleicos (Cuenoud y Szostak, 1995),
metalacion de porfirina (Li y Sen, 1996), y la formacién de enlaces carbono-carbono (Tarasow y col., 1997), enlaces
éster (lllangasekare y col., 1995) o enlaces amida (Lohse y Szostak, 1996).

En particular, se han caracterizado ADNzimas y ribozimas que escinden especificamente secuencias de &cido
nucleico definidas después de hibridar mediante formacion de pares de bases de Watson Crick. Las ADNzimas son
capaces de escindir moléculas de ARN (Breaker y Joyce, 1994; Santoro y Joyce, 1997) o ADN (Carmi y col., 1996).
Las moléculas de ARN cataliticas (ribozimas) también son capaces de escindir secuencias tanto de ARN (Haseloff y
Gerlach, 1988) como de ADN (Raillard y Joyce, 1996). La tasa de escision catalitica de la mayoria de enzimas de
acido nucleico depende de la presencia y concentracién de iones metalicos divalentes tales como Ba®", sr*", Mg”,
ca®, Ni**, Co®", Mn*", Zn®" y Pb*" (Santoro, y Joyce, 1998; Brown y col., 2003).

Los &cidos nucleicos cataliticos, tales como la ribozima cabeza de martillo y las ADNzimas 10:23 y 8:17, tienen
multiples dominios. Tienen un dominio catalitico conservado (nicleo catalitico) flanqueado por dos dominios de
unién de sustrato no conservados (‘“ramas de hibridacién”), que son regiones de secuencia que se unen
especificamente al sustrato. Haseloff y Gerlach obtuvieron por ingenieria genética la ribozima cabeza de martillo,
que se denominé asi por la estructura en tallo de bucle que junta los dos dominios conservados formando el nucleo
catalitico (Haseloff y Gerlach, 1988). Las ADNzimas “10:23" y “8:17” son capaces de escindir sustratos de &cido
nucleico en enlaces fosfodiéster de ARN especificos (Santoro y Joyce, 1997). La ADNzima 10:23 tiene un dominio
catalitico de 15 desoxinucleoétidos flanqueados por dos ramas de reconocimiento de sustrato. La ADNzima 8:17 tiene
un dominio catalitico de 14 desoxinucle6tidos que también esta flanqueado por dos ramas de reconocimiento de
sustrato.

Un &cido nucleico catalitico puede escindir un sustrato de acido nucleico con una secuencia diana que cumple los
requisitos minimos. La secuencia sustrato debe ser sustancialmente complementaria a las ramas de hibridacion del
acido nucleico catalitico y el sustrato debe contener una secuencia especifica en el sitio de escisiéon. Los requisitos
de la secuencia especifica en el sitio de escision incluyen, por ejemplo, una secuencia de ribonucledtido
purina:pirimidina para escisiéon por la ADNzima 10:23 (Santoro y Joyce, 1997) y la secuencia uridina:X para las
ribozimas cabeza de martillo (Perriman y col., 1992), en la que X puede equivaler a A, C, o U, pero no G.

Se ha mostrado que los acidos nucleicos cataliticos tuvieran solamente ciertas modificaciones en el area que forma
el nacleo catalitico (Perreault y col., 1990; Perreault y col., 1991; Zaborowska y col., 2002; Cruz y col., 2004;
Silverman, 2004)). Se enumeran ejemplos de secuencias responsables de actividad catalitica de ADNzimas en la
Tabla 1.

Tabla 1: Secuencias ejemplares para algunas ADNzimas activas y sus sustratos

Tipo de ADNzima Secuencia de ADNzima Secuencia de sustrato
8:17 (N)xTNNNAGCNNNWCGK(N)x (N)x (rN)x G (N")x
10:23 (N)XGGMTMGHNDNNNMGD(N)y (N)x rR Y (N')x

N = A, C, T, G o cualquier analogo; N’ = cualquier nucleétido complementario a N;(N)x o (N")x = cualquier nimero de
nucledtidos; W = A o T; K = A, G 0o AA; rN = cualquier base ribonucleotidica;(rN)x = cualquier numero de
ribonucledtidos; R=A0G;rY=CoU;M=AoC,H=A,CoT;D=G,Ao0T
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La sustitucién de ciertos desoxirribonucle6tidos para ciertos ribonucleétidos en ribozimas conocidas se ha intentado
en ciertas condiciones (McCall y col., 1992). Las ribozimas que se han convertido completamente a ADN no tienen
actividad debido a las diferencias conformacionales de ARN y ADN (Perreault y col., 1990). Estos estudios
demuestran que las enzimas de ARN no pueden modificarse en enzimas de ADN funcionales simplemente
reemplazando los ribonucle6tidos con desoxirribonucleétidos.

Ha habido algunos estudios que han intentado desarrollar ciertas ribozimas homodiméricas o heterodiméricas para
aplicaciones terapéuticas (Kuwabara y col., 1999; Kuwabara y col., 2000; Oshima y col., 2003). En estos estudios, el
nucleo catalitico de la ribozima comprendia solamente ribonucleotidos. Ademas, la capacidad de las ADNzimas para
actuar en formatos diméricos o multiméricos no se ha considerado, ni se ha proporcionado ninguna informacion
sobre como extrapolar de una ribozima dimérica a una ADNzima dimérica en lo que respecta a una posible
estructura de una ADNzima dimérica y actividad resultante.

Se han usado acidos nucleicos cataliticos en combinacion con protocolos de amplificacion in vitro como un medio
para generar una sefial detectable, permitiendo de este modo el control en tiempo real de secuencias diana de &acido
nucleico amplificadas (Todd y col., 2000) (documentos US 6.140.055; US 6.201.113; WO 99/45146;
PCT/IB99/00848; WO 99/50452). La deteccion de zimogeno (documentos US 6.140.055; US 6.201.113; WO
99/45146; PCT/IB99/00848; WO 99/50452), también conocido en la técnica como deteccion de DzyNA (Todd y col.,
2000), da como resultado amplificacion de sefial y diana simultadnea. Esto se produce debido a que las ADNzimas
cataliticas o ribozimas se coamplifican junto con secuencias diana para producir amplicones que actdan como
verdaderas enzimas capaces de renovacion multiple. Como tal, cada amplicon de acido nucleico catalitico escinde
multiples sustratos indicadores. Las ADNzimas y ribozimas se introducen en los amplicones usando cebadores con
marcadores 5’ que estan inactivos, secuencias antisentido de &cidos nucleicos cataliticos. Cuando estas secuencias
se copian durante la amplificacion in vitro las secuencias sentido cataliticamente activas se coamplifican junto con la
secuencia diana. El enfoque de zimégeno/DzyNA es muy flexible puesto que la amplificacién de sefial catalitica
puede ligarse a procedimientos de amplificacion de diana incluyendo PCR (reaccion en cadena de la polimerasa),
amplificacion de desplazamiento de cadena (“SDA”) o amplificacion de circulo rodante (“RCA”), que producen
amplicones de ADNzima; y procedimientos de amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos (“NASBA"),
replicaciéon de secuencia autosostenida (“3SR”) o amplificacién mediada por transcripcién (“TMA”) que producen
amplicones de ribozima. Ademas, puesto que se han descubierto o han evolucionado numerosas moléculas de
acido nucleico catalitico con una amplia serie de actividades cataliticas, el enfoque de zimdgeno puede usar un
sustrato indicador distinto de un acido nucleico en el que la lectura del ensayo depende de una modificacién quimica
distinta de escision de un sustrato de acido nucleico. El enfoque de zimégeno/DzyNA (Todd y col., 2000) o
NASBA/ribozima (documento WO 00/58505) puede considerarse sensible y Util pero existe potencial de ruido debido
a amplificacién de secuencias de cebadores.

Se ha usado NASBA para producir amplicones de ARN que contienen 4cido nucleico diana y una seccion del nucleo
catalitico de la ribozima cabeza de martillo (GAArA), introducida como secuencia antisentido marcada con un
cebador y después copiada (documento WO 00/58505). La secuencia adicional requerida para actividad catalitica
(CUrGANrGrA) se introdujo como secuencia sentido en una segunda molécula, que se marcé con un fluoréforo e
interruptor y que también sirvié como el sustrato indicador. Ciertas de las bases ribonucleotidicas (rN anterior) deben
permanecer como ribonucledtidos o se pierde la actividad de ribozima catalitica. Dos moléculas que consistian
completamente en ADN se consideraron incapaces de formar enzimas heterodiméricas cataliticamente activas
(documento WO 00/58505).

También se han usado &cidos nucleicos cataliticos para la deteccion de polimorfismos de nucleétido sencillo
(“SNP”). El requisito estricto de la formacién de pares de bases de Watson Crick entre las ramas de unién a acido
nucleico catalitico y el sustrato ha permitido el desarrollo de procedimientos que permiten la diferenciacion de
secuencias cortas cercanamente relacionadas. Se ha mostrado que las ADNzimas y ribozimas diferencian entre dos
secuencias que difieren en tan poco como una base sencilla (Cairns y col., 2000) (documento WO 99/50452). Xiao,
Y.y col. Chem. Biochem, 2004, 5, (3), 374-379 desvela ADNzimas que se autoensamblan en presencia de hemina,
peréxido de hidrégeno y luminol para generar quimioluminiscencia. El documento WO 2005/073405 A2 desvela
polinucledtidos cataliticos y su uso en la determinacion de un analito en un medio liquido. El documento WO
03/089650 A2 desvela moléculas sensoras de acido nucleico y procedimientos para la deteccidon y amplificacion de
agentes de sefializacion usando construcciones de &cido nucleico enziméticas, incluyendo semizimas y moléculas
sensoras de acido nucleico multicomponentes. Kossen, K. y col. Chemistry & Biology 2004, 11, 807-815 desvela
ensayos basados en ribozimas de alto rendimiento para la deteccion de acidos nucleicos virales que implican la
activacion de ligasas de “semi” ribozimas. Kossen, K. y col. RNA 2003, 9, 1058-1072 desvela deteccion ultrasensible
de acidos nucleicos usando “semi” ribozimas que estan desprovistas de actividad catalitica a no ser que se
completen por un acido nucleico de accion en trans.

Xiao, Y. y col. Chem. Biochem, 2004, 5, (3), 374-379 desvela ADNzimas que se autoensamblan en presencia de
hemina, peroxido de hidrégeno y luminol para generar quimioluminiscencia.

El documento WO 2005/073405 A2 desvela polinucle6tidos cataliticos y su uso en la determinacion de un analito en
un medio liquido.
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El documento WO 03/089650 A2 desvela moléculas sensoras de acido nucleico y procedimientos para la deteccion
y amplificaciéon de agentes de sefializacion usando construcciones de &acido nucleico enzimaticas, incluyendo
Semizimas y moléculas sensoras de acido nucleico multicomponentes.

Kossen, K. y col. Chemistry & Biology 2004, 11, 807-815 desvela ensayos basados en ribozimas de alto rendimiento
para la deteccién de &cidos nucleicos virales que implican la activacion de ligasas de “semi” ribozimas.

Kossen, K. y col. RNA 2003, 9, 1058-1072 desvela deteccion ultrasensible de acidos nucleicos usando “semi”
ribozimas que estan desprovistas de actividad catalitica a no ser que se completen por un acido nucleico de accion
en trans.

Las ADNzimas tienen propiedades que proporcionan ventajas sobre las ribozimas para ciertas aplicaciones in vitro.
El ADN es inherentemente mas estable que el ARN y por lo tanto es mas robusto con un mayor periodo de
caducidad. EI ADN puede almacenarse durante largos periodos a temperatura ambiente en solucién o en una forma
liofilizada. Las ADNzimas también son preferibles sobre la mayoria de enzimas proteicas en ciertas aplicaciones
debido a que, por ejemplo, no se desnaturalizan de forma irreversible por exposicion a altas temperaturas durante la
amplificacion.

Por lo tanto, existe una necesidad en curso en la técnica de procedimientos sencillos, rapidos y rentables para
detectar, identificar y cuantificar secuencias de acido nucleico y otras entidades, que preferentemente proporcionan
acidos nucleicos cataliticos basandose en ADNzimas y/o ribozimas.

Sumario de lainvencién

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion que comprende al
menos dos 0 mas componentes oligonucleotidicos en la que al menos un primer componente oligonucleotidico y un
segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia de un facilitador de ensamblaje de MNAzima
para formar une enzima de &cido nucleico multicomponente cataliticamente activa (MNAzima), en la que cada uno
de dicho al menos primer y dicho segundo componentes oligonucleotidicos comprenden una parte de rama de
sustrato, una parte de nucleo catalitico y una parte de rama sensora;

en la que tras el autoensamblaje, la parte de rama sensora de dichos primer y segundo componentes
oligonucleotidicos actia como ramas sensoras de la MNAzima, la parte de rama de sustrato de los primer y segundo
componentes oligonucleotidicos actia como ramas de sustrato de la MNAzima y la parte de nlcleo catalitico del
primer y segundo componentes oligonucleotidicos actia como un nuicleo catalitico de la MNAzima;

y en la que las ramas sensoras de la MNAzima interaccionan con dicho facilitador de ensamblaje de MNAzima para
mantener los primer y segundo componentes oligonucleotidicos en proximidad para asociacion de sus partes de
nucleo catalitico respectivas para formar el nacleo catalitico de la MNAzima, siendo capaz dicho nucleo catalitico de
modificar al menos un sustrato y en la que dichas ramas de sustrato de dicha MNAzima interaccionan con un
sustrato de modo que dicho nucleo catalitico de dicha MNAzima pueda modificar dicho sustrato.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje o sustrato puede comprender
ADN o un analogo del mismo.

El facilitador de ensamblaje puede ser una diana a identificar, detectar o cuantificar. La diana puede comprender un
acido nucleico. El &cido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende ADN, ADN metilado, ADN alquilado,
ARN, ARN metilado, microARN, ARNip, ARNhp, ARNt, ARNm, ARNnop, ARNtp, ARNmp, pre- y pri-microARN, otros
ARN no codificantes, ARN ribosémico, derivados de los mismos, amplicones o cualquier combinacion de los
mismos. El ARN ribosémico puede ser ARN ribosémico 16S.

La fuente del &cido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende sintética, de mamifero, humana, animal,
vegetal, fangica, bacteriana, viral, de arquea o cualquier combinacién de las mismas.

El &cido nucleico puede amplificarse. La amplificacion puede comprender uno o mas de: reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), amplificacion de desplazamiento de cadena (SDA), amplificacién isotérmica mediada por bucle
(LAMP), amplificacion de circulo rodante (RCA), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), amplificacion de
secuencia autosostenida (3SR), amplificacion basada en secuencia de acido nucleico (NASBA) o reaccion en
cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

La composicién puede comprender adicionalmente al menos un tercer componente oligonucleotidico que actlia para
estabilizar al menos una de dichas partes de rama de sustrato o partes de rama sensora.

Al menos uno de dicho facilitador de ensamblaje, dichos componentes oligonucleotidicos o sustrato o una
combinacién de los mismos puede estar comprendido por mas de una molécula.

Las partes del nucleo catalitico del primer componente oligoncucleotidico pueden seleccionarse del grupo que
comprende SEC ID N°: 149 -153, 155 - 157, 159 y 161, y las partes del nlcleo catalitico del segundo componente
oligonucleotidico pueden seleccionarse del grupo que comprende SEC ID N°: 166 -170y 172.
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La composicién puede comprender adicionalmente al menos un inhibidor de dicho autoensamblaje de dicha
MNAzima.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos o facilitador de ensamblaje, sustrato o una combinacion de
los mismos puede comprender adicionalmente al menos un aptamero o parte del mismo. El aptdmero o parte del
mismo puede estar comprendido por al menos uno de &cido nucleico, péptido, polipéptido o proteina o un derivado o
combinacion de los mismos.

La composicién puede comprender adicionalmente al menos un inhibidor de dicho autoensamblaje de dicha
MNAzima.

Al menos uno de dicho primer o dicho segundo componentes oligonucleotidicos o dicho facilitador de ensamblaje o
dicho sustrato puede comprender adicionalmente al menos una parte de secuencia autocomplementaria capaz de
formar una estructura de horquilla. La estructura de horquilla puede inhibir el autoensamblaje de dicha MNAzima. La
inhibicion del autoensamblaje puede retirarse al contactar un aptamero con una diana. El aptamero, o parte del
mismo, puede unirse a una diana seleccionada del grupo que comprende acidos nucleicos, proteinas,
glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos,
patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros, iones metalicos, sales metalicas,
priones o cualquier derivado, parte o combinaciones de los mismos.

El sustrato puede comprender un &cido nucleico o una proteina. El acido nucleico puede comprender al menos uno
de un &cido nucleico marcado, ARN, ADN, analogo de &cido nucleico, acido péptido nucleico, acido nucleico
bloqueado, quimera de acido nucleico-péptido o cualquier combinacion de los mismos. La proteina puede
comprender al menos uno de un anticuerpo, polipéptido, glucoproteina, lipoproteina o cualquier combinacion de los
mismos. El sustrato puede comprender adicionalmente al menos una nanoparticula o microparticula, o
combinaciones de las mismas. El sustrato puede unirse a un soporte insoluble o estar libre en solucion. El sustrato
puede comprender una parte detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacién de dicho sustrato por
dicha MNAzima, un efecto detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.

Las ramas de sustrato pueden interaccionar con dicho sustrato a través de la formacién de pares de bases
complementarias.

La modificacién de dicho sustrato por dicha MNAzima puede proporcionar un efecto detectable. La modificacién de
dicho sustrato puede seleccionarse del grupo que comprende escision, ligacion, metalacién de porfirina, formacién
de enlaces carbono-carbono, enlaces éster o enlaces amida o cualquier combinaciéon de los mismos. El efecto
detectable puede detectarse por espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmon superficial,
espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electrénico, espectroscopia de fluorescencia de polarizacion,
dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria, gammagrafia, procedimientos electrénicos,
espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, procedimientos enziméticos o cualquier combinacion de los mismos.
Puede medirse el efecto detectable, en el que la magnitud de dicha medicién es indicativa de la cantidad de una
diana.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, dicho facilitador de ensamblaje o dicho sustrato pueden
seleccionarse del grupo que comprende ADN, ARN, analogos de &cido nucleico, acidos péptido nucleicos, acidos
nucleicos bloqueados, quimeras de &cido nucleico-péptido o una combinacién de los mismos. El facilitador de
ensamblaje y dicho sustrato pueden comprender &cidos nucleicos que son completa o parcialmente
complementarios a al menos una parte de dichos primer o segundo componentes oligonucleotidicos. Al menos uno
de dichos componentes oligonucleotidicos, dicho facilitador de ensamblaje o dicho sustrato pueden comprender al
menos una sustitucion o adicion de nucledtidos seleccionada del grupo que comprende 4-acetilcitidina, 5-
(carboxihidroxilmetil)uridina,  2’-O-metilcitidina,  5-carboximetilaminometil  tiouridina,  dihidrouridina, 2'-O-
metilpseudouridina, beta D-galactosilqueosina, 2'-O-metilguanosina, inosina, Né6-isopenteniladenosina, 1-
metiladenosina, 1-metilpseudouridina, 1-metilguanosina, 1-metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-
metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metilcitidina, N6-metiladenosina, 7-metilguanosina, 5-metilaminometiluridina, 5-
metoxiaminometil-2-tiouridina, beta D-manosilmetiluridina, 5-metoxicarbonilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenosina, N-((9-beta-ribofuranosil-2-metiltiopurin-6-il)carbamoil)treonina, N-((9-beta-ribofurano-
silpurina-6-il)N-metilcarbamoil)treonina, metiléster de acido uridin-5-oxiacético, acido uridin-5-oxiacético (v),
wibutoxosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-tiouridina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, 5-metiluridina, N-
((9-beta-D-ribofuranosilpurin-6-il)carbamoil)treonina, 2'-O-metil-5-metiluridina, 2’-O-metiluridina, wibutosina, 3-(3-
amino-3-carboxipropil)uridina, beta D-arabinosil uridina, beta D-arabinosil timidina.

La composicidon puede comprender adicionalmente al menos un tercer componente oligonucleotidico y un cuarto
componente oligonucleotidico que se autoensamblan en presencia de al menos un facilitador de ensamblaje
adicional para formar al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional, en la que cada uno de dichos al
menos tercer y cuarto componentes oligonucleotidicos comprenden una parte de rama de sustrato, una parte de
nucleo catalitico y una parte de rama sensora;

en la que el autoensamblaje de al menos un tercer componente oligonucleotidico y un cuarto componente
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oligonucleotidico, la parte de rama sensora de dicho al menos tercer y dicho al menos cuarto componentes
oligonucleotidicos forman ramas sensoras de dicha al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional, la parte
de rama de sustrato de dicho al menos tercero y dicho al menos cuarto componentes oligonucleotidicos forman
ramas de sustrato de dicha al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional y la parte de nicleo catalitico de
dicho al menos tercer y dicho al menos cuarto componentes oligonucleotidicos forman un nucleo catalitico de dicha
al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional;

y en la que las ramas sensoras de dicha al menos una MNAzima adicional interaccionan con dicho al menos un
facilitador de ensamblaje adicional para mantener dicho al menos tercer y dicho al menos cuarto componentes
oligonucleotidicos en proximidad para asociacién de sus respectivas de nucleo catalitico para formar el ndcleo
catalitico de dicha al menos una MNAzima adicional, siendo capaz dicho nicleo catalitico de actuar en al menos un
sustrato adicional y en la que las ramas de sustrato de dicha al menos una MNAzima adicional interaccionan con al
menos un sustrato adicional de modo que el ndcleo catalitico de dicha al menos una MNAzima adicional puede
actuar en dicho al menos un sustrato adicional.

Cada uno de los sustratos adicionales pueden ser el mismo, diferente o una combinacion de los mismos.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para detectar la
presencia de al menos un facilitador de ensamblaje que comprende

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos, autoensamblandose al menos un primer
componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico en presencia de un facilitador de
ensamblaje para formar al menos una enzima de &cido nucleico multicomponente (MNAzima)
cataliticamente activa;

(b) poner en contacto los dos o mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que contiene
potencialmente el facilitador de ensamblaje en condiciones que permiten:

(2) el auto ensamblaje de dicha al menos una MNAzima cataliticamente activa y
(2) la actividad catalitica de dicha MNAzima; y

(c) determinar la presencia de la actividad catalitica de dicha al menos una MNAzima, siendo la presencia
de la actividad catalitica indicativa de la presencia de dicho al menos un facilitador de ensamblaje.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos o facilitador de ensamblaje puede estar comprendido por
ADN o un analogo del mismo.

El facilitador de ensamblaje puede ser una diana a identificar, detectar o cuantificar. La diana puede comprender un
acido nucleico. El &cido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende ADN, ADN metilado, ADN alquilado,
ARN, ARN metilado, microARN, ARNip, ARNhp, ARNm, ARNt, ARNnop, ARNtp, ARNmp, pre- y pri-microARN, otros
ARN no codificantes, ARN ribosémico, derivados de los mismos, amplicones de los mismos o cualquier combinacién
de los mismos. El ANR ribosémico puede ser ARN ribosémico 16S.

La fuente del &cido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende sintética, de mamifero, humana, animal,
vegetal, fingica, bacteriana, viral, de arquea o cualquier combinacién de las mismas.

El procedimiento puede comprender adicionalmente una etapa de amplificar el facilitador de ensamblaje. La etapa
de amplificar puede comprender uno o mas de: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacion de
desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplificacién de circulo
rodante (RCA), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), replicacion de secuencia autosostenida (3SR),
amplificacion basada en secuencia de acido nucleico (NASBA) o reaccion en cadena de la polimerasa de
transcripcion inversa (RT-PCR).

Al menos uno de dicho facilitador de ensamblaje, dichos componentes oligonucleotidicos o sustrato o una
combinacién de los mismos puede estar comprendido por mas de una molécula.

El procedimiento puede comprender adicionalmente la determinacién de la presencia de dicha actividad catalitica
durante o después de dicha amplificacion.

El autoensamblaje de la MNAzima puede requerir contacto del facilitador de ensamblaje con uno o ambos de dichos
primer y segundo componentes oligonucleotidicos.

El procedimiento puede comprender adicionalmente al menos un tercer componente oligonucleotidico que entra en
contacto con al menos una parte de uno o ambos de los primer y segundo componentes oligonucleotidicos para
autoensamblar la MNAzima. El tercer componente oligonucleotidico puede estar comprendido por mas de una
molécula.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para detectar la
presencia de al menos un facilitador de ensamblaje que comprende
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(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos, autoensamblando al menos un primer
componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico en presencia de al menos un
primer facilitador de ensamblaje para formar al menos una primera enzima de acido nucleico
multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa;

(b) proporcionar al menos un primer sustrato, siendo capaz dicho primer sustrato de modificarse por dicha
primera MNAzima, proporcionando dicha modificacién de dicho sustrato por dicha MNAzima un efecto
detectable;

(c) poner en contacto dichos dos o mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que contiene
potencialmente dicho al menos primer facilitador de ensamblaje en condiciones que permiten:

(1) el auto ensamblaje de dicha al menos primera MNAzima y
(2) la actividad catalitica de dicha al menos primera MNAzima; y

(d) detectar dicho efecto detectable.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje o sustrato pueden estar
comprendidos por ADN o un analogo del mismo.

El facilitador de ensamblaje puede ser una diana a identificar, detectar o cuantificar. La diana puede comprender un
acido nucleico. El acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende ADN, ADN metilado, ADN alquilado,
ARN, ARN metilado, microARN, ARNip, ARNhp, ARNm, ARNt, ARNnop, ARNtp, ARNmp, pre- y pri-microARN, otros
ARN no codificantes, ARN ribosémico, derivados de los mismos, amplicones o cualquier combinacion de los
mismos. El ARN ribosémico puede ser ARN ribosémico 16S.

La fuente del acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende sintética, de mamifero, humana, animal,
vegetal, fingica, bacteriana, viral, de arqueas o cualquier combinacién de las mismas.

El procedimiento puede comprender adicionalmente la etapa de amplificar el acido nucleico. La etapa de amplificar
puede comprender uno o mas de: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacién por desplazamiento de
cadena (SDA), amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP), amplificaciéon de circulo rodante (RCA),
amplificacion mediada por transcripcion (TMA), replicacién de secuencia autosostenida (3SR), amplificacion basada
en secuencia de &cido nucleico (NASBA) o reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR).

Al menos uno de dicho facilitador de ensamblaje o dicho primer o dicho segundo componentes oligonucleotidicos o
sustrato o combinacion de los mismos puede estar comprendido por mas de una molécula.

El procedimiento comprender adicionalmente detectar dicho efecto detectable durante o después de dicha
amplificacion. El efecto detectable puede ser indicativo de la presencia de dicho facilitador de ensamblaje. El efecto
detectable puede medirse cuantitativa o cualitativamente.

El sustrato puede ser un acido nucleico o una proteina. El acido nucleico puede comprender al menos uno de un
acido nucleico marcado, ARN, ADN, anélogo de acido nucleico, acido péptido nucleico, acido nucleico bloqueado,
quimera de &cido nucleico-péptido o cualquier combinacion de los mismos. La proteina comprende al menos uno de
un anticuerpo, polipéptido, glucoproteina, lipoproteina o cualquier combinacion de los mismos. El sustrato puede
comprender adicionalmente al menos uno de una nanoparticula o microparticula o combinacién de las mismas. El
sustrato puede unirse a un soporte insoluble o estar libre en solucion.

El sustrato puede comprender un &cido nucleico y dichas ramas de sustrato pueden interaccionar con dicho sustrato
a través de la formacion de pares de bases complementarios.

El sustrato puede comprender una parte detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacion del
sustrato por la MNAzima, un efecto detectable proporcionado por la parte detectable aumenta o se reduce. El efecto
detectable puede detectarse por espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmén superficial,
espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electrénico, espectroscopia de fluorescencia de polarizacion,
dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria, gammagrafia, procedimientos
electronicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, procedimientos enzimaticos o cualquier combinacion de
los mismos.

El procedimiento puede comprender adicionalmente amplificar el efecto detectable mediante el uso de una cascada
de amplificacion del efecto detectable. La cascada de amplificacion del efecto detectable puede comprender uno o
mas de una cascada de ribozima/ligasa, una cascada de enzima de acido nucleico circular, una cascada de enzima
proteica o0 una 0 mas enzimas unidas a un suporte, o cualquier combinacién de los mismos.

La modificacion de dicho sustrato puede seleccionarse del grupo que comprende escision, ligacién, metalacion de
porfirina, formacion de enlaces carbono-carbono, enlaces éster o enlaces amida.

El procedimiento puede comprender adicionalmente proporcionar al menos un tercer y cuarto componentes
oligonucleotidicos, siendo capaces dichos al menos tercer y al menos cuarto componentes oligonucleotidicos de
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autoensamblarse en presencia de al menos un facilitador de ensamblaje adicional para formar al menos una
MNAzima cataliticamente activa adicional y

en el que al menos un sustrato adicional esta presente en la muestra, siendo capaz dicho sustrato adicional de
modificarse por la MNAzima adicional, en el que dicha modificacion proporciona dicho efecto detectable adicional.

El al menos un efecto detectable adicional puede ser detectable de forma independiente.

El al menos uno de cada sustrato adicional puede unirse a un soporte insoluble de modo que solamente uno de una
parte detectable y una parte interruptora del sustrato adicional permanezcan unidos al soporte cuando dicho sustrato
adicional se modifica por dicha MNAzima adicional.

Un sustrato adicional puede unirse a al menos un soporte insoluble de modo que se produce un efecto detectable
cuando el sustrato se modifica por su MNAzima respectiva.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona un procedimiento para detectar la
presencia de al menos una diana que comprende

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos, siendo capaces al menos un primer
componente oligonucleotidico y al menos un segundo componente oligonucleotidico de autoensamblarse
en presencia de dicha diana para formar una enzima de acido nucleico multicomponente (MNAzima)
cataliticamente activa; y comprendiendo al menos uno de dicho primer y dicho segundo componentes
oligonucleotidicos al menos una parte de aptamero;

(b) poner en contacto dichos componentes oligonucleotidicos con una muestra que potencialmente contiene
dicha al menos una diana en condiciones que permiten:

(1) la unioén de dicha diana con dichas partes de aptamero y
(2) la actividad catalitica de la MNAzima; y

(c) determinar la presencia de la actividad catalitica de la MNAzima, siendo la presencia de la actividad
catalitica indicativa de la presencia de dicha diana.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos puede estar unido a un soporte sélido.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos puede estar comprendido por ADN o un anéalogo del
mismo.

La diana puede identificarse, detectarse o cuantificarse.

El procedimiento puede comprender adicionalmente al menos un tercer y cuarto componentes oligonucleotidicos,
siendo capaces dicho a menos tercer y al menos cuarto componentes oligonucleotidicos de autoensamblarse en
presencia de al menos una diana adicional para formar al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional.

y en el que al menos uno de dicho tercer o cuarto componentes oligonucleotidicos comprende al menos una parte
de aptamero adicional que se une a dicha al menos una diana adicional.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para detectar la
presencia de al menos una diana que comprende

(@) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos, siendo capaces al menos un primer
componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico de autoensamblarse en
presencia de al menos un facilitador de ensamblaje y dicha al menos una diana para formar al menos una
enzima de &cido nucleico multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa; y en el que al menos uno de
dicho primer o dicho segundo componentes oligonucleotidicos o dicho al menos un facilitador de
ensamblaje comprende adicionalmente al menos un aptamero o parte del mismo y en el que dicha diana es
capaz de unirse a dicho al menos un aptamero o parte del mismo;

(b) proporcionar al menos un inhibidor de dicho autoensamblaje de dicha MNAzima

(c) poner en contacto dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje de dicho inhibidor
con una muestra que potencialmente contiene dicha al menos una diana en condiciones que permiten:

(2) la unioén de dicha diana con dicho al menos un aptamero o parte del mismo,

(2) la actividad catalitica de dicha al menos una MNAzima; y

(3) la retirada de dicha inhibicion de dicho autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente
activa; y

(d) determinar la presencia de la actividad catalitica de dicha MNAzima, siendo la presencia de dicha
actividad catalitica indicativa de la presencia de dicha diana.

La al menos una diana puede seleccionarse del grupo que comprende proteinas, glucoproteinas, lipidos,
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lipoproteinas, células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos, patdgenos, toxinas,
contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros, iones metdlicos, sales metalicas, priones, acidos
nucleicos o cualquier derivado, parte o combinaciones de los mismos.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje o inhibidor puede estar unido a
un soporte insoluble.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje, aptdmero o parte de aptamero
puede comprender adicionalmente dicho inhibidor.

Al menos uno de dicho primer o dicho segundo componentes oligonucleotidicos o facilitador de ensamblaje puede
comprender adicionalmente una parte de secuencia autocomplementaria capaz de formar una estructura en
horquilla. La estructura de horquilla puede inhibir el autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa.

El aptdmero o parte del mismo puede estar comprendido por al menos uno de acido nucleico, péptido, polipéptido o
proteina o un derivado o combinacién de los mismos.

La inhibicion de autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa puede retirarse tras el contacto de dicho
aptamero o parte de aptamero con la diana.

El inhibidor puede ser capaz de unirse al menos a uno del grupo que comprende dicho aptamero o parte del mismo.

El inhibidor puede seleccionarse del grupo que comprende ARN, ADN, analogos de acidos nucleicos, acidos péptido
nucleicos, acidos nucleicos bloqueados, quimeras de acido nucleico-péptido o una combinacién de los mismos.

El procedimiento puede comprender adicionalmente proporciona un sustrato que puede modificarse por dicha
MNAzima para proporcionar un efecto detectable. La modificacion puede seleccionarse del grupo que comprende
escision, ligacion, metalacion de porfirina, formacién de enlaces carbono-carbono, enlaces éster o enlaces amida. El
sustrato puede no modificarse por dicho primer o segundo componentes oligonucleotidicos individualmente o por
tanto dicho primer como segundo componentes oligonucleotidicos en ausencia de dicho facilitador de ensamblaje y
dicha diana.

El sustrato puede comprender un &acido nucleico o una proteina. El acido nucleico comprende al menos uno de un
acido nucleico marcado, ARN, ADN, anélogo de acido nucleico, acido péptido nucleico, acido nucleico bloqueado,
quimera de acido nucleico-péptido o cualquier combinacion de los mismos. La proteina puede comprender al menos
uno de un anticuerpo, polipéptido, glucoproteina, lipoproteina o cualquier combinacién de los mismos.

El sustrato puede comprender adicionalmente al menos de una nanoparticula o microparticula o combinacion de las
mismas.

La deteccion del efecto detectable puede ser indicativa de dicha actividad catalitica de dicha MNAzima
cataliticamente activa y siendo dicha actividad catalitica indicativa de dicha diana. El efecto detectable puede
medirse cuantitativa o cualitativamente. El efecto detectable puede detectarse por espectroscopia de fluorescencia,
resonancia de plasmén superficial, espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electronico, espectroscopia
de fluorescencia de polarizacién, dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria,
gammagrafia, procedimientos electrénicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarroja, procedimientos
enzimaticos o cualquier combinacién de los mismos.

El sustrato puede comprender una parte detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacion de dicho
sustrato por dicha MNAzima, un efecto detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.

De acuerdo con la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia de al menos
una diana que comprende

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos siendo capaces al menos un primer
componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico de autoensamblarse en
presencia de al menos un primer facilitador de ensamblaje y dicha al menos una primera diana para formar
al menos una primera enzima de acido nucleico multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa;

(b) proporcionar al menos un primer sustrato, siendo capaz dicho primer sustrato de modificarse por dicha
al menos primera MNAzima, proporcionando dicha modificacion de dicho sustrato por dicha MNAzima un
efecto detectable;

(c) en el que al menos uno de dichos primer o dicho segundo componentes oligonucleotidicos o dicho al
menos un primer facilitador de ensamblaje o dicho al menos un primer sustrato comprende adicionalmente
un aptdmero y en el que dicha diana es capaz de unirse al menos a una parte de dicho aptdmero,
proporcionando al menos una primer inhibidor que es capaz de inhibir dicho autoensamblaje de dicha
MNAzima cataliticamente activa en ausencia de dicha diana;

(d) poner en contacto dichos componentes oligonucleotidicos, dicho facilitador de ensamblaje, dicho
sustrato y dicho inhibidor con una muestra que potencialmente contiene dicha diana en condiciones que
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permiten:

(1) la unioén de dicha diana con dicho aptamero,

(2) la retirada de dicha inhibicion de dicho autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente
activa; y

(3) la actividad catalitica de la MNAzima; y

(e) determinar la presencia de dicho efecto detectable detectando de este modo la presencia de dicha
diana.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos o facilitador de ensamblaje puede estar comprendido por
ADN o un analogo del mismo.

El aptamero, o parte del mismo, puede unirse a una diana seleccionada del grupo que comprende &cidos nucleicos,
proteinas, glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos,
patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros, iones metalicos, sales metalicas,
priones o cualquier derivado, parte o combinaciones de los mismos.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje, sustrato o inhibidor puede unirse
a un soporte insoluble.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje, aptdmero o parte de aptamero
puede comprender adicionalmente dicho inhibidor.

El aptdmero o parte del mismo puede estar comprendido por al menos uno de acido nucleico, péptido, polipéptido o
proteina o un derivado o combinacién de los mismos.

Al menos uno de dicho primer o segundo componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje o sustrato
puede comprender adicionalmente una parte de secuencia autocomplementaria capaz de formar una estructura en
horquilla. La estructura de horquilla puede inhibir el autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa. La
inhibicion del autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa puede retirarse tras el contacto de dicho
aptamero o parte de aptamero con la diana.

El inhibidor puede ser capaz de unirse al menos a uno del grupo que comprende dicho aptdmero o parte del mismo.
El inhibidor puede seleccionarse del grupo que comprende ARN, ADN, analogos de acido nucleico, acidos péptido
nucleicos, acidos nucleicos bloqueados, quimeras de acido nucleico-péptido o una combinacién de los mismos.

El sustrato puede comprender un acido nucleico o una proteina. El acido nucleico puede comprender al menos uno
de un &cido nucleico marcado, ARN, ADN, analogo de &cido nucleico, acido péptido nucleico, acido nucleico
bloqueado, quimera de acido nucleico-péptido o cualquier combinacion de los mismos. La proteina puede
comprender al menos uno de un anticuerpo, polipéptido, glucoproteina, lipoproteina o cualquier combinacion de los
mismos.

El sustrato puede comprender adicionalmente al menos una nanoparticula o microparticula o combinacion de las
mismas.

La deteccion de dicho efecto detectable puede detectar la presencia de dicha diana. El efecto detectable puede
medirse cuantitativa o cualitativamente. El efecto detectable puede detectarse por espectroscopia de fluorescencia,
resonancia de plasman superficial, espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electronico, espectroscopia
de fluorescencia de polarizacién, dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria,
gammagrafia, procedimientos electronicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, procedimientos
enzimaticos o cualquier combinacion de los mismos.

El sustrato puede comprender una parte detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacion de dicho
sustrato por dicha MNAzima, un efecto detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.
La modificacion puede seleccionarse del grupo que comprende, escision, ligacion, metalacién de porfirina, formacion
de enlaces carbono-carbono, enlaces éster o enlaces amida.

El procedimiento puede comprender adicionalmente proporcionar al menos un tercero y cuarto componentes
oligonucleotidicos, siendo capaces dicho al menos tercer y al menos cuarto componentes oligonucleotidicos de
autoensamblarse en presencia de al menos un facilitador de ensamblaje adicional y al menos una diana adicional
para formar al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional y

en el que al menos un sustrato adicional estd presente en la muestra, siendo capaz dicho sustrato adicional de
modificarse por la MNAzima adicional, proporcionando dicha modificacion un efecto detectable adicional;

y en el que al menos uno de dicho tercer o cuarto componente oligonucleotidico o dichos facilitador de ensamblaje
adicional o dicho sustrato adicional comprende adicionalmente al menos un aptamero adicional que se une a dicha
al menos una diana adicional;
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en el que al menos una molécula inhibidora adicional entra en contacto con una parte de dicho aptamero adicional,
inhibiendo de este modo dicho autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa adicional en ausencia de
dicha diana adicional; y

en el que dicho al menos un facilitador de ensamblaje adicional entra en contacto con al menos una parte de dichos
componentes oligonucleotidicos adicionales.

El al menos un efecto detectable adicional puede ser detectable de forma independiente.
Cada uno de los sustratos adicionales puede ser el mismo, diferente o una combinacién de los mismos.

Al menos uno de cada sustrato adicional puede unirse a un soporte insoluble de modo que solamente uno de una
parte detectable y una parte interruptora del sustrato adicional permanecen unidos al soporte cuando dicho sustrato
adicional se modifica por dicha MNAzima adicional.

De acuerdo con la presente invencién, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia de al menos una
variante de secuencia de acido nucleico que comprende

(a) proporcionar dos 0 mas componentes oligonucleotidicos, en el que al menos un primer componente
oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia de una
secuencia variante de un &acido nucleico para formar una enzima de &cido nucleico multicomponente
(MNAzima) cataliticamente activa;

(b) proporcionar al menos un sustrato, siendo capaz dicho sustrato de modificarse por dicha primera
MNAzima, en el que dicha modificacion de dicho sustrato por dicha MNAzima proporciona un efecto
detectable;

(c) poner en contacto los dos 0 mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que potencialmente
contiene dicha variante de secuencia en condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa y
(2) la actividad catalitica de dicha MNAzima; y

(d) determinar la presencia de dicho efecto detectable detectando de este modo la presencia de dicha al
menos una secuencia variante.

La variante de secuencia puede seleccionarse del grupo que comprende polimorfismos de nucleétido sencillo,
polimorfismos de mudltiples nucledtidos, inserciones, deleciones, duplicaciones, traslocaciones, variantes de
secuencia de desplazamiento de fase, variantes de secuencia sin sentido o cualquier combinacién de las mismas.
La variante de secuencia puede estar presente en ADN o ARN.

Uno o ambos de dicho primer componente oligonucleotidico y dicho segundo componente oligonucleotidico pueden
estar comprendidos por mas de una molécula,

La muestra que contiene dicha variante de secuencia puede seleccionarse del grupo que comprende ADN no
metilado o metilado modificado con bisulfito, ARN metilado o no metilado modificado con bisulfito, al menos un
amplicon de ADN metilado o no metilado modificado con un bisulfito, al menos un amplicon de ARN metilado o no
metilado modificado con bisulfito o una combinacion de los mismos.

El auto ensamblaje de la enzima de acido nucleico multicomponente puede requerir contacto de al menos una parte
de uno o ambos del primer y segundo componente oligonucleotidicos con el acido nucleico que comprende dicha
variante de secuencia.

El procedimiento puede comprender adicionalmente una etapa de amplificar el acido nucleico que contiene dichas
variantes de secuencia. La etapa de amplificacién puede comprender uno o méas de: reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR), amplificacion de desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion isotérmica mediada por bucle
(LAMP), amplificacién de circulo rodante (RCA), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), replicacion de
secuencia autosostenida (3SR), amplificacién basada en secuencia de acido nucleico (NASBA) o reacciéon en
cadena de la polimerasa de transcripcién inversa (RT-PCR). El procedimiento puede comprender adicionalmente la
determinacion de la presencia de dicha variante de secuencia de &cido nucleico durante o después de dicha
amplificacion.

El efecto detectable puede detectarse por espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmén superficial,
espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electrénico, espectroscopia de fluorescencia de polarizacion,
dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria, gammagrafia, procedimientos
electronicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, procedimientos enziméticos o cualquier combinacion de
los mismos.

El sustrato puede comprender una parte detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacion de dicho
sustrato por dicha MNAzima, un efecto detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.
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El sustrato puede estar unido a un soporte insoluble o libre en solucién.

La modificacion puede seleccionarse del grupo que comprende escision, ligacion, metalacion de porfirina, formacion
de enlaces carbono-carbono, enlaces estéricos o enlaces de amida.

El procedimiento puede comprender adicionalmente

(a) proporcionar al menos un tercer componente oligonucleotidico y al menos un cuarto componente
oligonucleotidico que se autoensambla en presencia de al menos una variante de secuencia de acido
nucleico adicional para formar al menos una enzima de &cido nucleico multicomponente (MNAzima)
cataliticamente activa adicional;

(b) poner en contacto dicho al menos tercer y al menos cuarto componentes oligonucleotidicos con una
muestra que potencialmente contiene al menos una variante de secuencia de acido nucleico adicional en
presencia de al menos un sustrato adicional capaz de modificarse por dicha al menos una MNAzima
adicional, en el que dicha modificacion de dicho al menos un sustrato adicional proporciona al menos un
efecto detectable adicional en condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de al menos una MNAzima y
(2) la actividad catalitica de al menos una MNAzima; y

(c) detectar dicho al menos un efecto detectable adicional, detectando de este modo la presencia de dicha
al menos una variante de secuencia adicional.

El al menos un efecto detectable adicional puede ser detectable de forma independiente.
Cada uno de los sustratos adicionales pueden ser el mismo, diferente 0 una combinacion de los mismos.

El procedimiento puede comprender adicionalmente proporcionar un soporte insoluble que tiene dicho sustrato unido
al mismo.

Al menos uno de cada sustrato adicional puede unirse a un soporte insoluble de modo que solamente uno de una
parte detectable y una parte interruptora del sustrato adicional permanecen unidos al soporte cuando dicho sustrato
adicional se modifica por dicha MNAzima adicional.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia de una variante
de secuencia de un &cido nucleico que comprende

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos que comprenden al menos un primer
componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico capaz de autoensamblarse en
presencia de un &cido nucleico para formar al menos una primera enzima de acido nucleico
multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa;

(b) poner en contacto los dos o mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que contiene
potencialmente el acido nucleico, en presencia de al menos un primer sustrato modificable por dicha al
menos una primera MNAzima, comprendiendo el sustrato una parte detectable capaz de proporcionar al
menos un primer efecto detectable tras la modificacion del sustrato por dicha al menos una primera
MNAzima en condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de la MNAzima y
(2) la actividad catalitica de la MNAzima; y

(c) en el que la ausencia de la actividad catalitica es indicativa de la presencia de una variante de secuencia
en dicho &cido nucleico.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para detectar la presencia de al menos un
acido nucleico metilado que comprende

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos, en el que al menos un primer componente
oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia de acido
nucleico metilado para formar al menos una enzima de &cido nucleico multicomponente (MNAzima)
cataliticamente activa;

(b) proporcionar al menos un primer sustrato, siendo capaz dicho primer sustrato de modificarse por dicha
primera MNAzima, en el que dicha modificacién de dicho sustrato por dicha MNAzima proporciona al
menos una primer efecto detectable;

(c) poner en contacto los dos 0 mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que potencialmente
contiene el &cido nucleico metilado en condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de la MNAzima cataliticamente activa y
(2) la actividad catalitica de la MNAzima; y
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(d) determinar la presencia de dicho al menos un efecto detectable detectando de este modo la presencia
de dicho al menos un acido nucleico metilado.

Las condiciones pueden comprender adicionalmente una temperatura que facilita la hibridacién de dicha MNAzima
con dicho &cido nucleico metilado pero no con &cido nucleico no metilado.

El procedimiento puede comprender adicionalmente amplificar el efecto detectable mediante el uso de una cascada
de amplificacion del efecto detectable. La cascada de amplificacion del efecto detectable puede comprender uno o
mas de una cascada de ribozima/ligasa, una cascada de enzima de acido nucleico circular, una cascada de enzima
proteica o0 una 0 mas enzimas unidas a un suporte, o cualquier combinacién de las mismas.

La fuente de dicho acido nucleico metilado puede seleccionarse del grupo que comprende sintética, de mamifero,
humana, animal, vegetal, fingica, bacteriana, viral, de arqueas o cualquier combinacién de las mismas.

El &cido nucleico metilado puede seleccionarse del grupo que comprende ARN metilado o ADN metilado.

El autoensamblaje de la enzima de acido nucleico multicomponente puede requerir contacto del acido nucleico
metilado con uno o ambos de los primer y segundo componentes oligonucleotidicos.

El procedimiento puede comprender adicionalmente proporcionar un soporte insoluble que tiene al menos uno de
dicho sustrato o dicho primer o segundo componentes oligonucleotidicos 0 una combinacién de los mismos unidos al
mismo.

El efecto detectable puede detectarse por espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmén superficial,
espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electrénico, espectroscopia de fluorescencia de polarizacion,
dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria, gammagrafia, procedimientos
electrénicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, procedimientos enzimaticos o cualquier combinacién de
los mismos.

El sustrato puede comprender una parte detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacion de dicho
sustrato por dicha MNAzima, un efecto detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.

La modificacion puede seleccionarse del grupo que comprende escision, ligacion, metalacion de porfirina, formacién
de enlaces carbono-carbono, enlaces estéricos o enlaces de amida.

El procedimiento puede comprender adicionalmente proporcionar al menos un tercer y cuarto componentes
oligonucleotidicos, siendo capaces dicho al menos tercer y al menos cuarto componentes oligonucleotidicos de
autoensamblarse en presencia de al menos un &cido nucleico metilado adicional para formar al menos una
MNAzima cataliticamente activa adicional y

en el que al menos un sustrato adicional estd presente en la muestra, siendo capaz dicho sustrato adicional de
modificarse por dicha MNAzima adicional, en el que dicha modificacién proporciona dicho efecto detectable
adicional.

El al menos un efecto detectable adicional puede ser detectable de forma independiente.
Cada uno de los sustratos adicionales pueden ser el mismo, diferente o una combinacién de los mismos.

Al menos uno de dicho sustrato adicional puede estar unido a un soporte insoluble de modo que solamente uno de
una parte detectable adicional y una parte interruptora adicional del sustrato adicional permanece unido al soporte
cuando dicho sustrato adicional se modifica por dicha MNAzima adicional.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para detectar al menos un facilitador de
ensamblaje usando una cascada de amplificacion que comprende

(a) proporcionar dos o mas componentes oligonucleotidicos que comprenden al menos un primer
componente oligonucleotidico y al menos un segundo componente oligonucleotidico que se autoensamblan
en presencia de al menos un primer facilitador de ensamblaje para formar al menos una primera enzima de
acido nucleico multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa;

(b) proporcionar un soporte insoluble que tiene al menos un primer sustrato unido al mismo, siendo capaz
dicho primer sustrato de modificarse por dicha MNAzima, en el que dicho primer sustrato comprende al
menos una tercera molécula que comprende al menos una primera enzima cataliticamente activa que se
libera tras la modificacion de un sustrato por dicha primera MNAzima;

(c) poner en contacto dichos dos o mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que
potencialmente contiene dicho facilitador de ensamblaje, en presencia de dicho soporte insoluble que tiene
dicho primer sustrato unido al mismo en condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de dicha MNAzima y
(2) la actividad catalitica de dicha MNAzima; y
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(d) proporcionar un soporte insoluble que tiene al menos un segundo sustrato unido al mismo, siendo dicho
segundo sustrato escindible por dicha primera enzima cataliticamente activa en el que dicho segundo
sustrato comprende al menos una cuarta molécula que comprende al menos un resto detectable que se
libera tras la modificacion de dicho segundo sustrato por dicha primera enzima; y

(e) en el que dicha primera enzima cataliticamente activa modifica una pluralidad de dicho segundo sustrato
liberando de este modo una pluralidad de restos detectables

(f) en el que dicho restos detectables son detectables después de la modificacion de dicho segundo
sustrato por dicha primera enzima cataliticamente activa y

(9) en el que la deteccion de dichos restos detectables es indicativa de la presencia de dicho facilitador del
ensamblaje.

Los restos detectables pueden comprender adicionalmente una segunda enzima cataliticamente activa adicional
capaz de modificar dicho primer sustrato liberando de este modo enzima cataliticamente activa adicional. Al menos
una de dicha primera o dicha segunda enzima cataliticamente activa puede seleccionarse del grupo que comprende
MNAzimas, ADNzimas, ribozimas, enzimas hidroliticas, endonucleasas de restriccion, exonucleasas, proteasas,
proteinasas, hidrolasas, liticasas, peptidasas, dipeptidasas, esterasas, caspasas, catepsinas, desulfhidrasas,
amidasas, glucosidasas.

El facilitador de ensamblaje puede comprender una diana a identificar, detectar o cuantificar. La diana puede
seleccionarse del grupo que comprende acidos nucleicos, proteinas, glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células,
virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos, patdégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas
pequefias, polimeros, iones metalicos, sales metdlicas, priones, acidos nucleicos o cualquier derivado, parte o
combinacion de los mismos. El acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende ADN, ADN metilado,
ADN alquilado, ARN, ARN metilado, microARN, ARNip, ARNhp, ARNm, ARNt, ARNnop, ARNtp, ARNmp, pre-y pri-
microARN y otros ARN no codificantes, ARN ribosémico, derivados de los mismos, amplicones de los mismos o
cualquier combinacién de los mismos.

De acuerdo con la presente divulgacion, se proporciona un procedimiento para detectar una diana usando una
cascada de amplificacion de sefial mediada por MNAzima que comprende

(a) proporcionar un primer componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico que
se autoensamblan en presencia de dicha diana para formar una primera enzima de acido nucleico
multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa;

(b) proporcionar un soporte insoluble que tiene un primer y un segundo sustrato unido al mismo, siendo
capaces dicho primer y segundo sustrato de modificarse por dicha primera MNAzima, en el que dicho
primer y segundo sustratos comprenden al menos un tercer y un cuarto componentes oligonucleotidicos
respectivamente, capaces de formar una segunda MNAzima cataliticamente activa, en el que dicho tercer y
cuarto componentes oligonucleotidicos se liberan tras la modificacion de dicho primer y segundo sustratos
por dicha primera MNAzima;

(c) proporcionar dicho soporte insoluble que tiene un tercer y un cuarto sustrato unido al mismo, siendo
capaces dicho tercer y cuartos sustratos de modificarse por dicha segunda MNAzima, comprendiendo dicho
tercer y cuarto sustratos al menos un quinto y un sexto componentes oligonucleotidicos respectivamente,
capaces de formar una tercera MNAzima cataliticamente activa, en el que dicho quinto y dicho sexto
componentes oligonucleotidicos se liberan tras la modificacion de dicho tercer y cuarto sustratos por dicha
segunda MNAzima 'y

(d) proporcionar un facilitador de ensamblaje capaz de facilitar el ensamblaje de dicha segunda y dicha
tercera MNAzima;

(e) proporcionar un quinto sustrato que es capaz de modificarse por dicha segunda MNAzima para
proporcionar un efecto detectable;

(f) poner en contacto dichos primer y segundo componentes oligonucleotidicos con una muestra que
potencialmente contiene dicha diana, en presencia de dicho facilitador de ensamblaje y en presencia de
dicho soporte insoluble que tiene dichos primer, segundo, tercer y cuartos sustratos unidos al mismo en
condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de dicha primera, segunda y tercera MNAzimas y
(2) la actividad catalitica de dicha primera, segunda y tercera MNAzimas;

(g) en el que dicha tercera MNAzima modifica dichos primer y segundo sustratos proporcionando de este
modo adicionalmente dicha segunda MNAzima modificando dicha segunda MNAzima adicionalmente al
menos uno de dichos tercer, cuarto y quinto sustratos proporcionando de este modo adicionalmente dicha
tercera MNAzima, proporcionando de este modo adicionalmente dicho efecto detectable y

(h) en el que la deteccidon de dicho efecto detectable es indicativa de la presencia de dicha diana.

La diana puede identificarse, detectarse o cuantificarse. La diana puede seleccionarse del grupo que comprende
acidos nucleicos, proteinas, glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células, virus, bacterias, arqueas, hongos,
anticuerpos, metabolitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros, iones
metadlicos, sales metalicas, priones, acidos nucleicos o cualquier derivado, parte 0 combinacién de los mismos. El
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acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende ADN, ADN metilado, ADN alquilado, ARN, ARN
metilado, microARN, ARNip, ARNhp, ARNm, ARNt, ARNnop, ARNtp, ARNmp, pre- y pri-microARN y otros ARN no
codificantes, ARN ribosémico, derivados de los mismos, amplicones de los mismos o cualquier combinacion de los
mismos.

El quinto sustrato puede ser el mismo que o diferente de uno cualquiera de dichos primer, segundo, tercer o cuarto
sustratos.

Cada uno de dichos primer, segundo, tercer o cuarto sustratos puede estar presente en el mismo soporte sélido o
diferentes soportes sélidos o cualquiera combinacién de los mismos.

La modificacion de al menos uno de dichos primer, segundo, tercero o cuarto sustratos puede proporcionar
adicionalmente un efecto detectable.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un procedimiento para preparar una pluralidad de enzimas de
acido nucleico multicomponentes (MNAzima) que reconocen cada una al menos un facilitador de ensamblaje y
modifican un sustrato comprendiendo el método:

(a) proporcionar una pluralidad de facilitadores de ensamblaje para identificar, detectar o cuantificar,

(b) disefiar dos 0 mas componentes oligonucleotidicos en los que al menos un primer componente oligonucleotidico
y un segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia de un facilitador de ensamblaje para
formar una enzima de acido nucleico multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa en el que cada uno de los
al menos primer y segundo componentes oligonucleotidicos comprenden una parte de rama de sustrato, una parte
de nucleo catalitico y una parte de rama sensora,

en el que tras el autoensamblaje, la parte de rama sensora de los primer y segundo componentes oligonucleotidicos
forman ramas sensoras de la MNAzima, la parte de rama de sustrato de los primer y segundo componentes
oligonucleotidicos forman ramas de sustrato de la MNAzima y la parte de nicleo catalitico de los primer y segundo
componentes oligonucleotidicos forma un nucleo catalitico de la MNAzima;

y en el que las ramas sensoras de la MNAzima interaccionan con un facilitador de ensamblaje para mantener los
primer y segundo componentes oligonucleotidicos en proximidad para asociacion de sus partes de nucleo catalitico
respectivas para formar el ndcleo catalitico de la MNAzima, siendo capaz dicho ndcleo catalitico de actuar en al
menos un sustrato y en el que las ramas de sustrato de la MNAzima interaccionan con un sustrato de modo que el
nucleo catalitico de la MNAzima puede modificar dicho sustrato;

(c) alterar dichos dos 0 mas componentes oligonucleotidicos de modo que la parte de rama de sustrato y la parte de
nucleo catalitico de los primer y segundo componentes oligonucleotidicos es constante y la parte de rama sensora
de al menos uno de los primer y segundo componentes oligonucleotidicos se adapta para reconocer otro de la
pluralidad de facilitadores de ensamblaje, y

(d) repetir la etapa de alteracién para cada uno de la pluralidad de facilitadores de ensamblaje.

De acuerdo con la presente divulgacion, se proporciona un kit para detectar la presencia de una pluralidad de dianas
que comprenden una pluralidad de componentes oligonucleotidicos disefiados para ensamblar una pluralidad de
MNAzimas correspondiendo cada una a al menos una de una pluralidad de dianas y al menos un sustrato.

De acuerdo con la presente divulgacion, se proporciona un kit para ensamblar una pluralidad de MNAzimas que
comprenden una pluralidad de facilitadores de ensamblaje, una pluralidad de componentes oligonucleotidicos
disefiados para ensamblar una pluralidad de MNAzimas correspondiendo cada una a cada uno de la pluralidad de
facilitadores de ensamblaje y al menos un sustrato.

De acuerdo con la presente divulgacién, se proporciona un kit para detectar una diana que comprende una
pluralidad de componentes oligonucleotidicos disefiados para ensamblar una MNAzima que corresponde a la diana
y un sustrato.

Breve descripcién de los dibujos

Se describird ahora una realizacion preferida de la presente invencion, solamente como ejemplo, con referencia a
los dibujos adjuntos en los que:

Figura 1: Disefio para una MNAzima: se muestra una representacion de un disefio ejemplar para una MNAzima,
en la que las partes de rama de sustrato (A) de las partezimas A y B se unen a un sustrato indicador, al que se une
un marcador fluorescente (izquierda) y un interruptor (derecha). Las partes del nicleo catalitico (C) se localizan entre
las partes de rama de sustrato (A) y las partes de rama sensora (B). Tras la unién de las partes de ramas sensoras
(B) a una diana, el sustrato indicador se escinde en el Sitio de Escision de MNAzima, aumentando de este modo la
fluorescencia.
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Figura 2: Estrategias para deteccion de diana mediada por MNAzima: se muestra un diagrama de flujo que
muestra las aplicaciones ejemplares de procedimientos para la deteccion de diana usando MNAzimas. Las
MNAzimas pueden usarse para (1) deteccion directa; (2) detectar amplicones generados, por ejemplo por, PCR,
SDA, LAMP, RCA, TMA, 3SR o NASBA durante, o después de, la amplificacion; y (3) iniciar una cascada de
amplificacion de sefial.

Figura 3: Procedimientos para deteccidon de dianas usando una NdNAzima y sustrato genéricos anclados: se
muestra una representacion de MNAzimas ejemplares y un procedimiento para deteccion de diana usando
MNAzimas que escinden sustratos ligados a un soporte. En esta realizacion, la MNAzima se forma solamente en
presencia de un facilitador de ensamblaje (diana). Cuando la MNAzima escinde el sustrato unido entre un fluoréforo
e interruptor, se genera una sefial. Como se muestra aqui, tras la escision entre el fluoréforo F y el interruptor Q, hay
un aumento resultante de fluorescencia. En general, el procedimiento puede disefiarse de modo que el fluoréforo F o
interruptor Q puedan permanecer unidos al soporte una vez que se produce la escision. Panel (i): El soporte
mostrado tiene solamente un sustrato unido al mismo. Panel (ii): Puede haber mdltiples sustratos ligados en
diferentes posiciones. Cada sustrato puede escindirse solamente por una MNAzima formada en presencia de una
molécula facilitadora de ensamblaje de MNAzima especifica. Aqui, las dianas 1y 2 facilitan el autoensamblaje de las
MNAzimas 1 y 2 respectivamente. Por lo tanto, en este ejemplo la MNAzima 1 solamente se autoensambla en
presencia de la diana 1 y solamente escinde el sustrato 1. De forma similar, la MNAzima 2 solamente se
autoensambla en presencia de la diana 2 y solamente escinde el sustrato 2. La sefial puede localizarse
posicionando el sustrato en la superficie, permitiendo de este modo la deteccion especifica de diferentes
facilitadores de ensamblaje.

Figura 4: Procedimientos ejemplares para deteccion de diana: se muestran ejemplos de procedimientos que
usan una MNAzima para detectar un analito diana (An), por ejemplo, incluyendo pero sin limitacién una proteina o
molécula pequefia. Este ejemplo muestra la generacién de una sefial por escision de MNAzima de un sustrato
marcado con un fluoréforo (F) y un interruptor (Q). Los disefios generales podrian usarse en otros formatos, por lo
que la sefial se genera por una modificacion distinta de escision y/o cuando la lectura no es fluorescente, pero, por
ejemplo, es colorimétrica, radiactiva, etc. Se ilustran tres estrategias generales en esta figura. (i) Un aptdmero para
union de un analito diana se liga a una partezima (una apta-partezima). Esta molécula tiene autocomplementariedad
y no puede contribuir al ensamblaje de MNAzima activa en ausencia del analito diana. También se proporciona una
segunda partezima, un sustrato y un facilitador de ensamblaje. Cuando un analito diana especifico se une al dominio
de aptamero, las bases complementarias dentro de la apta-partezima se separan permitiendo que la apta-partezima
adopte una conformacién por la que contribuye a activar el ensamblaje de MNAzima. La MNAzima activa puede
escindir el sustrato y generar fluorescencia. (ii)) Un aptamero para unién de un analito diana esta ligado a un
facilitador de ensamblaje. Esta molécula tiene autocomplementariedad y no puede dirigir las partezimas para que se
alineen y ensamblen una MNAzima activa en ausencia de analito diana. También se proporcionan dos partezimas y
un sustrato. Cuando un analito diana especifico se une al dominio de aptamero, las bases complementarias dentro
del facilitador de ensamblaje se separan, permitiendo que el facilitador de ensamblaje adopte una conformacion por
la que puede dirigir el ensamblaje de MNAzimas activas. Las MNAzimas activas pueden escindir el sustrato y
generar fluorescencia. (iii) Dos apta-partezimas, cada una de las cuales contiene una parte de un aptamero, se
incuban en presencia de un sustrato. En ausencia del analito diana, las dos apta-partezimas no pueden ensamblarse
para formar una MNAzima activa. Cuando esta presente un analito diana especifico y se une a ambos dominios que
contienen una parte del aptdmero, las dos apta-partezimas se llevan a proximidad cercana y pueden ensamblarse
en una MNAzima activa. La MNAzima activa puede escindir el sustrato y generar fluorescencia.

Figura 5: amplificacion por PCR de microARN y deteccion usando MNAzimas: se muestra una representacion
de una estrategia de MNAzima para amplificacion y deteccidon de secuencias cortas tales como especies de micro-
ARN (miR). El procedimiento usa un cebador 3’ que se une al miR en el extremo 3’ y que tiene una secuencia de
extension no relacionada (mostrada en cajas discontinuas) que puede (partes (i) y (i), Cebador en Bucle, izquierda)
0 no (partes (iii) e (iv), cebador Marcado, derecha), formar una estructura en tallo de bucle en el extremo 5'. El
cebador de miR 3’ se extiende en presencia de transcriptasa inversa (partes (i) y (iii)), seguido de amplificacion
mediante PCR usando los cebadores 5’ y 3’ con secuencia especifica de miR en los extremos 3' y secuencia de
extensién no relacionada en los extremos 5’ (partes (i) y (iv)). Los amplicones pueden detectarse por MNAzimas que
hibridan con el amplicon, incluyendo la regién entre los cebadores 5’ y 3'. Un requisito para la complementariedad
estricta de las ramas sensoras de MNAzima y el acido nucleico diana permite la diferenciacion de secuencias
cercanamente relacionadas. F: fluoréforo; Q: interruptor.

Figura 6: detecciéon de MNAzima acoplada a amplificacion de sefial mediada por enzima: se muestra una
representacion de una MNAzima para iniciar una cascada de amplificacion de sefial. En esta realizacion las
MNAzimas desencadenan una cascada corriente abajo de generacion de sefal, en la que (de izquierda a derecha,
panel superior) una MNAzima se forma solamente en presencia de una diana y después libera una enzima a partir
de una posicion ligada a un soporte. Como se muestra en el panel inferior, la enzima liberada escinde después una
molécula de sustrato fluorescente. El sustrato fluorescente se detecta facilmente. F: fluoréforo; Q: interruptor.

Figura 7: Deteccion de analitos usando MNAzimas y amplificacion de sefial: Una MNAzima puede
desencadenar una cascada generada usando ADNzimas separadas espacialmente. Como se muestra en las etapas
numeradas secuencialmente, un acontecimiento de escision de MNAzima inicial, que se produce solamente en
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presencia de diana, puede escindir el sustrato inmovilizado, liberando de este modo una primera ADNzima A ligada
(“A™) (etapas 1-3). La ADNzima A, una vez liberada, escinde después vy libera la segunda ADNzima B ligada (“B”)
(marcada con fluoréforo) (etapas 4-6) que, a su vez escinde y libera la ADNzima A adicional (etapa 7-8), dando
como resultado el inicio de una cascada. La amplificacion de sefial exponencial hace la medicion facil a medida que
se libera ADNzima B con fluoréforo en la cascada consiguiente. F: fluoréforo; Q: interruptor.

Figura 8: disefio de MNAzima para diana de RPLPO: Panel (i): Secuencias ejemplares para disefios 1 (panel
superior) y 2 (panel inferior) para MNAzimas Panel (ii): Resultados de escision dependiente de diana de un sustrato
indicador por disefios de MNAzima 1 (panel superior) y 2 (panel inferior). N=A, G, C, T o cualquier andlogo; N’ =
cualquier nucledtido complementario a N; (N o N')x=cualquier nimero de nucleétidos o analogos; K=A, G 0 AA; W=A
o T; rN=cualquier ribonucleétido y/o cualquier numero de ribonucleétidos; *=base oscilante.

Figura 9: disefio de MNAzima para diana de RPLPO: Panel (i): Secuencia ejemplar para el disefio 3 para una
MNAzima; Panel (ii): Resultados de escisién dependiente de diana de un sustrato indicador. Las reacciones de
control mostradas incluyen control de hibridacion sin diana, dos controles fuera de la diana y reacciones que
contienen oligonucledtidos de partezima A o partezima B, pero no ambos. N=A, G, C, T o cualquier analogo;
N’'=cualquier nuclettido complementario a N; (N o N')x=cualquier nimero de nucleétidos o analogos; K=A, G o AA;
W=A o T; rN=cualquier ribonucleétido y/o cualquier nimero de ribonucledétidos; *=base oscilante.

Figura 10: disefio de MNAzima para diana de RPLPO: Panel (i): Secuencia ejemplar para el disefio 4 de una
MNAzima; Panel (ii): La eficacia de la escisién dependiente de diana para los disefios 3 y 4. Se muestran resultados
para reacciones que contienen los oligonucleétidos de RPLPO diana y controles sin diana. N=A, G, C, T o cualquier
analogo; N'=cualquier nucleétido complementario a N; (N o N')x=cualquier nimero de nucleétidos o analogos; K=A,
G 0 AA; W=A o T; rN=cualquier ribonucleétido y/o cualquier nimero de ribonucleoétidos; *=base oscilante.

Figura 11: Uso de MNAzimas para diferenciar entre secuencias cercanamente relacionadas: Panel (i): Se
ilustran secuencias de ADN homdélogas a la hsa-miR-20 y secuencias de miR relacionadas, usadas como secuencia
diana en los experimentos en las Figuras 11 y 12. Las diferencias de secuencia entre D-20 y D-miR relacionados
estan subrayadas. La linea discontinua en negrita vertical separa las regiones de los oligonucleétidos reconocidos
por las dos ramas sensoras. Panel (ii): Representa las secuencias ejemplares para una MNAzima de disefio 4 para
la deteccién de miR-20. Panel (iii): Resultados de escision dependiente de diana de MNAzima D-20 de un sustrato
indicador. Reacciones de control mostradas: oligonucleétidos “fuera de diana” (D-17-5p, D-106a, D-106b, D-93) y
reacciones de control “sin diana” (dH»0O).

Figura 12: optimizaciéon de MgCl, del sistema de MNAzima de MiR-20: Resultados obtenidos usando un sistema
de MNAzima de disefio ejemplar 4 para deteccién de miR-20. Escisiéon dependiente de diana (D-20) de un sustrato
indicador. Se muestran reacciones de control que contienen secuencias “fuera de diana” (D-17-5p, D-106a, D-106b,
D-93) o “sin diana” (dH.0), para reacciones que contienen MgCl, (i) 5 mM, (ii)) 25 mM o (iii) 100 mM,
respectivamente.

Figura 13: disefio de MNAzima para diana de RPLPO: Panel (i): Secuencias ejemplares para los disefios 5y 6
para MNAzimas. Panel (ii): Resultados para escisién dependiente de diana de un sustrato indicador usando los
disefios 5y 6 y sus controles “sin diana”. N=A, G, C, T o cualquier analogo; N'=cualquier nucleétido complementario
a N; (N o N')x=cualquier nimero de nucleétidos o analogos; R=A o G; Y=C o U; rN= base ribonucleotidica.

Figura 14: Deteccion de RPLPO amplificado por PCR: Resultados para escision dependiente de diana de un
sustrato indicador y diversas reacciones de control por el sistema de MNAzima de disefio 4 que se dirige al gen de
RPLPO humano. La reaccion de MNAzima de RPLPO contenia (i) oligonucle6tidos de RPLPO de control, (i)
amplicones por PCR de RPLPO (5 pl) producidos por amplificacion de ADN genémico humano (100 ng) usando
cebadores complementarios al gen de RPLPO, (iii) reacciones de PCR de RPLPO “sin diana” que carecen de ADN
genomico o (iv) ADN genémico humano no amplificado (500 ng).

Figura 15: Deteccion de secuencias cortas amplificadas (22mer): Panel (i): Resultados para escision
dependiente de diana de un sustrato indicador por un sistema de MNAzima de disefio 4 que se dirige a la secuencia
de miR-20 humana. Las reacciones de MNAzima de miR-20 se realizaron con (i) 10" (1 E+12) copias del
oligonucledtido diana D-20 de control (no amplificado); (ii) amplicones de PCR (5 ul) producidos por amplificacion de
2 x 10’ (2 E+7) copias del oligonucle6tido diana D-20 usando cebadores complementarios para las secuencias de
miR-20; (iii) reacciones de PCR “sin diana” que carecen del oligonucleétido diana D-20; (iv) 10° (1 E+8) copias de
oligonucledtido diana D-20 (no amplificado); y (v) una diana D-17-5p de control “fuera de diana” (2 x 10’ (2 E+7)
copias amplificadas por PCR). Panel (ii): Comparacién de la secuencia diana D-20 y secuencia fuera de diana, D-
17-5p. El oligonucledtido D-17-5p tiene un emparejamiento erréneo dentro de la regién de unién del cebador de PCR
en relacién con la secuencia diana D-20 y un emparejamiento erréneo dentro de la regién (localizada entre los
cebadores) que interacciona con las ramas sensoras de las MNAzimas.

Figura 16: Deteccion de amplicones de miR-20 amplificados: Ejemplo de deteccién de punto final de amplicones
usando MNAzimas después de amplificacion por PCR. Se us6é PCR para amplificar microARN mir-20 presente en
ARN total de células del timo humanas y se detect6 usando metodologia de MNAzima. Las muestras amplificadas y
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los controles son como se muestra.

Figura 17: Andlisis de PCR en tiempo real cuantitativa de exdn 5 de RPLPO por disefio de MNAzima 6:
Ejemplo de deteccién a tiempo real y cuantificacién usando metodologia de MNAzima, en el que el gen de RPLPO
se detectd usando MNAzimas para controlar la acumulacién de exén 5 de RPLPO. Panel (i): disefio de MNAzima 6;
Panel (ii): sefial de fluorescencia que indica PCR en tiempo real para diferentes cantidades de molde como se
muestra; Panel (iii): curva patron y cuantificacion de material amplificado. Los resultados muestran aumento
dependiente del tiempo de la fluorescencia para deteccion de MNAzima de ADN gendmico humano amplificado
mediante PCR. R?=0,995; pendiente =-3,698

Figura 18: Representacion esquematica de un analisis miultiple ejemplar de dianas multiples: Pueden
detectarse simultdneamente dos o mas dianas usando dos o mas sustratos, cada uno especifico para una
MNAzima. Los sustratos se marcan preferentemente con diferentes fluoréforos. En este ejemplo, la diana 1 puede
detectarse controlando el aumento de fluorescencia de FAM y la diana 2 puede detectarse controlando el aumento
de fluorescencia de JOE. Q: interruptor; FAM, JOE: fluoréforos.

Figura 19: Deteccidon multiple y sencilla de secuencias de RPLPO y D-20: La deteccion de RPLPO se controld
usando un sustrato marcado con JOE y la deteccién de la secuencia diana D-20 se controlé usando un sustrato
marcado con FAM. Panel (i): la MNAzima de disefio 6 comprende partezimas para solamente un sistema de
MNAzima, para RPLPO (panel superior) o D-20 (panel inferior); Panel (ii): el disefio de MNAzima 6 contiene
partezimas para MNAzimas que se dirigen tanto a RPLPO como a D-20.

Figura 20: deteccién de MNAzima de dianas usando un aptamero: Se representa una estrategia ejemplar para la
deteccién de una diana. En esta estrategia, se incorpora una secuencia de aptamero en el extremo de una
partezima (apta-partezima) en una configuracion por la que una MNAzima activa solamente se forma en presencia
de la diana. Los componentes oligonucleotidicos requeridos para la estrategia de deteccién de MNAzima ilustrada
incluye: (a) una partezima convencional; (b) una apta-partezima que es una partezima con un aptamero incorporado
en uno de sus extremos; (c) un facilitador de ensamblaje que se une a tanto la partezima como a la partezima que
permite el ensamblaje de una MNAzima activa (en presencia de diana); (d) un sustrato sonda indicador y (e) un
inhibidor de ensamblaje que hibrida con la aptapartezima en una regién que abarca al menos parte de la secuencia
del aptamero y parte de la rama de unién al sustrato de la secuencia de la partezima. En ausencia de un analito
diana (panel (i)), el inhibidor de ensamblaje se une a la apta-partezima bloqueando de este modo la unién (y
escision) del sustrato sonda indicador. En presencia de un analito diana (panel (ii)), la diana se une a la secuencia
del aptdmero de la apta-partezima, evitando la union del inhibidor de ensamblaje y permitiendo la union y escision
del sustrato sonda indicador. Como tal, las MNAzimas so6lo se pueden formar y provocar generacion de sefial de
fluorescencia en presencia de diana.

Figura 21: deteccion de MNAzima de moléculas pequefias usando un aptamero: Se representa un ejemplo de
uso de MNAzimas para la deteccion de dianas, especificamente ATP. La estrategia ilustrada en la Figura 20 se
demostro usando el ejemplo de deteccién de una molécula pequefia, ATP. El Panel (i) ilustra las secuencias de los
componentes oligonucleotidicos que se usaron para la deteccion de ATP. Estos comprenden una partezima, una
aptapartezima (que incorpora un aptdmero para la union de ATP), un inhibidor de ensamblaje de
aptamero/MNAzima, un sustrato indicador y un facilitador de ensamblaje. El analisis de escision de SubBi-1-FB del
panel (ii) muestra los resultados obtenidos después de la incubacion de los componentes oligonucleotidicos en
presencia, o ausencia, de ATP y otros nucleétidos. Se observé un aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo
en presencia de ATP, y dATP, pero no en presencia de GTP o CTP. Ademés, no se observd aumento de
fluorescencia en ausencia de ninguna diana (control solamente con agua).

Figura 22: Deteccion de emparejamientos erroneos de base sencilla usando MNAzimas: Se representa un
ejemplo de uso de MNAzimas para deteccion de emparejamientos erréneos de base sencilla. El panel (i) ilustra las
secuencias de los componentes oligonucleotidicos que se usaron para la deteccion de emparejamientos erréneos de
base sencilla en una secuencia diana del exén 5 de RPLPO. El oligonucledtido ilustrado comprendia dos partezimas
(A5 y B6) que se basan en el disefio de MNAzima 7 (por ejemplo Ejemplo 20) y un sustrato indicador. La tercera
base (X) en la rama sensora de partezima B es coincidente o esta emparejada de forma errénea con la secuencia
diana. Cuando X = G la partezima y diana son completamente coincidentes. Cuando X = C existe un
emparejamiento erréneo entre la rama sensora y la RPLPO diana. El panel (ii) muestra los resultados obtenidos
después de amplificacion por PCR y deteccidon en tiempo real en reacciones que contienen una partezima B que es
completamente coincidente o esta emparejada de forma errénea con respecto a la diana de RPLPO.

Figura 23: La estrategia de MNAzima y resultados para deteccion de SNP: El procedimiento usa una rama
sensora de partezima B truncada que se empareja completamente con una version de la SNP y oligonucledtido
estabilizador que facilita el ensamblaje de MNAzima en presencia de la diana completamente coincidente. El
requisito de complementariedad estricta de la rama sensora de partezima B y el acido nucleico diana permite la
diferenciacion de secuencias cercanamente relacionadas. Panel (i): Rama sensora de 5 bases completamente
coincidentes mas oligonucledtido estabilizador; Panel (ii): Rama sensora de 5 bases emparejada erroneamente mas
oligonucledtido estabilizador; Panel (iii): Control sin estabilizador; Panel (iv): Control sin diana; Panel (v):
Resultados de deteccion de SNP por MNAzima con diana completamente coincidente, diana emparejada
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errbneamente, control sin estabilizador y control sin diana.

Figura 24: Adaptacién de deteccion de MNAzima para producir una reaccion de cambio de color: El
procedimiento usa particulas de oro a nanoescala con oligonucledtidos unidos, que, cuando se enlazan por
oligonucledtidos puente, forman un agregado azul (panel i). Los oligonucledtidos puente incorporan una secuencia
de sustrato. En presencia de diana (panel ii) la MNAzima se ensambla y escinde la secuencia sustrato, liberando
particulas de oro individuales y dando como resultado un cambio de color de azul a rojo que es visible al ojo
desnudo.

Figura 25: Ejemplo de una cascada de MNAzima usando partezimas unidas: Las MNAzimas pueden usarse
para iniciar cascadas de amplificacion de sefial como se ilustra en este diagrama. La reaccion contiene los
siguientes elementos: (i) partezimas para MNAzima 1 que estan libres en solucion; (ii) un facilitador de ensamblaje
para MNAzimas 2 y 3 (que tienen las mismas ramas sensoras) que esta libre en solucién (como se ilustra) o ligado a
un soporte insoluble por sustrato, Subl; (iii) partezimas para MNAzima 2 que estan ligadas a un soporte insoluble
por el sustrato, Sub 1. Sub 1 puede escindirse por MNAzima 1 (en presencia de una diana) o MNAzima 3 (en
presencia de un facilitador de ensamblaje) y la escision da como resultado la liberacién de las partezimas para
MNAzima 2 en solucion; (iv) partezimas para MNAzima 3 que se ligan a un soporte insoluble por el sustrato, Sub 2.
Sub 2 puede escindirse por MNAzima 2 (en presencia de un facilitador de ensamblaje) y la escision da como
resultado la liberacion de las partezimas para MNAzima 3 en solucién; (v) Sub 2-FQ, que tiene la misma secuencia
que Sub 2, pero esté libre en solucion y estd marcado de forma dual con un fluoréforo (F) y un interruptor (Q). Sub 2-
FQ puede escindirse por MNAzima 2 para generar una sefial fluorescente. En presencia de la diana, la MNAzima 1
activa se forma a partir de partezimas que estan libres en soluciéon. La MNAzima 1 escinde su Sub 1 liberando de
este modo partezimas para MNAzima 2. Una vez libres, estas partezimas hibridan con el facilitador de ensamblaje y
forman MNAzima 2, que escinde Sub 2-FQ libre (generando una sefial fluorescente) o Sub 2 ligado (liberando
partezimas para MNAzima 3). Puesto que la MNAzima 3 comparte las mismas ramas de sustrato que la MNAzima 1,
también puede escindir Sub 1 unido, liberando de este modo mas partezimas para MNAzima 2. Esto da como
resultado una cascada de generacion enzimética de los componentes (partezimas) para mas enzimas (MNAzimas) y
una cascada de amplificacion de sefial conjunta.

Definiciones
Se usan en el presente documento ciertos términos que tendran los significados expuestos como sigue.

El término “comprendiendo” significa “incluyendo principalmente, pero no necesariamente solamente”. Ademas,
variaciones de la palabra “comprendiendo”, tales como “comprender” y “comprende”, tienen significados variados
correspondientes.

Las expresiones “polinucledtido”, “acido nucleico” y “oligonucleétido” pueden usarse de forma intercambiable y se
refieren a un polimero mono o bicatenario de bases desoxirribonucleotidicas o ribonucleotidicas o analogos,
derivados, variantes, fragmentos o combinaciones de los mismos, incluyendo pero sin limitacion ADN, ADN
metilado, ADN alquilado, ARN, ARN metilado, microARN, ARNip, ARNhp, ARNm, ARNt, ARNnop, ARNtp, ARNmp,
pre- y pri-microARN, otros ARN no codificantes, ARN ribosdmico, derivados de los mismos, amplicones de los
mismos y cualquier combinacion de los mismos. Como ejemplo no limitante, la fuente de un acido nucleico puede
seleccionarse del grupo que comprende sintética, de mamifero, humana, animal, vegetal, flngica, bacteriana, viral,
de arqueas o cualquier combinacion de las mismas.

Los términos “oligonucleétido” y “cebador” tipicamente indican un segmento de ADN o una molécula de &acido
nucleico que contiene ADN o ARN o molécula que contiene ARN o una combinacion de las mismas. Los ejemplos
de oligonucledtidos incluyen dianas de acido nucleico; sustratos, por ejemplo, los que pueden modificarse por una
MNAzima; cebadores tales como los usados para amplificacion de la diana in vitro por procedimientos tales como
PCR; y componentes de MNAzimas. Los facilitadores de ensamblaje de MNAzima, en ciertas realizaciones, pueden
comprender oligonucleétidos como se han definido en el presente documento. Las partezimas como se usan en el
presente documento también pueden comprender oligonucledtidos.

Las expresiones “polinucledtido”, “4cido nucleico” y “oligonucleétido” incluyen referencia a cualquier secuencia
especificada asi como la secuencia complementaria de la misma, a no ser que se indique de otro modo. Los
oligonucledtidos pueden comprender al menos una adicién o sustitucién, incluyendo pero sin limitacion el grupo que
comprende 4-acetilcitidina, 5-(carboxihidroxilmetil)uridina, 2’-O-metilcitidina, 5-carboximetilaminometil tiouridina,
dihidrouridina,  2’-O-metilpseudouridina, beta D-galactosilqueosina, 2-O-metilguanosina, inosina, N6-
isopenteniladenosina, 1-metiladenosina, 1-metilpseudouridina, 1-metilguanosina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metilcitidina, N6-metiladenosina, 7-
metilguanosina, 5-metilaminometiluridina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, beta D-manosilmetiluridina, 5-
metoxicarbonilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, N-((9-beta-ribofuranosil-2-
metiltiopurin-6-il)carbamoil)treonina, N-((9-beta-ribofuranosilpurin-6-il)N-metilcarbamoil)treonina, metiléster de acido
uridin-5-oxiacético, acido uridin-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-
tiouridina, 2-tiouridina, 4-tiouridina, 5-metiluridina, N-((9-beta-D-ribofuranosilpurin-6-il)carbamoil)treonina, 2'-O-metil-
5-metiluridina, 2’-O-metiluridina, wibutosina, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina, beta D-arabinosil uridina, beta D-

19



10

15

20

25

30

ES 2370910 T3

arabinosil timidina.

Las expresiones “molécula de acido nucleico catalitica”, “acido nucleico catalitico”, “enzima de acido nucleico” y
“secuencia de acido nucleico catalitico” se usan en el presente documento de forma intercambiable y significaran
una molécula de ADN o molécula que contiene ADN (también conocida en la técnica como una “enzima de ADN”,
“desoxirribozima” o “ADNzima”) o ARN o molécula que contiene ARN (conocido en la técnica como una “enzima de
ARN” o “ribozima”) o una combinacion de las mismas, que es una molécula hibrida de ADN-ARN, que puede
reconocer un sustrato y catalizar una modificacion de un sustrato. Los restos nucleotidicos en los acidos nucleicos
cataliticos pueden incluir las bases A, C, G, T y U, asi como derivados y analogos de las mismas.

El término “derivado” cuando se usa en relacion con un &acido nucleico o nucleétido de la presente invencion incluye
cualquier acido nucleico o nucledtido funcionalmente equivalente, incluyendo cualquier molécula de fusién producida
de forma integral, (por ejemplo, por medio recombinante) o afiadida después de la sintesis (por ejemplo, por medios
quimicos). Tales fusiones pueden comprender oligonucleétidos de la invencion con ARN o ADN afadido a los
mismos o conjugados con un polipéptido (por ejemplo, puromicina u otro polipéptido), una molécula pequefa (por
ejemplo soraleno) o un anticuerpo.

El término “andlogo” cuando se usa en relacion con un acido nucleico o nucleétido incluye un compuesto que tiene
una estructura fisica que esta relacionada con una molécula o resto de ADN o ARN y puede ser capaz de formar un
enlace de hidrégeno con un resto de ADN o ARN o un analogo del mismo (es decir, es capaz de hibridar con un
resto de ADN o ARN o un analogo del mismo para formar un par de bases), pero dicho enlace no se requiere para
que dicho compuesto esté abarcado dentro del término “analogo”. Tales analogos pueden poseer propiedades
quimicas y biolégicas diferentes para el resto ribonucleotidico o desoxirribonucleotidico con el que se relacionan
estructuralmente. Son ejemplos de analogos los restos metilados, yodados, bromados o biotinilados. Se han descrito
ADNzimas activas que contienen analogos nucleotidicos, incluyendo desoxiinosina, C-5-imidazol desoxiuridina, 3-
(aminopropinil)-7-desaza-dATP, 2’-O-metil ARN, proteccién de 2’ O-metilo (Warashina y col., 1999; Cairns y col.,
2003; Schubert y col., 2004; Sidorov y col., 2004). Otros analogos son compatibles con la actividad catalitica de las
ADNzimas. La alteracion de una secuencia de &cido nucleico catalitico, por ejemplo por sustituciéon de una base por
otra, por sustitucién con un analogo de una base o alteracién del componente de azlcar o cadena principal de
fosfodiéster, puede ser sencilla para el experto en la materia. Por ejemplo, pueden realizarse alteraciones durante la
sintesis o por modificacion de bases especificas después de la sintesis. Los ensayos empiricos de acidos nucleicos
cataliticos que incorporan alteraciones tales como cambios de base o analogos de base posibilitan la evaluacion del
impacto de las secuencias alteradas, o analogos especificos, en la actividad catalitica. Se conocen en la técnica
andlogos de las bases A, C, G, Ty U y se enumera un subconjunto en la Tabla 2.

Tabla 2: Ejemplo de analogos de nucleétidos Utiles en el presente documento

Abreviatura Nombre
ac4c 4-acetilcitidina
chmb5u 5-(carboxihidroxilmetil)uridina
Cm 2'-O-metilcitidina
Cmnm5s2u 5-carboximetilaminometil tiouridina
D Dihidrouridina
Fm 2'-O-metilseudouridina
Galqg beta, D-galactosilqueosina
Gm 2'-O-metilguanosina
1 Inosina
i6a N6-isopenteniladenosina
mla 1-metiladenosina
mif 1-metilseudouridina
mlg 1-metilguanosina
M1l 1-metilinosina
m22g 2,2-dimetilguanosina
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(cont)

Abreviatura Nombre
m2a 2-metiladenosina
m2g 2-metilguanosina
m3c 3-metilcitidina
m5c 5-metilcitidina
m6a N6-metiladenosina
m7g 7-metilguanosina
mamb5u 5-metilaminometiluridina
mam5s2u 5-metoxiaminometil-2-tiouridina
Manq beta, D-manosilmetiluridina
mcmb5s2u 5-metoxicarbonilmetiluridina
Mo5u 5-metoxiuridina
Ms2i6a 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina
Ms2t6a N-((9-beta-ribofuranosil-2-metiltiopurina-6-il)carbamoil)treonina
Mt6a N-((9-beta-ribofuranosilpurina-6-il)N-metil-carbamoil)treonina
Mv Metiléster de &cido uridin-5-oxiacético
o5u Acido uridin-5-oxiacético (v)
Osyw Wibutoxosina
P Seudouridina
Q Queosina
s2c 2-tiocitidina
s2t 5-metil-2-tiouridina
s2u 2-tiouridina
sdu 4-tiouridina
T 5-metiluridina
t6a N-((9-beta-D-ribofuranosilpurin-6-il)carbamoil)treonina
™m 2'-O-metil-5-metiluridina
Um 2'-O-metiluridina
Yw Wibutosina
X 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina, (acp3)u
AraU beta D-arabinosiluridina
AraT beta D-arabinosiltimidina

El término “fragmento” cuando se usa en relacién con un acido nucleico se refiere a un constituyente de ese acido
nucleico. Tipicamente el fragmento posee actividad biologica cualitativa en comudn con el &cido nucleico, aunque
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este no tiene que ser necesariamente el caso. Los fragmentos de un acido nucleico no tienen que codificar
necesariamente polipéptidos que conservan actividad biolégica. Mas bien, un fragmento de acido nucleico puede,
por ejemplo, ser util como una sonda de hibridacion u oligonucleétido de PCR. El fragmento puede derivarse de un
acido nucleico de la invencién o como alternativa puede sintetizarse por algin otro medio, por ejemplo sintesis
quimica.

El término “variante” como se usa en el presente documento se refiere a secuencias de acido nucleico o polipéptido
sustancialmente similares. Generalmente, las variantes de secuencia poseen actividad bioldgica cualitativa en
comun. Ademas, tales variantes de secuencia pueden compartir al menos 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80
%, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia. También se incluye dentro del
significado del término “variante” homélogos, que son tipicamente un polipéptido o acido nucleico de una especie
diferente pero que comparte sustancialmente la misma funcibn o actividad biolégica que el polipéptido
correspondiente o acido nucleico desvelado en el presente documento.

La expresion “alta rigurosidad” como se usa en el presente documento se refiere a las condiciones en las que dos
acidos nucleicos pueden hibridar y puede incluir, por ejemplo, la concentracion de sales y/o detergentes en una
solucidn, la temperatura de una solucién que se usa durante la hibridacién de los dos acidos nucleicos y el periodo
de tiempo de la hibridacion. En consecuencia, la expresion “alta rigurosidad” como se usa en el presente documento
se refiere a condiciones en una solucion que son propiciadoras de hibridacién de dos &cidos nucleicos solamente
cuando tales acidos nucleicos comparten un alto grado de complementariedad. El grado de complementariedad
puede incluir, pero sin limitacién, un intervalo de aproximadamente 50 % a 99 %. Por lo tanto, las condiciones de
“alta rigurosidad” pueden implicar, pero sin limitacion, el uso de una temperatura variante y un tampén que
comprende diversas concentraciones de detergentes, sales y cationes divalentes.

Las expresion “molécula facilitadora del ensamblaje”, “facilitador del ensamblaje”, “molécula facilitadora del
ensamblaje de MNAzima”, “facilitador” y “facilitador del ensamblaje de MNAzima” como se usan en el presente
documento se refieren a entidades que pueden facilitar el autoensamblaje de partezimas componentes para formar
una MNAzima cataliticamente activa. Se requiere un facilitador del ensamblaje para el autoensamblaje de una
MNAzima. Un facilitador del ensamblaje en algunas realizaciones comprende una diana tal como un analito de acido
nucleico o no de &cido nucleico. Las moléculas facilitadoras del ensamblaje pueden comprender una 0 mas regiones
0 moléculas que pueden emparejarse con, 0 unirse a, una 0 mas “partezimas” oligonucleotidicas, que constituyen
componentes o partes de una “MNAzima”. No se requiere que el facilitador de ensamblaje interaccione con, se
empareje con, 0 se una a, cada partezima componente u oligonucledtido proporcionado con el que interacciona, se
empareja 0 se une, al menos una de las partezimas componentes de una MNAzima. Como se usa en el presente
documento, se pretende que las moléculas facilitadoras de ensamblaje de MNAzima abarquen el intervalo mas
amplio de constituyentes que pueda facilitar autoensamblaje de una MNAzima. En algunas realizaciones, un
facilitador de ensamblaje puede comprender un &cido nucleico. En otras realizaciones, un facilitador de ensamblaje
puede comprender cualquier célula o cualquier parte de la misma, por ejemplo, cualquier célula eucariota o
procariota, un virus, prién, levadura, hongo, o cualquier otra molécula, por ejemplo, incluyendo pero sin limitacion
una proteina, polipéptido, péptido o &cido nucleico. En otras realizaciones, un facilitador de ensamblaje puede
comprender un virus, prion, levadura u hongo, o cualquier otra molécula, por ejemplo, incluyendo pero sin limitacion
glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, organismos completos, células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos,
metabolitos, patdégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros, iones metalicos, sales
metalicas, priones o cualquier derivado, parte o combinacién de los mismos.

El término “diana” como se usa en el presente documento incluye cualquier entidad natural o sintética, constituyente
0 analito que se busca detectar, identificar o cuantificar por una MNAzima o MNAzimas particulares. Las dianas
abarcan por lo tanto el intervalo mas amplio de entidades detectables, constituyentes o analitos para los que los
procedimientos de deteccidn sensible, identificacion y/o cuantificacion son deseables. En algunas realizaciones, una
diana comprende un facilitador de ensamblaje. Algunas dianas ejemplares incluyen, pero sin limitacién, proteina,
polipéptido, péptido o acido nucleico, glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, organismos completos, células, virus,
bacterias, arqueas, levaduras, hongos, anticuerpos, metabolitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos,
moléculas pequefias, polimeros, iones metalicos, sales metdlicas, priones o cualquier derivado, parte o0 combinacion
de los mismos. También se contemplan otras dianas para su uso en el presente documento.

Las expresiones “sustrato”, “molécula sustrato” y “sustrato quimico” como se usan en el presente documento
incluyen cualquier molécula que sea capaz de reconocerse y sobre la que actle o se modifiqgue quimicamente por
una molécula catalitica. En realizaciones particulares, puede reconocerse un sustrato y modificarse por una enzima.
En otras realizaciones, puede reconocerse un sustrato y modificarse por una molécula de &cido nucleico catalitica.
La modificacion quimica de un sustrato puede medirse por la aparicion de, o0 aumento en, un producto de la reaccién
de modificacion o por la desaparicion de, o reduccién en, un sustrato de la reaccién o reacciones de modificacion.
Una molécula catalitica particular puede reconocer una o mas moléculas de sustrato diferentes siempre que cada
molécula sustrato tenga al menos una estructura minima que sea reconocible para actividad catalitica por la
molécula catalitica.

Un “sustrato indicador”, “sonda indicadora” o “sustrato sonda indicador” como se usa en el presente documento es
un sustrato que se adapta particularmente para facilitar la medicion de la desaparicién de un sustrato o la aparicion
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de un producto en relacion con una reaccién catalizada. Los sustratos indicadores pueden estar libres en solucién o
unidos (o “ligados”), por ejemplo, a una superficie 0 a otra molécula. Un sustrato indicador puede marcarse por
cualquiera de una gran diversidad de medios incluyendo, por ejemplo, fluoréforos (con o sin uno 0 mas componentes
adicionales, tales como interruptores), marcadores radiactivos, marcaje con biotina (por ejemplo biotinilacion) o
marcadores quimioluminiscentes. Los sustratos indicadores para &acidos nucleicos cataliticos pueden incluir también
enzimas de acido nucleico o proteicas, por ejemplo, unidas covalentemente a sus extremos.

Como se usan en el presente documento, los sustratos “genéricos” o “universales” son sustratos, por ejemplo
sustratos indicadores, que se reconocen por y sobre los que actian cataliticamente una pluralidad de MNAzimas,
cada una de las cuales puede reconocer una diana diferente. El uso de tales sustratos facilita el desarrollo de
ensayos separados para deteccion, identificacion o cuantificacién de una amplia diversidad de dianas usando
MNAzimas estructuralmente relacionadas todas las cuales reconocen un sustrato universal. Estos sustratos
universales pueden marcarse cada uno independientemente con uno o mas marcadores. En realizaciones
preferidas, se usan marcadores detectables de forma independiente para marcar uno 0 mas sustratos genéricos
para permitir la creacion de un sistema conveniente para detectar independiente o simultineamente una diversidad
de dianas usando MNAzimas.

Como se usan en el presente documento, los términos “partezima”, “partezima componente” y “oligonucleétido
componente” se refieren a un oligonucleétido que contiene ADN, que contiene ARN o que contiene ADN-ARN, dos o
mas de los cuales, solamente en presencia de una molécula facilitadora de ensamblaje de MNAzima, pueden formar
juntas una “MNAzima”. En ciertas realizaciones preferidas, una o mas partezimas componentes, y preferentemente
al menos dos, pueden comprender tres regiones o dominios: un dominio “catalitico”, que forma parte del ndcleo
catalitico de la MNAzima que cataliza una modificacién quimica; un dominio de “rama sensora”’, que puede asociarse
con y/o unirse a un facilitador de ensamblaje (por ejemplo una diana); y un dominio de “rama de sustrato”, que
puede asociarse con y/o unirse a un sustrato. Puede verse una representacion de estas regiones o dominios, por
ejemplo, en la Figura 1. Una partezima puede comprender una o mas moléculas. Las partezimas pueden
comprender al menos un componente adicional incluyendo pero sin limitacion un aptamero, denominado en el
presente documento “aptapartezima’. Una partezima también puede incluir un sustrato, como puede verse, por
ejemplo, en la Figura 25.

El término “MNAzima” como se usa en el presente documento, se refiere a dos 0 mas secuencias oligonucleotidicas
(por ejemplo partezimas) que, solamente en presencia de molécula facilitadora de ensamblaje de MNAzima (por
ejemplo, una diana), forman una enzima de &cido nucleico activa que es capaz de modificar de forma catalitica un
sustrato. Una MNAzima ejemplar que comprende partezima A y partezima B se representa en la Figura 1. En
referencia a la Figura 1, las partezimas de ADN A y B se unen cada una a una diana (por ejemplo a través de
formacion de pares de bases de Watson-Crick con una diana de &cido nucleico). La MNAzima solamente se forma
cuando las ramas sensoras de las partezimas A y B hibridan adyacentes entre si en la diana. Las ramas de sustrato
de la MNAzima interaccionan con el sustrato indicador, la escision del cual se cataliza por el nicleo catalitico de la
MNAzima, formado por la interaccion de los dominios cataliticos de las partezimas A y B. La MNAzima escinde el
sustrato entre un par de fluor6foro y un colorante interruptor, generando de este modo sefial. La escision de una
qguimera de ADN/ARN (sustrato indicador) se ejemplifica en el dibujo. Las expresiones “enzima de acido nucleico
multicomponente” y “MNAzima” se usa en el presente documento de forma intercambiable y comprenden estructuras
bipartitas, compuestas de dos moléculas, estructuras tripartitas, compuestas de tres moléculas de acido nucleico u
otras estructuras multipartitas, por ejemplo las formadas por cuatro o mas moléculas de &cido nucleico. Una
MNAzima también puede comprender un oligonucleétido estabilizador que proporciona estabilidad de la MNAzima
interaccionando con un facilitador de ensamblaje o sustrato. Resulta evidente que la formacion de una MNAzima
requiere el ensamblaje de al menos los componentes de partezima con el facilitador de ensamblaje, asi como la
unién de un sustrato, para que la actividad catalitica sea detectable y que la ausencia de cualquiera de estos
componentes de como resultado una falta de actividad catalitica.

Como se usa en el presente documento un “aptamero” puede comprender una estructura que tiene la capacidad de
reconocer uno o mas ligandos. Por ejemplo, el reconocimiento puede tener un alto grado de especificidad debido a
estructura de mayor nivel del aptamero, tal como, un dominio o bolsillo de unién tridimensional. Los aptameros
pueden por lo tanto unirse a proteina, polipéptido, péptido o acido nucleico, glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas,
células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos,
organismos completos, moléculas pequefias, polimeros, iones metalicos, sales metalicas, priones o cualquier
derivado, parte o combinacion de los mismos o cualquier otra entidad. Los aptameros preferidos en el presente
documento pueden comprender ADN monocatenario corto u oligdmeros de ARN que pueden aislarse de librerias
complejas de &cido nucleico sintético por un procedimiento por iteraciones de adsorcidn, recuperacion y
reamplificacion. Los aptameros pueden por lo tanto generarse contra casi cualquier diana, variando desde moléculas
pequefias tales como aminoéacidos o antibiéticos a proteinas y estructuras de acido nucleico.

Como se usa en el presente documento, el término “cascada” se refiere a cualquier sucesion de procesos u
operaciones que se producen en etapas sucesivas, en las que la aparicion de cada etapa depende tipicamente de
aparicion de una etapa precedente. Una cascada puede por lo tanto incluir, pero sin limitacién, una cascada
enzimatica, o cualquier otra cascada de transducciéon de sefial. En algunas realizaciones, una cascada puede
comprender amplificacion de una sefial resultante de actividad catalitica de una MNAzima. En realizaciones
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preferidas, una cascada de amplificacion tal puede implicar amplificacion repetida y por lo tanto ciclica de una sefial,
en la que la actividad catalitica de una primera MNAzima facilita una molécula requerida para la actividad catalitica
de una segunda MNAzima, que a su vez facilita una molécula requerida para la actividad catalitica de la primera
MNAzima. En algunas realizaciones, la molécula requerida puede comprender una partezima, una enzima, un
facilitador de ensamblaje, un sustrato, una diana, una parte o fragmento de los mismos o una combinacion de los
mismos. En algunas realizaciones, una cascada puede por lo tanto implicar produccién de un efecto acumulativo y
por lo tanto detectar una diana de baja abundancia generando una sefial a un nivel al que pueda detectarse. En
otras realizaciones, pueden emplearse mas de dos etapas cataliticas. La cascada puede ser lineal. En una
realizacion preferida, la cascada puede ser exponencial.

Como se usa en el presente documento, las expresiones “inhibidor” o “inhibidor de ensamblaje” incluyen, pero sin
limitacion, cualquier proteina, polipéptido, péptido o acido nucleico, ARN o ADN, analogos de &cido nucleico, acidos
péptido nucleicos, acidos nucleicos bloqueados, quimeras de acido nucleico-péptido, glucoproteinas, lipidos,
lipoproteinas, células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos, patdgenos, toxinas,
contaminantes, venenos, organismos completos, moléculas pequefias, polimeros, iones metalicos, sales metalicas,
priones o cualquier derivado, parte o combinacion de los mismos o cualquier otra entidad o molécula que
interaccione con uno o mas componentes de una MNAzima como se han definido en el presente documento o que
interaccione con un sustrato o facilitador de ensamblaje, para prevenir el ensamblaje de una MNAzima. Un
“inhibidor” o “inhibidor de ensamblaje” no necesita estar en proximidad fisica con una MNAzima, pero, como ejemplo
no limitante, puede unirse competitivamente a una parte componente de una MNAzima, sustrato o facilitador de
ensamblaje, evitando de este modo que dicha parte o componente esté disponible para ensamblaje de MNAzima.
Dicha union puede incluir, por ejemplo, un acido nucleico inhibidor que es complementario a un oligonucleétido que
comprende una parte o componente de una MNAzima.

Las siguientes abreviaturas se usan en el presente documento y a lo largo de la memoria descriptiva:

MNAzima: enzima de acido nucleico multicomponente o enzima de acido nucleico multipartito;
ADNzima: enzima de acido desoxirribonucleico;

ARNzima: enzima de acido ribonucleico o ribozima;

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa;

SDA: amplificacién de desplazamiento de cadena;

LAMP: amplificacion isotérmica mediada por bucle;

RCA: amplificacion de circulo rodante;

TMA: amplificacion mediada por transcripcion;

3SR: replicacién de secuencia autosostenida;

NASBA: amplificacion basada en secuencia de 4cido nucleico;
dH,0: agua destilada desionizada;

LNA: acido nucleico bloqueado;

PNA: acido péptido nucleico;

ADNr: ensayo de ADN ramificado;

FCS: espectroscopia de correlacion de fluorescencia;

TSA: amplificacion de sefial de tiramida;

An: analito o diana;

F: fluoréforo;

Q: interruptor;

miR: microARN;

N=A, C, T, G, o cualquier analogo de los mismos;

N’= cualquier nucle6tido complementario a N o capaz de formar pares de bases con N;
(N)x: cualquier nimero de N;

(N")x: cualquier nimero de N’;

W:AO0T;

K: A, G, 0 AA;

rN: cualquier base ribonucleotidica;

(rN)x: cualquier nimero de rN;

rR:AoG;

ry:CoU;

M: Ao C;

H: A C,0T;

D:G,A 0T,

JOE 0 6-JOE: 6-carboxi-4',5'-dicloro-2’,7’-dimetoxifluoresceina;
FAM o 6-FAM: 6-Carboxifluoresceina.

BHQZ1: Interruptor Black Hole 1

BHQ?2: Interruptor Black Hole 2

M-MLV RT (H-): Transcriptasa Inversa de Virus de la Leucemia Murina de Moloney,
RNasa H Menos

ARNhp: ARN en horquilla corto
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ARNip: ARN de interferencia corto
ARNmM: ARN mensajero

ARNt: ARN de transferencia

ARNnNop: ARN nucleolar pequefio
ARNtp: ARN temporal pequefio
ARNmp: ARN modulador pequefio
pre-microARN: precursor de microARN
pri-microARN: microARN primario

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

Debe entenderse desde el comienzo, que las figuras y ejemplos proporcionados en el presente documento son para
ejemplificar y no para limitar la invencion y sus diversas realizaciones.

De acuerdo con la presente invencion, se proporcionan composiciones, procedimientos y kits para la deteccion,
identificacion y/o cuantificacion de una diana. Los procedimientos generalmente comprenden el uso de
composiciones que comprenden enzimas de acido nucleico multipartitas o multicomponentes que se forman
preferentemente por multiples componentes de acido nucleico que se autoensamblan para formar una enzima de
acido nucleico activa en presencia de un facilitador de ensamblaje. En realizaciones preferidas, el facilitador de
ensamblaje es la diana y por lo tanto las enzimas de &cido nucleico multicomponentes se forman solamente en
presencia de la diana.

1. Composiciones - MNAzimas

Las enzimas de Acido Nucleico Multicomponentes (también denominadas en el presente documento igualmente
enzimas de &cido nucleico multipartitas o “MNAzimas”) son capaces de autoensamblarse a partir de dos 0o mas
componentes oligonucleotidicos, también denominados en el presente documento partezimas. Los oligonucle6tidos
de partezimas se autoensamblan en presencia de un facilitador de autoensamblaje de MNAzima para formar una
MNAzima. Las MNAzimas son por lo tanto enzimas de acido nucleico cataliticamente activo. En algunas
realizaciones, la presencia de una MNAzima puede detectarse y es indicativa de la presencia de una diana, porque
la MNAzima se forma solamente en presencia de la diana, comprendiendo la diana el facilitador de ensamblaje. Se
proporciona una amplia diversidad de ensayos basados en los principios basicos descritos anteriormente en el
presente documento. También se proporcionan en el presente documento composiciones que comprenden
oligonucledtidos capaces de formar MNAzimas y MNAzimas de diversas secuencias. En algunas realizaciones al
menos uno de los componentes oligonucleotidicos, facilitador de ensamblaje o sustrato también puede
incluir/comprender un aptamero que es capaz de unirse a una diana.

En realizaciones preferidas, las estructuras de MNAzima se basan en una o mas ADNzimas y/o ribozimas. Se
prefieren més las estructuras de MNAzima que se basan en una estructura de ADNzima particular. Las estructuras
actualmente preferidas se basan en ADNzimas que incluyen las ADNzimas 10:23 y 8:17. En diversas realizaciones
las MNAzimas comprenden una o ambas bases ribonucleotidicas y bases desoxirribonucleotidicas. En realizaciones
mas preferidas, una estructura de MNAzima se basa al menos en parte en la estructura de una ADNzima. En otras
realizaciones preferidas, las MNAzimas comprenden al menos algunas bases desoxirribonucleotidicas o analogos
de las mismas. En realizaciones mas preferidas, el nicleo catalitico de una MNAzima comprende una o mas bases
desoxirribonucleotidicas o analogos de las mismas. En realizaciones ain mas preferidas, una o mas bases
desoxirribonucleotidicas o analogos de las mismas estan implicadas en la catalisis de un sustrato. En otras
realizaciones, al menos una base desoxirribonucleotidica, o su analogo, en el nicleo catalitico mejora la actividad
catalitica. En otras realizaciones mas, existe un requisito estricto de al menos una base desoxirribonucleotidica, o su
analogo, en el nlcleo catalitico de la MNAzima para que se produzca la catdlisis a una tasa medible, en relacién con
la de una MNAzima comparable sin la base desoxirribonucleotidica presente.

Como se proporcionan en el presente documento, las MNAzimas pueden contener una o mas sustituciones tales
como andlogos, derivados, bases modificadas o alteradas, ribonucledtidos, alteraciones de la cadena principal de
fosfato o azucar, diversas deleciones, inserciones, sustituciones, duplicaciones u otras modificaciones, o cualquier
modificacion de estas, bien conocidas por los expertos en la materia. Tales modificaciones, sustituciones,
deleciones, inserciones, etc, pueden realizarse en las ramas sensora y/o de sustrato y/o en las partes de nucleo
catalitico, como se demuestra en el presente documento, de modo que la molécula conserva su actividad catalitica.
Pueden tolerarse sustituciones o modificaciones a ramas que se unen al sustrato o facilitador de ensamblaje y de
hecho son la base para permitir la adaptacién de las moléculas a diferentes sustratos/facilitadores de ensamblaje.
Por ejemplo, la modificacion de las ramas sensoras permitird la adaptacion a diferentes facilitadores de ensamblaje,
mientras que la modificacion de las ramas de sustrato permitira la adaptacion a diferentes sustratos.

Por lo tanto, en ciertas realizaciones preferidas, la invencion prevé MNAzimas con actividad catalitica que estan
comprendidas por desoxirribonucleétidos o que derivan de tales moléculas por ciertas modificaciones/sustituciones
etc. Como normal general, el reemplazo de la molécula completa con, por ejemplo, ribonucleétidos, haran a la
molécula inactiva debido a que se basa para su actividad en ciertos desoxirribonucle6tidos clave. De una manera
correspondiente, algunos ribonucleétidos en una ribozima pueden sustituirse con desoxirribonucledtidos pero el
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reemplazo de la molécula completa con, por ejemplo, desoxirribonucleétidos hara a la molécula inactiva.

El experto en la materia apreciara que las MNAzimas comprenden desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, o
incluso ambos. Se prefieren actualmente las MNAzimas que comprenden al menos uno y mas preferentemente,
todos, los oligonucledtidos componentes de desoxirribonucledtidos. También se prefieren las MNAzimas que
comprenden al menos una base desoxirribonucleotidica, o su analogo, dentro del ndcleo catalitico de la MNAzima.
Se prefieren aiin mas las realizaciones en las que se requiere una base tal para la actividad catalitica.

El experto en la materia también apreciara que las ADNzimas multipartitas tienen ventajas sobre las ribozimas
multipartitas, por ejemplo con respecto a estabilidad y facilidad de uso. Por lo tanto, las MNAzimas multicomponente
proporcionadas en el presente documento pueden proporcionar una alternativa actualmente preferida a ribozimas
multicomponente, que también se proporcionan de acuerdo con diversas realizaciones. También se apreciara que
en ciertas realizaciones, las MNAzimas ofrecen ventajas frente a enzimas de acido nucleico unimoleculares, por
ejemplo ADNzimas que solamente pueden reconocer un sustrato, mientras que una MNAzima sencilla puede
reconocer dos moléculas, concretamente un facilitador de ensamblaje (por ejemplo una diana) y un sustrato. Por
ejemplo, estas propiedades de MNAzimas las hacen adaptables por ejemplo, para deteccién de dianas, incluyendo
deteccion in situ, in vivo o in vitro.

2. Procedimientos gue usan MNAzimas para detectar, identificar o cuantificar dianas

La presente invencion proporciona diversos procedimientos que emplean el uso de una o mas MNAzimas para la
deteccidn, identificacion o cuantificacion de al menos una diana. En una realizacion, el primer y segundo
componentes oligonucleotidicos se autoensamblan solamente cuando entran en contacto con una muestra que
contiene un facilitador de ensamblaje, indicando de este modo dicho autoensamblaje de la MNAzima cataliticamente
activa la presencia del facilitador de ensamblaje, siendo el facilitador de ensamblaje la diana. En otras realizaciones,
tales como por ejemplo las que implican un aptdmero, el facilitador de ensamblaje puede no ser la diana y por lo
tanto puede comprender solamente un elemento requerido para autoensamblaje de la MNAzima.

Varias de las diversas realizaciones de la invencion pueden entenderse mejor por medio de representaciones
pictdricas. Por lo tanto, en referencia a las figuras y de acuerdo con las composiciones y procedimientos del
presente documento, se proporcionan generalmente procedimientos basados en MNAzima que permiten la
deteccién de al menos una diana usando solamente enzimas de acido nucleico (por ejemplo, Figuras 1, 3, 4, 7 - 13,
20, 21, 24, 25) sin ninguna necesidad de enzimas proteicas tales como polimerasas. Aunque el uso de enzimas
proteicas junto con MNAzimas no se excluye en el presente documento y en ciertas realizaciones en el presente
documento la inclusién de enzimas proteicas es permisible, o incluso se prefiere, las condiciones de reaccion para
procedimientos que no requieren enzimas proteicas son generalmente menos restrictivas y se optimizan mas
facilmente, por ejemplo para la eficacia de escision de MNAzima. La falta de necesidad de enzimas proteicas
también reduce generalmente el coste de los reactivos.

Como se proporciona adicionalmente en el presente documento, algunos procedimientos para emplear MNAzimas
para deteccion de diana no requieren termociclacién y/o desnaturalizacion de una diana. Los procedimientos
isotérmicos son mas flexibles que los procedimientos que requieren termociclacion y pueden también permitir la
diferenciacion entre dianas que comprenden acido nucleico bicatenario y monocatenario. Ademas, la falta de una
necesidad de termociclacién puede hacer tales procedimientos mas faciles y menos caros. Se proporcionan de
acuerdo con los procedimientos del presente documento procedimientos sencillos, rapidos, rentables, isotérmicos y
flexibles con respecto al procedimiento para detectar dianas de interés en una muestra, que puede ser sintética o
natural.

Ciertos de los ejemplos proporcionados en el presente documento demuestran deteccion de una diana de &cido
nucleico por ensamblaje especifico de diana de una MNAzima que conduce a escisién mediada por MNAzima de,
por ejemplo, un sustrato indicador fluorescente. Ademas, debido a la naturaleza de la molécula de MNAzima,
pueden realizarse reacciones a lo largo de un amplio intervalo de temperaturas, sujeta solamente a los requisitos
para el ensamblaje de MNAzima y modificacion catalitica (por ejemplo escision) del sustrato utilizado.

Un ejemplo basico de una estructura de MNAzima se representa en la Figura 1. La estructura mostrada comprende
partezima A y partezima B que han formado pares de bases con una molécula facilitadora de ensamblaje de
MNAzima, mostrada en el presente documento simplemente como Diana. Las partezimas A y B por la interaccién
con la Diana, han permitido al nicleo catalitico situarse en proximidad cercana y por lo tanto formarse. Las ramas de
sustrato de la MNAzima han interaccionado y formado pares de bases con un sustrato, en el presente documento,
Sustrato Indicador. Por lo tanto, la MNAzima se ha autoensamblado y este procedimiento se facilita a través de la
presencia de la molécula diana facilitadora de ensamblaje de MNAzima. En ausencia de la diana, no se formara
MNAzima. La modificacién (en este caso, escision) de los sustratos se cataliza por el ndcleo catalitico de la
MNAzima en el sitio de escision de MNAzima dentro del sustrato indicado por la flecha vertical. El sustrato de esta
realizacién particular de la invencién comprende una parte detectable que tiene una sefial detectable, por ejemplo
fluoréforo F, y una parte interruptora que tiene un efecto interruptor en la sefial detectable F a través de la accion del
interruptor Q. Tras la escision en el sitio de escisiébn de MNAzima, existe un aumento sustancial de sefial detectable,
aqui fluorescencia, que se detecta o cuantifica facilmente.
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La Figura 1 puede entenderse adicionalmente que representa un ejemplo de un procedimiento basico para usar
MNAzimas para detectar una diana, que en algunas realizaciones comprende un facilitadora de ensamblaje. La
estrategia 1 (véase Figura 2) usa MNAzimas adaptadas para la deteccion de las dianas incluyendo ADN, ARN y
proteinas. El sustrato indicador puede estar libre en solucion (Figura 1) o unido a un soporte (Figura 3). Puede
generarse sefial por diversos medios tales como separacion de pares de colorante interruptor Q y fluoréforo F
(Figuras 1y 3).

Mas especificamente, se muestra la partezima A y partezima B en la Figura 1, comprendiendo cada una una parte
de rama de sustrato, parte de nlcleo catalitico y una parte de rama sensora. En presencia de una diana, las partes
de rama sensora de partezima A y partezima B pueden comenzar a hibridar y formar pares de bases con partes
complementarias de la diana, por ejemplo una secuencia de ADN o ARN. Tras poner en contacto la diana de esta
manera, la MNAzima se autoensambla formando un nudcleo catalitico que puede modificar un sustrato que esta
unido por las ramas de sustrato. Preferentemente, la presencia de la MNAzima se detecta a través de la deteccion o
mediciéon de su actividad catalitica. Las ramas de sustrato de la MNAzima ensamblada de este modo pueden
interaccionar con un sustrato, por ejemplo el sustrato indicador mostrado en la Figura 1, a través de la interaccion de
las secuencias complementarias en las ramas de sustrato y el sustrato. Una vez que el sustrato interacciona de este
modo con las ramas de sustrato, el nicleo catalitico puede promover la modificacion (por ejemplo escision) del
sustrato, que puede a su vez medirse o detectarse, directa o indirectamente.

En referencia adicional a las figuras, la Figura 2 proporciona una visién de conjunto estilizada de varias aplicaciones
ejemplares de un ensayo de MNAzima. La estrategia 1 ejemplifica una aplicacién basica del ensayo de MNAzima
como se ha descrito anteriormente. Una MNAzima compuesta de dos oligonucle6tidos separados con secuencias de
reconocimiento para tanto una diana como un sustrato se forma cuando los oligonuclettidos se reconocen y se unen
a una diana. El sustrato, por ejemplo sustrato indicador, se modificad por la accion catalitica de a MNAzima y causa
la generacion de una sefial detectable, directamente (Estrategia 1), durante o después de la amplificacién de diana
(Estrategia 2) o mediante una cascada de sefiales (Estrategia 3). En algunas realizaciones, la amplificacién tanto de
diana como de sefal se produce simultdneamente.

Un experto en la materia reconoceria que las MNAzimas pueden usarse en estrategias para deteccion, identificacion
o cuantificacién de facilitador de ensamblaje que abarcan una amplia serie de areas de aplicacién. Estas areas
incluyen, pero sin limitacion, aplicaciones médicas, veterinarias, de agricultura, de tecnologia de los alimentos, de
formacion de imagenes y de bioterrorismo.

También sera facilmente evidente para un experto en la materia que las MNAzimas pueden usares para detectar,
identificar y/o cuantificar dianas en solucion. Por ejemplo, las estrategias que implican deteccién, identificacion y/o
cuantificacion de dianas sencillas usando un sustrato sencillo son aplicables a dicha deteccion. En algunas
realizaciones esto puede implicar el uso de un sustrato genérico. También pueden detectarse dianas multiples en
solucion usando multiples MNAzimas que modifican una serie de sustratos genéricos, dando como resultado la
modificacién de cada sustrato una sefial perfectamente detectable, por ejemplo fluorescencia diferente.

3. Procedimientos gue usan multiples MNAzimas

El experto en la materia reconocera que los diversos ensayos proporcionados en el presente documento pueden
usarse generalmente para detectar una diana sencilla por reaccién o ensayo o para detectar multiples dianas en una
reaccion o ensayo sencillo. Cuando se detectan multiples dianas, pueden usarse una o mas MNAzimas
dependiendo del ensayo y lo que se va a detectar. Por ejemplo, una MNAzima sencilla puede ser suficiente cuando
se detectan multiples estructuras relacionadas, por ejemplo un grupo de secuencias que comparten una secuencia
critica (reconocida por la MNAzima) y que varia solamente por ejemplo, en longitud o en secuencia fuera de la
secuencia critica. Cualquier secuencia con la secuencia critica podria detectarse. Multiples MNAzimas serian utiles
cuando se detectan secuencias relacionadas que difieren en tan poco como un nucleétido sencillo o incluso cuando
se detectan dianas ampliamente diferentes y es deseable conocer la presencia o ausencia de cada una. De forma
similar, en algunas realizaciones sera suficiente un sustrato sencillo, mientras que en otras se requiere un sustrato
Unico para detectar cada una de varias dianas. En algunos casos, combinar el procedimiento requiere el uso de una
sefial detectable Unica o distinta para cada sustrato para facilitar el disefio del procedimiento. Puede no requerirse
una sefial detectable Unica o distinta para cada sustrato cuando los sustratos se fijan a un soporte o soportes y
pueden distinguirse en virtud de su localizacion en el soporte o soportes. Estas caracteristicas de disefio se
entenderan facilmente por un experto en la materia. En algunas realizaciones, los procedimientos permiten la
deteccién de una diversidad de diferentes tipos de diana en una reaccién, por ejemplo una diana de acido nucleico y
una proteina.

4. Procedimientos gue usan amplificaciéon de diana

El experto en la materia apreciara facilmente que los procedimientos descritos en el presente documento pueden
implicar amplificacion de una diana antes, durante o después de actividad catalitica de MNAzima. Tal amplificacion
de diana encuentra aplicacién particular en realizaciones de la presente invencién en las que la cantidad de diana
gque se busca detectar, identificar o cuantificar es tal que proporciona una sefial que podria no ser detectable de otro
modo. Dicha amplificacion puede comprender una o mas de: reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
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amplificacion de desplazamiento de cadena (SDA), amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP),
amplificacion de circulo rodante (RCA), amplificacion mediada por transcripcién (TMA), amplificacion de secuencia
autosostenida (3SR), amplificacion basada en secuencia de acido nucleico (NASBA) o reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR).

La estrategia 2 (Figura 2) ejemplifica el uso de una MNAzima adaptada para controlar la acumulacién de amplicones
durante o después de amplificacion in vitro de dianas de acido nucleico. Se conocen en la materia técnicas para
amplificacion in vitro de secuencias de acido nucleico. Estas incluyen técnicas mediadas por una ADN polimerasa,
tal como la reaccién en cadena de la polimerasa (“PCR”) (véase, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N°
4.683.202; Patente de Estados Unidos N° 4.683.195; Patente de Estados Unidos N° 4.000.159; Patente de Estados
Unidos N° 4.965.188; Patente de Estados Unidos N° 5.176.995) (Saiki y col., 1985; Chehab y col., 1987),
amplificacion de desplazamiento de cadena (“SDA”) (Walker y col., 1992), amplificacion de circulo rodante ("RCA")
(Lizardi y col., 1998), reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR) y amplificacion
isotérmica mediada por bucle (“LAMP”) (Notomi y col., 2000; Nagamine y col., 2002). Otras técnicas de amplificacion
de diana estdn mediadas por una ARN polimerasa, por ejemplo, amplificacion mediada por transcripcion (“TMA”)
(Jonas y col., 1993), replicacion de secuencia autosostenida (“3SR”) (Fahy y col., 1991) y amplificacién basada en
secuencia de acido nucleico (“NASBA”) (Compton, 1991).

Los productos de amplificacion (“amplicones”) producidos por PCR, RT-PCR, SDA, RCA y LAMP estan compuestos
por ADN, mientras que los amplicones de ARN estan producidos por TMA, 3SR y NASBA.

En referencia adicional a la estrategia 2 como se ejemplifica en la Figura 2, en uno de sus varios aspectos, la
invencién proporciona procedimientos para usar MNAzimas junto con procedimientos de amplificacion de diana que
incluyen, por ejemplo, los anteriormente mencionados PCR, RT-PCR, SDA, RCA, LAMP, TMA, 3 SR y NASBA. Los
ejemplos 4, 5, 6 y 9 demuestran la deteccion de amplicones de PCR. Los ejemplos 4, 5, 6 y 9 el analisis de puntos
finales después de PCR facilité la determinacién rapida de la presencia o ausencia de los acidos nucleicos diana.
Los ejemplos 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 19 y 20 ejemplifican control en tiempo real de amplificacién por PCR,
permitiendo de este modo la cuantificacién del acido nucleico diana. La acumulacion de amplicones producidos por
PCR usando relaciones de cebador asimétricas o simétricas puede controlarse usando MNAzimas.

Como puede verse en la Figura 2 (estrategia 2) un acido nucleico diana se amplifica de acuerdo con un
procedimiento para amplificar ese acido nucleico (es decir ADN o ARN). Preferentemente, se usan procedimientos
convencionales de amplificacion in vitro. Los amplicones generados durante la amplificacion funcionan como dianas
para una MNAzima, por lo tanto la actividad de MNAzima es indicativa de la presencia de la diana. El experto en la
materia apreciard que dicho control puede realizarse en un frasco sencillo en condiciones que permiten tanto la
amplificacion como el ensamblaje de MNAzima y la actividad catalitica o el ensayo de MNAzima puede realizarse
posterior a, 0 en puntos temporales a lo largo de, la amplificacién, retirando muestras al final o durante el transcurso
de las reacciones de amplificacion.

También debe apreciarse que los procedimientos o protocolos que combinan amplificacion de diana con actividad de
acido nucleico catalitico pueden requerir condiciones de reaccion especificas. Preferentemente, las condiciones de
reaccion son compatibles con tanto actividad polimerasa (para amplificacion) como modificacion de acido nucleico
catalitico de un sustrato (para deteccion). Se han descrito protocolos para determinar condiciones para actividad
catalitico y actividad polimerasa simultaneas a alta temperatura, tal como durante PCR, para ADNzimas (Impey y
col,, 2000). La influencia de factores que incluyen longitud de la rama de ADNzima, tampon, temperatura,
concentracion de i6n divalente y efectos de aditivos se demostr6 en este articulo. Las enzimas de ADN son
adecuadas para su uso en combinacion con estrategias de amplificacion in vitro. Por ejemplo, no se desnaturaliza de
forma irreversible por exposicion a altas temperatura durante la amplificacion.

5. Procedimientos que usan soportes sélidos e insolubles

También debe entenderse que generalmente los procedimientos, tanto mdltiples como no, son aplicables en
soluciéon o combinados con un soporte insoluble o soporte sélido en el que uno o mas de sustrato, enzima o parte de
la misma, facilitador de ensamblaje de MNAzima y/o diana estan unidos, fijados o ligados. De nuevo las
caracteristicas de tales sistemas de ensayo se entenderan generalmente por el experto en la materia que esta en
posesion de los procedimientos y variaciones ejemplificados en el presente documento y los ejemplos de trabajo.
Por lo tanto, la invencion no debe considerarse limitada a las ensefianzas literales en el presente documento, sino
que puede modificarse y variarse de forma coherente con los principios y alcance de las ensefianzas proporcionadas
en el presente documento y el conocimiento de la técnica.

En referencia a la Figura 3, Panel (i), se representa un procedimiento ejemplar para detectar dianas usando una
MNAzima y un sustrato anclado a un soporte. En esta realizacion, el sustrato es preferentemente un sustrato como
se muestra con una parte detectable que comprende una sefial detectable, por ejemplo un fluor6foro, y una parte
interruptora que disminuye o elimina la sefial detectable mientras que la parte detectable y la parte interruptora del
sustrato permanecen en proximidad cercana, por ejemplo, hasta que el sustrato se modifica por ejemplo por
escision. El sustrato se une a un soporte. Preferentemente el soporte es un material insoluble o una matriz que
conserva el sustrato y lo excluye de moverse libremente en el volumen de la mezcla de reaccién. Tales soportes se
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conocen en la técnica para inmovilizar o localizar sustratos, incluyendo dianas de &cido nucleico. El experto en la
materia apreciara que el soporte puede seleccionarse de una amplia diversidad de matrices, polimeros y similares
en una diversidad de formas incluyendo perlas convenientes para su uso en microensayos, asi como otros
materiales compatibles con las condiciones de reaccion. En ciertas realizaciones preferidas el soporte puede ser un
material plastico, tal como perlas u obleas de plastico o el del pocillo o tubo en el que se realiza un ensayo particular.

La unién del sustrato al soporte se disefia de modo que tras la modificacion, por ejemplo por escision, del sustrato
por la MNAzima, la parte detectable o la parte interruptora, pero no ambas, permanece unida al soporte, mientras
que la otra se libera para moverse en el volumen de la mezcla de reaccion, lejos de la parte que se mantiene unida.
Por lo tanto, en un ejemplo de escision, la sefal detectable aumenta ampliamente cuando se separan la parte
interruptora y la parte detectable tras la escisién. En la realizacién mostrada en la Figura 3, Panel (i), la parte
detectable que contiene fluoréforo permanece unida después de la escisién. Esto tiene el beneficio de permitir la
localizacion de la sefial en el soporte pero en ciertos casos, el fluoréforo o fluoréforos pueden liberarse en solucion.
En una realizacion adicional cuando, por ejemplo, se produce ligacion, el interruptor puede ligarse a un fluoréforo
reduciendo de este modo la sefial detectable.

En referencia a la Figura 3, Panel (ii), se muestra un procedimiento multiple que comprende multiples componentes
de MNAzima para realizar multiples MNAzimas (dos mostradas) especificas para dianas diferentes. Esta realizacion
abarca una estructura que comprende un sustrato en una posicién conocida particular, por ejemplo una “microplaca”,
en la que estan disponibles multiples posiciones para unir numerosos sustratos, por ejemplo Sustrato 1, Sustrato 2.
La parte detectable de cada sustrato puede localizarse en su posicion y se liga en esa localizacién. Para cada
MNAzima, por ejemplo MNAzima 1, MNAzima 2, si la diana, por ejemplo, Diana 1, Diana 2, esta presente en, por
ejemplo, una solucién de ensayo, la MNAzima correspondiente a y especifica para esa diana se autoensamblara y
sera capaz de catalizar la escision de su sustrato correspondiente, dando como resultado la produccion de una sefial
en esa localizacion. La posicién de la sefial detectable identificara por lo tanto que MNAzima ha escindido su
sustrato y por lo tanto que diana o dianas estan presentes en la solucién de ensayo. En esta realizacion, la
modificacion del sustrato da como resultado una sefial identificable en virtud de su localizacion. El sustrato no
necesita un mecanismo de deteccién identificable de forma independiente, por ejemplo, un fluor6foro diferente,
aunque los expertos en la materia reconocerian que dicha observacion esta dentro del alcance de la presente
invencion.

Las realizaciones de la presente invencién que abarcan un soporte insoluble en forma de una “microplaca”, conocida
de otro modo como una serie 0 microserie, tipicamente comprenden una pluralidad de sustratos acoplados, ligados
o unidos de otro modo a la microplaca. En realizaciones particulares, los sustratos comprenden un acido nucleico.
Puede posicionarse una pluralidad de acidos nucleicos sobre la microplaca por cualquier procedimiento adecuado
conocido en la técnica, por ejemplo, por pipeta, impresion por chorro de tinta, impresion de contacto o fotolitografia.
La microplaca puede estar comprendida por al menos un elemento, comprendiendo cada elemento al menos un
acido nucleico. El al menos un elemento puede estar comprendido por una pluralidad de &cidos nucleicos de la
misma secuencia. El nUmero de elementos que comprende una microplaca puede ser cualquier nimero y cuando se
posiciona una pluralidad de elementos en una microplaca, los elementos pueden separarse a una distancia uniforme
o variable, o una combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, los elementos pueden posicionarse de
forma aleatoria, determinandose después la localizacion respectiva de cada elemento. El tamafio y la forma de los
elementos dependera de la aplicacion particular de la presente invencién y pueden combinarse elementos de
diferentes tamafios y formas en una microplaca sencilla. La superficie de la microplaca puede ser sustancialmente
plana o puede tener caracteristicas tales como depresiones o protuberancias y los elementos pueden posicionarse
en las depresiones o en las protuberancias. Tales depresiones pueden proporcionar un depdsito para soluciones en
las que los elementos se sumergen o tales protuberancias pueden facilitar el secado de los elementos. Por ejemplo,
pueden colocarse elementos en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. En algunas realizaciones, la microplaca
puede incluir identificadores Unicos tales como indicios, marcadores de radiofrecuencia, dispositivos integrados tales
como microprocesadores, codigos de barras u otras marcas para identificar cada uno de los elementos. Los
identificadores Unicos pueden adicionalmente o como alternativa comprender las depresiones o protuberancias en la
superficie de la serie. Ademas, los identificadores (nicos pueden proporcionar orientacion o identificacién correcta
de la microplaca. Los identificadores Unicos pueden leerse directamente por un dispositivo de captura de datos o por
un explorador o detector dptico.

6. Sistemas de sustrato indicador usados en los procedimientos

También se proporcionan de acuerdo con la presente invencion sistemas de sustrato indicador genéricos, que
permiten un desarrollo de ensayo rapido permitiendo cambios de disefio faciles para crear nuevas MNAzimas que
reconocen diferentes dianas. Como se analiza en el presente documento, la parte de rama de sustrato y la parte de
nucleo catalitico de las partezimas pueden permanecer sin cambios, con cambios solamente en la parte de rama
sensora de una 0 mas partezimas requeridas para nuevas dianas. Se proporcionan secuencias de sustrato
genéricas y el mismo sustrato puede por lo tanto incorporarse en ensayos para muchas dianas diferentes. Ademas,
el mismo sustrato puede incorporarse en los procedimientos en varias realizaciones en el presente documento,
incluyendo ensayos en los que el sustrato esta libre en solucién o esta ligado o unido a un soporte. Puede usarse
una serie de sustratos genéricos en una reaccion multiple que permite la deteccién simultdnea de multiples dianas.
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Las estrategias de MNAzima que usan sustratos genéricos ofrecen una ventaja importante frente a tecnologias tales
como Tasman® o Beacons que requieren el disefio y uso de sondas especificas para cada nueva diana.

7. Sustratos usados en los procedimientos

Como se describe en mas detalle posteriormente, las MNAzimas tienen una propiedad ventajosa en ciertas
realizaciones de ser capaces de utilizar un sustrato universal o genérico. Un sustrato tal se muestra en la Figura 1 en
una configuracion preferida actualmente en la que el sustrato comprende tanto una parte detectable como una parte
interruptora. La parte interruptora se adaptada para disminuir o eliminar una sefal detectable de la parte detectable
del sustrato hasta que el sustrato se escinde por la MNAzima. Por ejemplo, la parte interruptora puede comprender
“interruptor Black Hole 1” (BHQ1) o “interruptor Black Hole 2" (BHQ2).

Por los tanto, la MNAzima escinde el sustrato entre la parte detectable y la parte interruptora permitiendo que las dos
partes se separen en solucién, permitiendo de este modo que la sefial detectable aparezca o aumente cuando la
parte interruptora se separa o de hecho se retira del ambiente local de la parte detectable.

El uso del sustrato genérico universal se permite a través del disefio de las partezimas componentes de la
MNAzima. Alterando solamente las ramas sensoras de las partezimas, pero dejando las ramas de sustrato sin
cambiar, puede disefiarse una gran diversidad de MNAzimas especificas para cada una de una pluralidad de dianas
todas las cuales utilizan un sustrato universal para deteccion. El experto en la materia apreciara las ventajas que
esto ofrece en lo que respecta a eliminar la necesidad de sustratos Unicos o adaptados para cada diana. Cada
nueva diana requiere solamente uno o mas cambios en una 0 mas partes de la rama sensora; la parte de rama de
sustrato y la parte de nucleo catalitico pueden permanecer constantes. Por lo tanto, puede usarse un sustrato
indicador sencillo para una diana sencilla usando una MNAzima y multiples dianas en una serie de ensayos usando
MNAzimas alteradas. Una pluralidad de sustratos indicadores permite la multiplexaciéon para detectar mdltiples
dianas en un ensayo sencillo usando multiples MNAzimas, una para cada diana. Tales procedimientos multiples
para usar MNAzimas se consiguen facilmente en solucién (Figura 18) o con unién a un sistema de soporte (Figura
3). Se contempla en el presente documento que pueden conseguirse de este modo ensayos multiples en sistemas
gue implican unir uno o mas del sustrato o las partezimas o facilitador de ensamblaje de la MNAzima o actividades
enzimaticas adicionales, a un soporte como se describe en el presente documento.

Ademads, los sustratos pueden incorporar entidades adicionales tales como &cidos nucleicos marcados,
nanoparticulas, microparticulas, proteinas, anticuerpos, ARN, ADN, analogos de &cido nucleico, proteinas,
glucoproteinas, lipoproteinas, acidos péptido nucleicos, acidos nucleicos bloqueados, quimeras de acido nucleico-
péptido o cualquier combinacion de los mismos. Por ejemplo, las nanoparticulas pueden ser nanoparticulas de oro,
estando asociadas estas nanoparticulas de oro con una pluralidad de dianas, tales como acidos nucleicos.

Pueden modificarse los sustratos por una MNAzima proporcionando de este modo un efecto detectable. En el
procedimiento de deteccion, la modificaciéon del sustrato por una MNAzima puede implicar, por ejemplo, escision,
ligacion, metalacion de porfirina, formacion de enlaces carbono-carbono, enlaces éster o enlaces amida. Como
consecuencia de la modificacién de sustrato por un MNAzima, se genera un efecto detectable y la magnitud del
efecto puede por lo tanto ser indicativa de la cantidad de la diana que se busca a medir. El efecto detectable puede
detectarse por una diversidad de procedimientos, incluyendo espectroscopia de fluorescencia, resonancia de
plasmon superficial, espectroscopia de masas, RMN, resonancia de espin electronico, espectroscopia de
fluorescencia de polarizacion, dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria,
gammagrafia, procedimientos electronicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, procedimientos
enzimaticos o cualquier combinacion de los mismos.

Varios grupos han indicado deteccion de dianas de &cido nucleico y otros analitos con lecturas colorimétricas
(Elghanian y col, 1997, Mirkin y col., 1996 y Liu y Lu, 2004). La estrategia implica la preparacién de lotes de
nanoparticulas de oro, cada una de las cuales tiene una secuencia oligonucleotidica de ADN distinta unida a su
superficie. Las particulas de oro pueden agregarse después mediante la adicién de un “oligonucledétido puente”, que
tiene complementariedad con las secuencias que se unen a las particulas de oro. La agregacion de particulas da
como resultado cambio conjunto en el color de rojo a azul (Mirkin y col., 1996). Trabajo mas reciente ha mostrado
gue la inclusion de una secuencia de sustrato de ADNzima dentro del oligonucledtido puente puede proporcionar un
mecanismo para invertir la agregacion de las particulas de oro (Liu y Lu, 2004). La activacion de las ADNzimas y
escision posterior del oligonucleétido puente/sustrato, dio como resultado la disociacion de las particulas de oro y un
cambio en el color de azul a rojo.

Se ide6 un detector de plomo sencillo basado en el concepto anterior que actuaba explotando la dependencia de
una ADNzima especifica de plomo para su actividad catalitica. La ADNzima se disefi6 para escindir un
oligonucleétido puente usado para agregar particulas de oro (Liu y Lu, 2004). De forma similar, una aptazima que
contiene un aptamero especifico para adenosina y una ADNzima capaz de escindir un oligonucle6tido puente
solamente en presencia de adenosina, permitié la deteccion de adenosina en un formato colorimétrico.

8. Optimizacién de los procedimientos

El experto en la materia entendera facilmente que los procedimientos descritos en el presente documento pueden
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optimizarse usando una diversidad de pardmetros experimentales para optimizar la deteccién, identificacion y/o
cuantificacion de un diana. Los parametros experimentales particulares que se optimizan y el nivel de dicha
optimizacion, dependeran del procedimiento particular que se emplee y la diana particular que se busca detectar,
identificar y/o cuantificar. Tales parametros incluyen, pero sin limitacion, tiempo, temperatura, concentracion de
sales, detergentes, cationes y otros reactivos incluyendo pero sin limitacion dimetilsulfoxido (DMSO) y longitud,
complementariedad, contenido de GC y punto de fusién (Tm) de acidos nucleicos.

En algunas realizaciones, por ejemplo los procedimientos que implican deteccion de variacion de secuencia y/o
deteccién de ADN metilado, los pardmetros experimentales y preferentemente que incluyen la temperatura a la que
se realiza el procedimiento, pueden optimizarse para diferenciar entre la uniéon de un acido nucleico componente de
MNAzima a un &cido nucleico diana que comprende o no una variacion de secuencia 0 un nucleétido metilado,
respectivamente. La temperatura a la que pueden realizarse tales procedimientos puede estar en un intervalo de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 96 °C, aproximadamente 20 °C a aproximadamente 75 °C, 20 °C a
aproximadamente 60 °C o de aproximadamente 20 a aproximadamente 55 °C.

En una realizacion preferida, se proporciona en el presente documento reacciones optimizadas para realizar los
procedimientos de uso de las MNAzimas. En tales reacciones optimizadas, la actividad catalitica aumenta hasta 10,
20 6 30 % por encima de las reacciones no optimizadas. Las condiciones de reaccion mas preferidas mejoran la
actividad catalitica en al menos 35 % o 40 % y preferentemente hasta 50 % o mas. En realizaciones ain mas
preferidas, las reacciones optimizadas tienen un aumento de actividad catalitica de mas del 50 % y hasta 66 %, 75
% o incluso el 100 %. En realizaciones aun mas preferidas, un procedimiento de reaccién completamente optimizado
ofrecera 100, 200 o incluso 300 % o mas de aumento de la actividad catalitica. Otras condiciones de reaccién
preferidas pueden mejorar la actividad catalitica hasta 1000 % o mas frente a procedimientos realizados con
condiciones de reaccidon no optimizadas. Una condicion de reaccion altamente preferida para optimizar los
procedimientos proporcionados en el presente documento es la inclusién de ciertos cationes divalentes. La actividad
catalitica de la mayoria de las enzimas de acido nucleico puede verse influenciada de una manera dependiente de
concentracion por la concentracion de cationes divalentes. Las reacciones optimizadas preferidas se optimizan por
uno o mas de Ba*, Sr*"Mg?*, ca®*, Ni**, Co®*, Mn**,zn*"y Pb*".

9. Procedimientos que usan aptameros

Los expertos en la materia apreciaran facilmente que los procedimientos descritos en el presente documento pueden
realizarse con aptameros, pudiendo dichos aptameros facilitar la deteccion, identificacion y/o cuantificacion de
dianas incluyendo dianas distintas de acidos nucleicos.

En referencia a las Figuras 4 y 20, se ejemplifica un procedimiento para usar MNAzimas para detectar dianas,
incluyendo entidades no de acido nucleico. Este procedimiento usa aptameros que pueden comprender un acido
nucleico o proteina, polipéptido o péptido o combinacién de los mismos que tiene la capacidad para reconocer uno o
mas ligandos. Los aptameros pueden unirse, por ejemplo, a proteinas, polipéptidos, péptidos o acidos nucleicos,
glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células, virus, bacterias, arqueas, hongos, anticuerpos, metabolitos,
patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, organismos completos, moléculas pequefias, polimeros, iones
metalicos, sales metalicas, priones o cualquier derivado, parte o combinacion de los mismos o cualquier otra entidad
(Lee y col, 2004).

Los aptameros preferidos en el presente documento pueden comprender oligomeros de ADN o ARN
monocatenarios cortos o péptidos que pueden aislarse de bibliotecas complejas de acidos nucleicos sintéticos o
péptidos por un procedimiento por iteraciones de adsorcion, recuperacion y reamplificacion. Los aptameros pueden
por lo tanto generarse contra casi cualquier diana, variando desde moléculas pequefias tales como aminoéacidos o
antibidticos, hasta proteinas y estructuras de acido nucleico. En realizaciones preferidas, los aptameros incluyen, por
ejemplo, moléculas de union a acido nucleico que se generan preferentemente por técnicas de evolucion y
seleccion. Preferentemente, los aptdmeros pueden comprender moléculas de ADN o ARN, o una combinacion de las
mismas, incluyendo pero sin limitacion los analogos de nucleétidos segun, por ejemplo, la Tabla 2 anterior.

Se ilustran estrategias para combinar el uso de aptameros con MNAzimas en las Figuras 4 y 20. En referencia a la
Figura 4 panel (i), los oligonucledtidos de acido nucleico requeridos para esta estrategia de deteccion de MNAzima
pueden incluir; (a) una partezima convencional; (b) una apta-partezima que es una partezima que incorpora un
aptamero (secuencia en negrita) asi como una secuencia complementaria capaz de formar una horquilla y por lo
tanto inhibir el ensamblaje de MNAzima; (c) un facilitador de ensamblaje que puede unirse a tanto la aptapartezima
como la partezima, permitiendo de este modo el ensamblaje de una MNAzima activa; y (d) un sustrato. En ausencia
de un analito diana (An), la aptapartezima adopta una estructura en horquilla que inhibe el ensamblaje de una
MNAzima activa. En presencia de analito diana, el analito diana se une al dominio de aptamero de la aptapartezima
interrumpiendo de este modo la estructura en horquilla y permitiendo que la aptapartezima participe en el
ensamblaje de una MNAzima activa. La MNAzima activa puede modificar después un sustrato provocando, por
ejemplo, generacion de sefial fluorescente.

En referencia a la Figura 4 panel (ii), los oligonucleétidos de &cido nucleico requeridos para esta estrategia de
deteccién de MNAzima pueden incluir; (a) dos partezimas convencionales; (b) un facilitador de ensamblaje que
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incorpora un aptamero (secuencia en negrita), asi como secuencia inhibidora complementaria capaz de formar una
estructura en horquilla; y (c) un sustrato. En ausencia de un analito diana, el facilitador de ensamblaje adopta una
estructura en horquilla que inhibe la capacidad de este componente para dirigir el ensamblaje de MNAzimas activas.
En presencia del analito diana, el analito diana se une al dominio de aptamero del facilitador de ensamblaje,
interrumpiendo de este modo la estructura en horquilla y permitiendo al componente dirigir el ensamblaje de una
MNAzima activa. La MNAzima activa puede modificar después un sustrato causando, por ejemplo, generacion de
sefial fluorescente.

Un experto en la materia apreciara que el aptdmero puede incorporarse en cualquier extremo de la molécula o
moléculas facilitadoras del ensamblaje. Ademas se apreciara que pueden incorporarse multiples aptameros en uno o
mas de los componentes oligonucleotidicos de partezima. El facilitador de ensamblaje en las estrategias ilustradas
en la Figura 4 paneles (i) y (ii) pueden comprender ADN, ARN, LNA, APN 0 una secuencia que contiene uno o mas
analogos de bases nucleotidicas. En otras realizaciones, el An diana es un &cido nucleico. En tales realizaciones,
una secuencia complementaria al acido nucleico diana reemplaza la secuencia de aptdmero en negrita en la Figura
4,

En referencia a la Figura 4 panel (jii), los oligonucleétidos de acido nucleico requeridos para esta estrategia de
deteccion de MNAzima pueden incluir dos apta-partezimas, cada una de las cuales contiene una parte de un
aptamero. En ausencia de un analito diana, no se pueden ensamblar MNAzimas activas. En presencia de analito
diana, el analito diana actia como el facilitador de ensamblaje que une los componentes oligonucleotidicos
dirigiendo de este modo el ensamblaje de una MNAzima activa. La MNAzima activa puede modificar después un
sustrato causando, por ejemplo, generacion de sefial fluorescente.

Una estrategia relacionada, que combina uniéon de aptamero y ensamblaje de MNAzima, se ilustra en la Figura 20.
En esta estrategia, se incorpora una secuencia de aptdmero en el extremo de una partezima (apta-partezima) en
una configuracion mediante la que una MNAzima activa se forma solamente en presencia del analito diana. Los
componentes oligonucleotidicos requeridos para la estrategia de deteccion de MNAzima ilustrada incluyen: (a) una
partezima convencional; (b) una apta-partezima que es un partezima con un aptamero incorporado en uno de sus
extremos; (c¢) un facilitador de ensamblaje que se une tanto a la apta-partezima como a la partezima permitiendo el
ensamblaje de una MNAzima activa (en presencia de diana); (d) un sustrato sonda indicador; y (e) un inhibidor de
ensamblaje que hibrida con la apta-partezima en una regién que abarca al menos parte de la secuencia del
aptamero y parte de la rama de union a sustrato de la secuencia de partezima. En ausencia de una diana (panel
izquierdo), el inhibidor de la ensamblaje se une a la apta-partezima bloqueando de este modo la union (y escision)
del sustrato sonda indicador. En presencia de una diana (panel derecho), la diana se une a la secuencia de
aptamero de la apta-partezima, evitando la unién del inhibidor de ensamblaje y permitiendo la unién y escision del
sustrato sonda indicador. Como tal, una MNAzima activa puede formarse solamente y provocar generacion de sefial
fluorescente en presencia de diana.

Ademas, se apreciara por un experto en la materia que la estrategia como se ilustra en la Figura 20 es similar a la
ilustrada en la Figura 4 panel (i), con la diferencia de que la secuencia inhibidora complementaria, que evita la
formacion de MNAzima activa se incorpora en un componente de partezima oligonucleotidico (Figura 4 panel (i)) o
en una molécula separada (Figura 20). Como tal, una secuencia inhibidora puede ser una molécula separada o
puede incorporarse en uno de los componentes que participan en el complejo de MNAzima.

También se apreciara por un experto en la materia que podrian incorporarse uno o0 mas aptameros en cualquiera de
los componentes oligonucleotidicos, incluyendo las partezimas, el facilitador de ensamblaje o el sustrato. Ademas el
aptamero podria incorporarse en cualquier extremo de uno cualquiera de estos oligonucledtidos.

La invencién puede entenderse mejor por referencia a los Ejemplos 18 y 21 en los que la estrategia de
aptamero/MNAzima se usa para detectar una molécula pequefia (ATP) y una proteina (Taq polimerasa)
respectivamente.

10. Procedimientos para deteccién, identificacién y cuantificacién de microARN

El experto en la materia entendera que la deteccion, identificacion y/o cuantificacion de microARN representa una
realizacién particular de los procedimientos descritos en el presente documento. En referencia a la Figura 5, se
ejemplifica una estrategia para amplificacion de secuencias de acido nucleico cortas (por ejemplo, microARN (miR))
y deteccion de amplicones usando MNAzimas.

La deteccion de secuencias de &cido nucleico cortas tales como microARN (miR) requiere estrategias adicionales
principalmente debido al tamafio pequefio de estas dianas. Los miR son moléculas de ARN no codificantes de
aproximadamente 22 nucleétidos de longitud. Pueden detectarse por clonacion o por andlisis de transferencia de
Northern, pero estos procedimientos son laboriosos y requieren mayores cantidades de ARN total que técnicas tales
como RT-PCR. El tamafio pequefio de los miR proporciona insuficiente secuencia para acomodar dos cebadores de
PCR de disefio convencional. Ademas, incluso si se consigue amplificacion de miR, es dificil distinguir amplicones
genuinos de dimeros de cebadores usando tamafio (determinado por electroforesis) o fluorescencia de la
intercalacion de colorantes no especificos tales como Sybr Green o bromuro de etidio. Esta limitacion podria
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superarse explorando los amplicones de miR con sondas de hibridacion interna tales como TagMan® o sondas
Beacon, sin embargo, de nuevo el pequefio tamafio de los amplicones impide el uso de sondas de disefios
convencionales.

Un procedimiento de RT-PCR de TagMan® modificado (Chen y col., 2005) para andlisis de miR inicia transcripcion
inversa usando cebadores 3’ que tienen extremos 3’ especificos de miR y secuencias no relacionadas adicionales
en sus extremos 5’ que pueden formar tallos de bucle. El ADNc generado se amplifica usando estos cebadores 3’y
cebadores 5', que también tienen extremos 3’ especificos de miR y secuencias no relacionadas adicionales en sus
extremos 5'. La amplificacién se controla en tiempo real usando sondas TagMan® que se unen tanto a secuencias
de miR como a secuencias no relacionadas introducidas por los cebadores. Sin embargo, debido al disefio del
cebador y al tamafio y posicionamiento de la sonda TagMan® existe aun la posibilidad de que los miR especificos
puedan no distinguirse de secuencias cercanamente relacionadas.

Como se muestra en la Figura 5, el procedimiento empleado aqui preferentemente emplea un cebador 3’ que se une
a un miR en su extremo 3’ y tiene una secuencia de extension, no relacionada con el miR, que puede, o no, formar
un tallo de bucle en el extremo 5. Como representa la Figura 5, la secuencia no relacionada del cebador puede
crear una estructura en bucle (Figura 5, lado izquierdo) o puede crear meramente una estructura marcadora (Figura
5, lado derecho). En cualquier ejemplo, el cebador de miR 3’ se extiende en presencia de transcriptasa inversa,
seguido de amplificacién por PCR usando cebadores 5’ y 3' con secuencia especifica de miR en el extremo 3’ con
secuencia de extension no relacionada en los extremos 5. Los amplicones se detectan faciimente por MNAzimas,
gue reconocen e hibridan con el amplicon incluyendo la region entre los cebadores 5’ y 3'. El requisito estricto de
complementariedad entre la rama sensora de MNAzima y el acido nucleico diana permite la diferenciacién de
secuencias incluso cercanamente relacionadas. El Ejemplo 5 y Ejemplo 10 en los ejemplos posteriores demuestran
los resultados de usar MNAzimas para detectar amplicones generados por amplificacion de secuencias de acido
nucleico cortas (véase también estrategia 2 en la Figura 2, anteriormente). Ademas, el Ejemplo 5 demuestra la
capacidad de procedimientos que usan MNAzimas para distinguir entre dos secuencias que tienen solamente una
diferencia de nucleétido sencillo. Esto proporciona una ventaja principal en tanto que, incluso cuando el
procedimiento de amplificacion es incapaz de diferenciar entre secuencias cercanamente relacionadas, las
MNAzimas permiten la diferenciacion de variacion de secuencia menor en los amplicones resultantes.

11. Procedimientos que usan cascadas

Los expertos en la materia apreciaran que los procedimientos descritos en el presente documento pueden usarse
para realizar una cascada como se ha definido en el presente documento. Las realizaciones particulares de realizar
tales procedimientos como se desvela en el presente documento incluyen, pero sin limitacion (1) uso de una
MNAzima para escindir un sustrato solamente en presencia de una diana, facilitandose después dicho sustrato para
implicaciéon en un segundo acontecimiento tal como generacion de una sefial detectable, como se representa en la
Figura 6 en la que la escisién de un sustrato facilita una enzima que puede después escindir un anclaje, dando como
resultado de este modo la disociacion de marcador fluorescente de un interruptor; o (2) uso de una MNAzima para
escindir un sustrato solamente en presencia de una diana, facilitandose después dicho sustrato para su implicacion
en un segundo acontecimiento, facilitando a su vez la realizacion de dicho segundo acontecimiento un sustrato
adicional para su implicacién en cualquier nUmero de acontecimientos posteriores, de modo que un acontecimiento
posterior facilita un sustrato para su implicaciéon en la realizacion de un acontecimiento anterior, creando de este
modo una cascada ciclica, tal como se representa en las Figuras 7 y 25, pudiendo emplearse tales cascadas ciclicas
para amplificar una sefial, por ejemplo, en aplicaciones en las que la baja abundancia de una diana no puede
proporcionar de otro modo una sefial que sea detectable.

Una cascada de amplificacion de efecto detectable puede comprender uno o mas de una cascada de ligasa/
ribozima, una cascada de enzima de acido nucleico circular, una cascada de enzima proteica 0 una 0 mas enzimas
unidas a un soporte o cualquier combinacién de los mismos.

En referencia a la Figura 2, la estrategia 3 muestra una vision de conjunto de un procedimiento para usar una
MNAzima para amplificar una sefial a través del uso de una cascada de sefial. Esto se analiza en méas detalle en
referencia a las Figuras 6, 7 y 25.

La Figura 6 representa un procedimiento ejemplar de deteccién de MNAzima de diana acoplada con amplificacion de
sefial mediada por enzima. Como se ha analizado antes, la invencidon proporciona procedimientos para usar
deteccion por MNAzima en los que una diana se amplifica asi como procedimientos en los que se amplifica una
sefial generada. En algunas realizaciones, la combinacién de tecnologia de MNAzima con estrategia de
amplificacion de sefial proporciona una alternativa a ensayos de MNAzima combinados con amplificacion de diana,
aungue en algunos casos tanto la amplificacion de diana como la amplificacién de sefial pueden usarse juntas. Los
procedimientos preferidos para amplificar sefiales implican mecanismos de cascada, que como comprendera el
experto en la materia con frecuencia estan implicados en la amplificacién de sefiales en sistemas biolégicos.

Se conocen en la técnica varios ejemplos de cascadas de amplificacion, que usan &cidos nucleicos cataliticos, y se
contemplan para su uso en el presente documento. Las cascadas de ligacion (Paul y Joyce, 2004) usan una primera
ribozima (A) que liga dos oligonuclettidos que contienen ARN para formar una segunda ribozima (B). La ribozima
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(B) liga después otros dos oligonucledtidos que contienen ARN para formar una nueva primera ribozima (A),
desencadenando de este modo una reaccion en cascada.

Una segunda cascada de amplificacion adecuada para su uso en el presente documento usa moléculas de sustrato/
ADNzima circularizadas (Levy y Ellington, 2003). Una ADNzima (A) es inactiva cuando es circular, pero se activa por
linealizacion por una segunda ADNzima (B) que escinde la ADNzima circular (A). La ADNzima lineal activa (A)
escinde después las moléculas de ADNzima circular (B) linealizandolas y activandolas de este modo. Las dos
ADNzimas capaces de escindir/linealizarse entre si dan como resultado una cascada de actividad de acido nucleico
catalitico.

Los expertos en la materia entenderan que otros enfoques estan disponibles, por ejemplo que combinan el uso de
ADNzimas con la versatilidad de aptameros y/o con el poder catalitico de enzimas proteicas tradicionales (véase, por
ejemplo, Zhang y col., 2005). El procedimiento de Zhang da como resultado la liberacion de una enzima proteica que
puede, a su vez, catalizar la formacion de moléculas detectables generando y amplificando de este modo la sefial. El
enfoque de Zhang permite deteccion sensible, pero es caro puesto que requiere moléculas altamente adaptadas
para cada ensayo. Se conocen en la técnica procedimientos para acoplar péptidos con acidos nucleicos (véase, por
ejemplo, Cheng y col, 1993), asi como procedimientos para unir ADN a estructuras de soporte. Por ejemplo, Asher
(documento PCT/US96/02380) describio ligacion de una enzima (ribozima) a un soporte insoluble, que tras su
liberacion, escindié un sustrato iniciando de este modo la amplificaciéon de una sefial usando dos ribozimas
espacialmente separadas.

Otros ejemplos de amplificacion de sefial para procedimientos in vitro se conocen en la técnica y pueden crearse
otras estrategias mas para amplificar sefiales usando técnicas similares a las que han demostrado éxito. Por
ejemplo, el ensayo de ADN ramificado (ADNr) (Urdea, 1993) amplifica una sefial empleando una molécula
indicadora secundaria (por ejemplo, fosfatasa alcalina) unida a sondas marcadas que median la reaccion. La
espectroscopia de correlaciéon de fluorescencia (FCS) emplea amplificacion electrénica de la sefial (Eigen y Rigler,
1994). La amplificacion de sefial de tiramida (TSA) (Bobrow y col., 1989; Adams, 1992; Raap y col., 1995; van
Gijlswijk y col., 1997), emplea peroxidasa de rdbano rusticano para convertir tiramisida a su forma activa, que se une
a restos de tirosina en proteinas. TSA se usa para diversas aplicaciones de inmunoquimica celular. El ensayo
Invader (Hall y col, 2000) emplea dos oligonucleétidos que se unen a una secuencia diana de una manera que
permite que la escisién de nucleasa conduzca a mas de 1000 acontecimientos de escisién por molécula diana a lo
largo del tiempo y la reaccion de escision puede acoplarse a una sonda fluorescente. Sin embargo, existen
limitaciones a los procedimientos de amplificacion de sefial conocidos. Por ejemplo, el ensayo de ADNr no es tan
sensible como los procedimientos de amplificacién de diana.

Por lo tanto, con atencién adicional a la Figura 6, se representa un ejemplo de un procedimiento que emplea una
enzima liberada por MNAzimas como parte de una estrategia de amplificacion de sefial. La sefal puede generarse,
por ejemplo, por escision enzimatica de un sustrato entre un resto de fluoréforo y un resto interruptor, permitiendo de
este modo que se genere una sefial. Las enzimas contempladas para su uso en el presente documento incluyen,
pero sin limitacién, ADNzimas, MNAzimas, ribozimas y enzimas proteicas con actividad medible, tales como
proteasas, endonucleasas de restriccion y otras enzimas hidroliticas. Las dianas preferidas son secuencias de acido
nucleico que incluyen, pero sin limitacion, ADN o ARN humano, animal, vegetal, viral, bacteriano. Otras dianas
preferidas pueden incluir moléculas de prién, levadura u hongo o cualquier otra, por ejemplo, incluyendo pero sin
limitacion glucoproteinas, lipidos, lipoproteinas, organismos completos, células, virus, bacterias, arqueas, hongos,
anticuerpos, metabolitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros, iones
metalicos, sales metélicas, priones o cualquier derivado, parte 0 combinacién de los mismos.

Como puede verse en la Figura 6, una enzima ejemplar, designada en el presente documento “Enzima” se une a un
primer soporte insoluble, a través de una molécula escindible, preferentemente un acido nucleico. Como se muestra
en el ejemplo en la Figura 6, la molécula escindible que actia como la union para la enzima “Enzima” es un sustrato
de MNAzima genérico o universal. También se une a un soporte insoluble no en contacto con el primer soporte
insoluble un sustrato de “anclaje escindible” para la enzima “Enzima’. La “Enzima” es cualquier enzima con una
actividad detectable, por ejemplo una MNAzima, ADNzima, ribozima o enzima proteica como se ha descrito
anteriormente. En realizaciones preferidas, las MNAzimas o ADNzimas son particularmente utiles. En presencia de
componentes oligonucleotidicos, o partezimas, que se autoensamblan para formar una MNAzima capaz de escindir
el sustrato genérico o universal y en presencia de la diana para la MNAzima, la MNAzima se forma y escinde
cataliticamente “Enzima” del soporte, liberandola de este modo y permitiendo que acceda al sustrato de “anclaje
escindible” y lo escinda. La escision del “anclaje escindible” libera el fluoréforo del sustrato unido. El fluoréforo se
detecta y mide facilmente.

La separacion fisica de una enzima inmovilizada o unida de su sustrato, que preferentemente también esta
inmovilizado o unido a un soporte, se denomina en ocasiones en el presente documento “separacion espacial”. Una
0 mas enzimas pueden estar “separadas espacialmente” de sus sustratos respectivos y entre si. Puede resultar una
cascada de amplificacion de sefial, particularmente cuando la escision del sustrato para la primera enzima libera la
segunda enzima, que a su vez libera mas primera enzima cuando el sustrato para la segunda enzima se escinde
(véase Figura 7).
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En realizaciones preferidas, el sustrato para la enzima “Enzima” es un sustrato bifuncional como se muestra, que
comprende tanto una parte interruptora como una parte detectable. Se prefieren particularmente realizaciones en las
que el sustrato para la enzima “Enzima” es una molécula sin sefial detectable mientras esta en el sustrato no
escindido y cuya sefial detectable aumenta de uno a muchos 6rdenes de magnitud tras la escision.

En referencia ahora a la Figura 7, se muestra un ejemplo de un ensayo que usa MNAzimas y una amplificacion de
sefial que usa dos enzimas “espacialmente separadas”. También puede generarse una cascada de amplificacion de
sefial usando tales ADNzimas “espacialmente separadas” como se ha descrito anteriormente. Un acontecimiento de
escision de MNAzima inicial escinde un sustrato ligado inmovilizado, liberando de este modo ADNzima A. La
ADNzima A migra después a una segunda secuencia en la que una segunda ADNzima B esta ligada. La ADNzima A
libera la ADNzima B que, a su vez, libera mas ADNzima A. Se inicia una cascada que da como resultado
amplificacion de la sefial. En diversas realizaciones, la diana puede ser secuencia de &cido nucleico incluyendo,
pero sin limitacion, ADN o ARN humano, viral, bacteriano; o la diana puede ser proteinas, virus, priones,
anticuerpos, células completas o moléculas pequefias.

En particular, puede verse a partir del Ejemplo de la Figura 7 que la ADNzima A esta unida a un soporte a través de
un primer sustrato genérico o sustrato de MNAzima universal, que también se escinde por ADNzima B. La ADNzima
B se une a un soporte insoluble a través de un segundo sustrato genérico que es un sustrato para ADNzima A.
Ambas ADNzimas estan conservadas de modo que sus sustratos respectivos les son inaccesibles. En presencia de
las partezimas que se autoensamblan para formar una MNAzima que escinde el sustrato universal y en presencia
adicional de la diana, la MNAzima se forma y escinde el sustrato de MNAzima universal conservando ADNzima A,
liberando de este modo la ADNzima A. La ADNzima A puede migrar ahora al segundo sustrato genérico. Tras la
escision del segundo sustrato genérico por ADNzima A, la ADNzima B se libera junto con su sefial detectable unida,
mostrada en el presente documento como fluoréforo F. El fluoréforo F es detectable ahora puesto que se separa de
una parte interruptora conservada Q. La ADNzima B liberada, que ahora puede acceder a su sustrato lo hace,
escindiéndolo (el primer sustrato genérico) y liberando de este modo ADNzima A adicional, que a su vez libera mas
ADNzima B y sefial detectable F. Por lo tanto, se establece una cascada de amplificacion de sefal potente, con
cantidades exponencialmente crecientes de sefial detectable F.

Un ejemplo de una cascada de MNAzima que usa partezimas ligadas puede entenderse mejor por referencia a la
Figura 25. Las MNAzimas pueden usarse para iniciar cascadas de amplificacion de sefial como se ilustra en este
diagrama. La reaccion contiene los siguientes elementos; (i) partezimas para MNAzima 1 que estan libres en
solucidn; (ii) un facilitador de ensamblaje para MNAzimas 2 y 3 (que tienen las mismas ramas sensoras) que esta
libre en solucion (como se ilustra) o ligado a un soporte insoluble por sustrato, Sub 1; (iii) partezimas para MNAzima
2 que estan ligadas a un soporte insoluble por el sustrato, Sub 1. Sub 1 puede escindirse por MNAzima 1 (en
presencia de un analito diana) o MNAzima 3 (en presencia de un facilitador de ensamblaje) y la escision da como
resultado la liberacion de las partezimas para MNAzima 2 en solucidn; (iv) partezimas para MNAzima 3 que estan
ligadas a un soporte insoluble por el sustrato, Sub 2. Sub 2 puede escindirse por MNAzima 2 (en presencia de
facilitador de ensamblaje) y la escision da como resultado la liberacion de las partezimas para la MNAzima 3 en
solucidn; (v) Sub 2-FQ, que tiene la misma secuencia que Sub 2, pero esta libre en solucion y esta marcado de
forma dual con un fluoréforo (F) y un interruptor (Q). Sub 2-FQ puede escindirse por MNAzima 2 para generar una
sefial fluorescente.

En presencia del analito diana, la MNAzima activa 1 se forma a partir de partezimas que estan libres en solucién. La
MNAzima 1 escinde su Sub 1 liberando de este modo partezimas para MNAzima 2. Una vez libres, estas partezimas
se hibridan con el facilitador de ensamblaje y forman MNAzima 2, que escinde Sub 2-FQ libre (generando una sefal
fluorescente) o Sub 2 ligado (liberando partezimas para MNAzima 3). Puesto que MNAzima 3 comparte las mismas
ramas de sustrato que la MNAzima 1, también puede escindir Sub 1 ligado, liberando de este modo mas partezimas
para MNAzima 2. Esto da como resultado una cascada de generacién enzimatica de los componentes (partezimas)
para méas enzimas (MNAzimas) y una cascada de amplificacion de sefial simultanea.

12. Procedimientos para la deteccién, identificacién y cuantificacién de acido nucleico metilado

La generacion de sefial mediada por MNAzima permite diferenciacion entre secuencias de acido nucleico
completamente coincidentes y las que contienen emparejamientos erréneos. Esta capacidad permite que las
MNAzimas se usen para la deteccion, identificacion y cuantificacién del acido nucleico metilado.

Con frecuencia se producen alteraciones en el patron de metilacion en relacién con enfermedades tales como
cancer, diabetes, enfermedades autoinmunes y trastornos psiquiatricos. La amplia mayoria de protocolos
actualmente usados para el analisis de metilacion comienzan con modificacién por bisulfito de ADN gendmico. Las
modificaciones de bisulfito convierten las citidinas no metiladas, pero no las metiladas, a uridinas. Si el &cido
nucleico modificado con bisulfito se amplifica después, por ejemplo por PCR, las uridinas se reemplazan con
timidinas y la citidina metilada se reemplaza con citidina. Los amplicones modificados pueden analizarse por
diversos procedimientos que permiten la diferenciacion de las secuencias que contienen T (en posiciones que
originalmente contienen T no metilada) y C (en posiciones que originalmente contienen C metilada).

La capacidad de las MNAzimas para diferenciar entre variantes de secuencia cercanamente relacionadas hace a
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esta tecnologia bastante adecuada para diferenciar entre secuencias modificadas con bisulfito que originalmente
estaban metiladas o no metiladas. El enfoque puede entenderse mejor por referencia al Ejemplo 11.

Ademas, las MNAzimas pueden proporcionar un nuevo enfoque que permite el analisis directo de ADN metilado y no
metilado sin la necesidad de modificacion con bisulfito. Esto proporciona una ventaja significativa debido a que la
modificacion con bisulfito es laboriosa, consume tiempo y es destructiva para el acido nucleico a analizar.

El uso de una rama estabilizadora con una partezima que tiene una rama sensora truncada se ha usado para
demostrar la capacidad de las MNAzimas para detectar polimorfismos de nucleétido sencillo presentes en
facilitadores de ensamblaje (Ejemplo 22). En las condiciones experimentales usadas en este ejemplo, una partezima
con una rama sensora truncada (cinco bases) fue funcional a una temperatura bastante por encima de su
temperatura de fusién esperada. Los sistemas con ramas estabilizadoras y partezimas que tienen ramas sensoras
truncadas, son muy sensibles a cambios pequefios en la diana y son susceptibles de uso a temperaturas altamente
rigurosas. Esta estrategia de deteccion puede extenderse adicionalmente para diferenciar directamente entre dianas,
gue estan metiladas o no metiladas en restos de citosina especificos, sin la necesidad de modificacion de bisulfito
anterior.

La presencia de 5-metilcitosina o 5-metilcitosinas aumenta la temperatura de fusién de ADN en 1,3 °C por base
metilada, en relacién con citosina o citosinas no metiladas. Cuando las partezimas, una rama estabilizadora y un
sustrato se incuban a una temperatura que es adecuada para hibridacion y ensamblaje de MNAzima activa en
presencia de una diana metilada, pero que es demasiado alta para el ensamblaje de MNAzima en presencia de una
diana no metilada, se generaria una sefial solamente en presencia de la diana metilada. Esto proporciona una nueva
estrategia para andlisis directo de patrones de metilacion que pueden proporcionar un procedimiento para la
deteccion de bases de metilacion como marcadores de cancer y otras enfermedades.

Los expertos en la materia apreciaran por tanto facilmente y entenderdn que la optimizacion de parametros
experimentales incluyendo temperatura como se desvela en el presente documento se contempla como dentro del
alcance de los procedimientos de la presente invencién y que dicha optimizacion encuentra aplicacion particular en
la realizacién de procedimientos en relacion con la deteccion de ADN metilado directamente o después de
modificacion con bisulfito.

13. Procedimientos para deteccién e identificacién de variantes de secuencia de acido nucleico

La presente invencién proporciona adicionalmente procedimientos para la deteccién e identificacién de variantes de
secuencia basandose en que la generacién de sefial mediada por MNAzima permite la diferenciacion entre
secuencias de acido nucleico completamente coincidentes y las que contienen emparejamientos erroneos.

Las variaciones de secuencia capaces de deteccion por los procedimientos de la presente invencion incluyen, pero
sin limitacion, adiciones, deleciones, sustituciones, conversiones, duplicaciones, translocaciones, variantes de
secuencia de desplazamiento de fase, variantes de secuencia sin sentido o cualquier combinacién de las mismas.

Los procedimientos pueden aplicarse en cualquier situacion en la que sea deseable detectar y/o identificar una
variacion de secuencia de &acido nucleico, incluyendo pero sin limitacién diagnéstico de enfermedades o
predisposiciones a las mismas, identificacion de polimorfismos o evaluacion de fidelidad de replicacién de acidos
nucleicos. Ademas, también pueden detectarse alteraciones mayores tales como translocaciones asociadas con
diversos tipos de cancer, que dan como resultado transcritos de fusion. Estas se producen frecuentemente en
asociacion con leucemia. Por ejemplo, los transcritos de fusion PML/RARa se asocian con leucemia promielocitica
aguda y los transcritos de fusién bcr/abl se asocian con leucemia granulocitica crénica.

Puede producirse deteccion de diana mediada por MNAzima mediante reconocimiento de bases de Watson-Crick de
las ramas sensoras de la partezima y el facilitador de ensamblaje. El requisito de complementariedad puede
explotarse para detectar variaciones de secuencia pequefias, incluyendo pero sin limitacién, emparejamientos
erroneos de base sencilla entre la rama sensora de la partezima y el facilitador de ensamblaje. La capacidad de
diferenciacion de variantes de secuencia puede entenderse mejor por referencia a los Ejemplos 5, 19 y 22.

Todos esos ejemplos demuestran la capacidad de las MNAzimas para diferenciar entre situaciones en las que la
rama sensora y el facilitador de ensamblaje son completamente coincidentes y situaciones en las que hay al menos
un emparejamiento erréneo o polimorfismo de base sencilla.

La capacidad para diferenciar emparejamientos erréneos de base sencilla depende de varios factores, incluyendo
(a) la rigurosidad de las condiciones de reaccién, que pueden verse influidas por muchos factores incluyendo la
temperatura, concentracion salina, concentracion de cationes, (b) el tipo de emparejamiento erroneo, (c) la posicién
del emparejamiento erréneo dentro de la rama de partezima y (d) la longitud de la rama de partezima. Dependiendo
de la aplicacion, la rigurosidad de la reaccion puede adaptarse para ser intolerante o tolerante, hasta cierto grado de
emparejamiento erréneo entre la rama sensora y el facilitador de ensamblaje. Las condiciones rigurosas permiten la
diferenciacion de variantes de secuencia cercanamente relacionadas, tales como una diferencia de un solo
nucledtido. Las condiciones de menor rigurosidad pueden no diferenciar entre facilitadores de ensamblaje con
secuencias cercanamente relacionadas. Por lo tanto, esto podria explotarse para detectar simultdneamente un
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grupo de secuencias cercanamente relacionadas en una reaccion sencilla con una MNAzima sencilla.

La diferenciacion de polimorfismos de nucle6tido sencillo puede extenderse por el uso de partezimas con ramas
sensoras truncadas (Figura 23 y Ejemplo 22). Pueden estabilizarse ramas sensoras truncadas por un componente
oligonucleotidico estabilizador, que aunque es una molécula separada, puede considerarse como un segundo
componente de la partezima truncada, a la que se une de forma adyacente.

14. MNAzimas para deteccidn, identificacién y/o cuantificaciéon de bacterias y virus.

La presente invencion abarca procedimientos para la deteccion de bacterias, virus o cualquier otro microorganismo,
por ejemplo, a través del disefio de ramas sensoras de MNAzima que se adaptan para hibridar con cualquier
molécula tal como un acido nucleico que es Unico para el microorganismo que se busca detectar, identificar y/o
cuantificar. Adicionalmente, o como alternativa, puede detectarse una clase de microorganismo, por ejemplo,
incluyendo pero sin limitacion bacterias Gram positivas o Gram negativas. Las variaciones adicionales de los
procedimientos que estan dentro del alcance de la contemplacion del experto en la materia incluyen, pero sin
limitacion, uso de un aptamero adaptado para unirse a una proteina, molécula pequefia, célula, componente celular
o producto celular tal como una toxina que es Unica para el microorganismo que se busca detectar, identificar y/o
cuantificar.

Las bacterias y virus contienen ADN y/o ARN que puede proporcionar un molde para su identificacion, deteccion y/o
cuantificacion rapida y sensible usando tecnologia de MNAzima. La variacién de secuencia entre especies y cepas
bacterianas y virales puede usarse para permitir la diferenciacion sensible entre especies y cepas individuales. Se
prefieren particularmente enfoques de MNAzima mdltiples para la deteccién y/o diferenciacién simultanea de
especies, cepas 0 aislados bacterianos o virales mdltiples.

Como alternativa, pueden usarse regiones de similitud de secuencia entre especies y cepas bacterianas o virales
para identificar la presencia o ausencia de cualquiera de un grupo de especies y cepas individuales en un ensayo de
MNAzima sencillo. Este (ltimo enfoque se ejemplifica en el Ejemplo 15 en el que se us6 una regién conservada
hallada en la secuencia 16S ribosémica bacteriana como la base de un ensayo para reemplazar el ensayo
bacteriano de una tincion de Gram para un ensayo de liberacién rapido con respecto a esterilidad y/o contaminacion
de micoplasma.

El Ejemplo 16, que ilustra el uso de MNAzimas para la deteccion y cuantificacion de ARN viral de VIH-1, demuestra
el uso de MNAzimas como una herramienta sensible para la deteccion y cuantificacion viral.

15. Kits

La presente invencién también proporciona kits para realizar los procedimientos desvelados en el presente
documento. Tipicamente, los kits para llevar a cabo los procedimientos de la presente invencion contienen todos los
reactivos necesarios para llevar a cabo el procedimiento. Por ejemplo, en una realizaciéon un kit puede comprender
un primer recipiente que contiene al menos un primer y segundo componentes oligonucleotidicos que comprenden
una primera y segunda partezima y un segundo recipiente que comprende un sustrato, en el que el autoensamblaje
de la primera y segunda partezimas y el sustrato en una MNAzima requiere asociacion de un facilitador de
ensamblaje presente en una muestra de ensayo. En consecuencia, en dicha realizacién, la primera y segunda
partezimas y el sustrato, pueden aplicarse a la muestra de ensayo para determinar la presencia del facilitador de
ensamblaje, comprendiendo el facilitador de ensamblaje la diana.

Tipicamente, los kits de la presente invencion también comprenderan uno o mas recipientes adicionales, que
contienen, por ejemplo, reactivos de lavado y/u otros reactivos seglin se requiera en la realizacion de los
procedimientos de la invencion.

En el contexto de la presente invencion, un kit compartimentalizado incluye cualquier kit en el que los reactivos estan
contenidos en recipientes separados y pueden incluir recipientes de vidrio pequefios, recipientes de plastico o tiras
de plastico o papel. Tales recipientes pueden permitir la transferencia eficaz de reactivos de un compartimiento a
otro compartimiento evitando a la vez la contaminacion cruzada de las muestras y reactivos y la adicion de agentes
o soluciones de cada recipiente de un compartimiento a otro de una manera cuantitativa. Tales kits pueden también
incluir un recipiente que aceptard la muestra de ensayo, un recipiente que contiene los reactivos usados en el
ensayo, recipientes que contienen reactivos de lavado y recipientes que contienen un reactivo de deteccion.
Tipicamente, un kit de la presente invencion también incluira instrucciones para usar los componentes del kit para
realizar los procedimientos apropiados. Los kits y procedimientos de la invencion pueden usarse junto con
equipamiento y sistema de analisis automatico, por ejemplo, incluyendo pero sin limitacion, maquinas de PCR en
tiempo real.

Para aplicacion a deteccion, identificacién o cuantificacién de diferentes dianas, puede ser aplicable un kit sencillo de
la invencién o como alternativa pueden requerirse diferentes kits, por ejemplo que contienen reactivos especificos
para cada diana. Los procedimientos y kits de la presente invencion encuentran su aplicacion en cualquier
circunstancia en la que sea deseable detectar, identificar o cuantificar cualquier entidad.

37



10

ES 2370910 T3

La presente invencién se describird ahora adicionalmente en mayor detalle por referencia a los siguientes ejemplos
especificos, que no deberian interpretarse como limitantes en ninglin modo del alcance de la invencion.

Ejemplos

En los siguientes ejemplos, se adaptaron varios disefios de MNAzima, basandose en la division del nicleo catalitico
de la ADNzima 10:23 o la 8:17, para una diversidad de sustratos y acidos nucleicos diana (Tabla 3). Estos sistemas
de sustrato diana se han ensayado en una diversidad de condiciones de reaccién y se ha demostrado que son
robustos.

Los disefios de MNAzima y partezimas especificas ejemplares usados en los siguientes ejemplos se enumeran en la
Tabla 3. Las partezimas se nombran de modo que el nombre (por ejemplo, RO4A1/1) incorpora la referencia al
dominio diana (por ejemplo, RO4 para RPLPO exén 4), el dominio requerido para actividad catalitica de MNAzima
(por ejemplo Al) y el dominio de sustrato (por ejemplo 1 para SubBi-1).

Tabla 3: Sustratos y MNAzimas ejemplares. Partezimas especificas usadas en los ejemplos de trabajo

Disefios de MNAzima (Nicleo | Partezimas Ay B | Sustrato de dianas de Ejemplos (Figuras)
Catalitico) partezimas especificos

1(8:17) AlBl RO4A1/1: RO4B1/1 1
RPLPO ex6n 4 (RO4) (8)
SubBi-1-FB (1)

2(8:17) Al:B2 RO4A1/1: RO4B2/1 1
RPLPO ex6n 4 (RO4) (8)
SubBi-1-FB (1)

3(8:17) Al:B3 RO4A1/1: RO4B3/1 1
RPLPO ex6n 4 (RO4) (9,10)
SubBi-1-FB (1)

4 (8:17) A2: B3 RO4A2/1: R04B3/1 1y4
RPLPO ex6n 4 (RO4) (10,14)
SubBi-1-FB (1)
miR20A2/1: miR20B3/1 2,5y6 (11, 12,

15, 16)

MiR-20
AtpA2/1: Atp B3/1 18
ATP y dATP SubBi-
1-FB (1)
TagA2/1: AtpB3/1 21

Taq polimerasa
SubBi-1-FB (1)

miR143 A2/1: miR143 B3/1 12
miR143
miR143 A2/1: miR143 B3H/1 12
miR143
miR143 A2H/1: miR143 B3/1 12
miR143
miR143 A2H/1: miR143 B3H/1 12
miR143
5 A3:B4 ROSA3/2: RO5B4/2 3
(10:23) RPLPO ex6n 5 (RO5) (13)

SubBi-2-FB (2)
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(cont)

Disefios de MNAzima (Nucleo

Partezimas Ay B

Sustrato de dianas de

Ejemplos (Figuras)

Catalitico) partezimas especificos
6 A4:B5 RO5A4/2: RO5B5/2 3

(10:23) RPLPO ex6n 5 (RO5) (13)
SubBi-2-FB (2)
RO5A4/3-P: RO5B5/3-P 8
RPLPO ex6n 5 (RO5) 17)
SubBi-3-FB (3)
RO5A4/3-P: RO5B5/3-P 13
RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-3-Q6B2 (3)
RO5A4/3-P: RO5B5/3-P 9
RPLPO ex6n 5 (RO5) (19)
SubBi-3-JB (3)
RO5A4/4-P: RO5B5/4-P 14
RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-4-JB (4)
RO5A4/2-P: RO5B5(16)/2-P 20
RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)
RO5A4/2-P: RO5B5/2-P 24
RPLPO
exon 5 (RO5)
SubBi-2 (2)
nfR20A4/2: miR20B5/2 9
miR-20 (19)
SubBi-2-FB (2)
PCR7aA412-P: PCR7aB5/2-P 10
Let-7a
SubBi-2-FB (2)
BaA4/2-P: BaB5/2-P 13
B-actina
SubBi-2-JB (2)
BaA4/7-P: BaB5/7-P 14
B-actina
SubBi-7-FB (7)
BCRA4/6-P: BCRB5/6-P 13y
BCR 14
SubBi-6-TRB2 (6)
HPRTA4/7-P: HPRTB5/7-P 13
HPRT
SubBi-7-FB (7)
HPRTA4/2-P: HPRTB5/2-P 14

HPRT
SubBi-2-A350B (2)
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(cont)

Disefios de MNAzima (Nucleo
Catalitico)

Partezimas Ay B

Sustrato de dianas de
partezimas especificos

Ejemplos (Figuras)

RO4A4/3-P; RO4B5/3-P
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-3-Q6B2 (3)

14

RO4A4/3-5b: RO4B5/3-3b
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-3-FB (3)

24

NefA4/6-P: NefB5/6-P
HIV-1 Nef
SubBi-6-TRB2 (6)

16

XdA4/2-P: XdB5/2-P
Xd
SubBi-2-FB (2)

22
(23)

7
(10:23)

A5:B6

p16A5/3-P: p16B6/3-P
pl6
SubBi-3-FB (3)

11

16S1A5/2-P: 16S1B6/2-P
16 S ribosémico bacteriano
SubBi-2-FB (2)

15

RO5A5/2(22)-P:RO5B6/2
(11G)-P

RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-ER (2)

19
(22)

RO5A5/2(22)-P:RO5B6/2
(11C)-P

RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-ER (2)

19
(22)

RO5A5/2(22)-P: RO5B6(16)/2
RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

20

RO4A5/2: RO4B6/2
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2-G14A: RO4B6/2
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2-A12T: RO4B6/2
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2-A11T: RO4B6/2
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17
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(cont)

Disefios de MNAzima (Nucleo
Catalitico)

Partezimas Ay B

Sustrato de dianas de
partezimas especificos

Ejemplos (Figuras)

RO4A5/2-A9T: RO4B6/2
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2: RO4B6/2-C7A
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5/2: RO4B6/2-TAC
RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

17

RO4A5(18)/2-P: RO4B6 (19)/2-
P

RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-EB (2)

23

RO4A5(18)/2-rA9-P RO4B6
(19)/2-P

RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-ER (2)

23

RO4A5(18)/2-rG14-P: RO4B6
(19)/2-P

RPLPO ex6n 4 (RO4)
SubBi-2-ER (2)

23

RO4rA5(18)/2: RO4B6 (19)/2-P
RPLPO exon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23

RO4A5(18)/2-P: RO4rB6(19)/2
RPLPO exon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23

RO4rA5(18)/2: RO4rB6(19)/2
RPLPO exon 4 (RO4)
SubBi-2-FB (2)

23

8
(10:23)

A6:B7

RO5A6(22)/2-P: RO5B7(16)/2-
P

RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

20

9
(10:23)

A7:B8

ROSA7(22)/2-P: RO5B8(16)/2-
P

RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

20

10
(10:23)

A8:B9

RO5A8(22)/2-P: RO5B9(16)/2-
P

RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

20

11
(10:23)

A9:B10

RO5A9(22)/2-P: RO5B10(16)/
2-P

RPLPO ex6n 5 (RO5)
SubBi-2-FB (2)

20

41




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2370910 T3

Ejemplo 1: Aplicacion de MNAzimas a la deteccion directa de un &cido nucleico diana (secuencia de RPLPO
humano).

1.1. Oligonucleétidos de Partezima

Se ensayaron cuatro disefios de MNAzimas (Figuras 8-10) basados en la ADNzima 8:17. Los expertos en la materia
apreciaran que las secuencias de rama sensora (union de diana) designadas por “N” pueden reemplazarse con
secuencias especificas de diana para cualquier diana de acido nucleico conocida (Figuras 8-10). Las secuencias de
rama de sustrato, que se unen al sustrato indicador, pueden ser genéricas y usarse para muchas dianas. Los
expertos en la materia apreciaran que las secuencias de sustrato designadas por “N” en las Figuras 8-10 pueden
reemplazarse por secuencias de ADN, ARN o quiméricas de ADN/ARN vy las designadas por “r" pueden
reemplazarse por otras y/o un namero diferente de secuencias de ribonucleétidos.

En los experimentos realizados para medir la actividad catalitica de las MNAzimas de RPLPO descritas en las
Figuras 8-10, las partezimas oligonucleotidicas A y B se disefiaron para dirigirse al exén 4 del gen de RPLPO. Las
secuencias de las partezimas A y B se enumeran a continuacion de 5’ a 3’ en las que las bases subrayadas forman
al menos parte del nlcleo catalitico activo de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y
las bases en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N°:1: Partezima A1 RO4A1/1:
GCTGGTCATCCAGCACGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N°:2: Partezima A2 R04A2/1:
GCTGGTCATCCAGCAGCGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N°:3: Partezima B1 RO4B1/1:
CATCTCTTCTCCGTCGAAGTGTTCGACAATGGC
SEC ID N°:4: Partezima B2 R04B2/1.:
CATCTCTTCTCCGGTGTTCGACAATGGC

SEC ID N°:5: Partezima B3 R04B3/1.:
CATCTCTTCTCCGAGCGTGTTCGACAATGGC

1.2. Sustrato Indicador

La actividad de MNAzima se controla por escision de un sustrato indicador de &cido nucleico marcado de forma dual.
La secuencia de sustrato es una secuencia quimérica que contiene bases tanto de ARN como de ADN que se ha
usado previamente como un sustrato de ADNzima 8:17 (Li y col., 2000). En el presente ejemplo, el sustrato
indicador se designa SubBi-1-FB y tiene marcadores internos, concretamente 6-carboxifluoresceina (“6-FAM”) unida
a un nucledtido 5’ de la base de ARN y un resto de interruptor Black Hole 1 (“BHQ1") unido a un nucleétido 3’ de la
base de ARN. La escision de SubBi-1-FB por MNAzimas se control6 a 530 nm (longitud de onda de emision de
FAM) con excitacién a 485 nm (longitud de onda de excitacion de FAM). La secuencia marcada de SubBi-1-FB es
como sigue, de 5’ a 3, indicando las bases subrayadas la posicion de la 6-FAM y los restos de BHQ1. Las bases en
mindsculas representan ARN y las bases en mayusculas representan ADN.

SEC ID N° 6: SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
1.3. Secuencia de MNAzima de Control

El control de hibridacion (MNAzima inactiva) se inactivd mutando una base sencilla en el oligonucleétido Al que es
esencial para la formacién del ndcleo catalitico. Aunque tanto el sustrato indicador como las secuencias diana ain
pueden unirse a las MNAzimas, el sustrato no puede escindirse debido a la modificacién en el nicleo catalitico de la
MNAzima. La unién de un sustrato indicador a las moléculas de partezima podria por si misma generar una medida
de fluorescencia debido a cambio conformacional del sustrato indicador tras hibridaciéon. Se incluy6é un control que
emplea una molécula de partezima A1 mutada (RO4A1mut) y se designo el control de hibridacion. La secuencia de
MNAzima mutada se ilustra a continuacion y la posicion de la base G que se cambi6 a T esta subrayada.

SEC ID N°: 7: Partezima Mutante A
RO4A1Mut/1:GCTGGTCATCCAGCACGGTCTAAATAGTGAGT
1.4. Diana

La secuencia diana para este ejemplo fue un oligonucledtido, diana RO4/1, que tiene la misma secuencia que una
seccién del exon 4 del gen de RPLPO humano. La secuencia de diana RO4/1 es como sigue, escrita de 5’ a 3'.

SEC ID N°: 8 Diana RO4/1:
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC
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negativo sintético de secuencia no relacionada (Diana RO4/1mut).

SEC ID N°: 9 Diana RO4/1mut:

CGACCATTAGGTCGTCCACAAGCTGTTACCG

1.5. Componentes de Reaccion

La deteccion de la secuencia diana se midié por un aumento de sefial fluorescente causado por escision del sustrato
indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de sustrato y el
volumen total de todas las reacciones fue de 25 pl. Todas las reacciones se realizaron a 40 °C en un termociclador
SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccion se leyd cada 7 segundos durante un total de
10 minutos. Todas las reacciones en la Tabla 4 contenian la mezcla a granel de SubBi-1-FB 1 uM en Tris HCI (pH

9,0 a 25 °C) y MgCl, 25 mM.

Tabla 4: Componentes de reaccion para la deteccién de un acido nucleico.

Disefio Reaccion de Partezimas Diana Figura
MNAzima
A B
1 Diana RO4A1/11uM |R04B1/11uM |Diana RO4/11 uM |Figura 8
Sin Diana RO4A1/11uM |RO4B1/11uM ([H20
2 Diana RO4A1/11uM |RO4B2/11uM |Diana RO4/11 uM
Sin Diana RO4A1/11uM |RO4B2/11uM [H20
3 Diana RO4A1/11uM |RO4B3/11uM |Diana RO4/11 uM |Figura 9
Sin Diana RO4A1/11uM |RO4B3/11uM [H0
Fuera de Diana 1 RO4A1/11uM |RO4B3/11uM |Diana RO4/1 mut 1
uM
Fuera de Diana 2 RO4A1/11uM |[RO4B3/11uM |3 pgde
ADN
Lambda
Control de hibridacion |RO4A1mut/1 1 | RO4B3/1 1 Diana RO4/1 1 uM
uM uM
Solamente Partezima [RO4A1/11uM |- Diana RO4/1 1 uM
A
Solamente Partezima |- RO4B3/1 1 uM |Diana RO4/1 1 uM
B
3 Diana RO4A1/11uM |[RO4B3/11uM |Diana RO4/11 uM [Figura 10
Sin Diana RO4A1/1 RO4B3/11uM [H0
1uM
4 Diana RO4A2/11uM |RO4B3/11uM |Diana RO4/11 uM
Sin Diana 1 uM RO4A2/1 |1 uM RO4B3/1 [H0
uM uM
Todos Fondo - - - -
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Cada pocillo de reaccion en el termociclador SmartCycler® System (Cepheid) utilizado durante un experimento se
ensayd primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo, puesto que se sabe que éste varia entre los
pocillos. Este se midié leyendo la fluorescencia de la mezcla a granel solamente. Este valor se restd después de
todas las otras reacciones realizadas en ese pocillo para permitir la comparacion entre pocillos.

1.6. Resultados: deteccion de escisién de sustrato indicador SubBi-1-FB

Las MNAzimas de disefio 1 y 2 mostraron pocas pruebas de escision dependiente de diana del sustrato indicador en
las condiciones de este experimento (Figura 8). La fluorescencia fue similar para las reacciones con, y sin, diana
oligonucleotidica de RPLPO diana. La adicion de oligonucleétido de RPLPO diana dio como resultado un aumento
de fluorescencia para el disefio 3 (Figura 9 y 10) y el disefio 4 (Figura 10). Esto es coherente con la formacion de
MNAzimas activas en presencia de acido nucleico diana dando como resultado escision del sustrato indicador entre
el par de colorante interruptor y fluoréforo provocando un aumento de la fluorescencia. La fluorescencia de los
controles sin diana fue inferior a la de las reacciones que contienen diana y ninguna de las reacciones de control
mostré un aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo (Fguras 8-10). Esto demuestra que el aumento de
fluorescencia producido en reacciones que contienen diana se debe a ensamblaje dependiente de diana de una
MNAzima cataliticamente activa que escinde después el sustrato indicador. La eficacia de escisién del disefio 4 fue
mayor que la del disefio 3 para el sistema de RPLPO (Figura 10).

Las reacciones de control fuera de diana, hibridacion, partezima A solamente y partezima B solamente se muestran
para el disefio 3 (Figura 9). Los niveles de fluorescencia de estos controles eran mas bajos que o similares a los de
las reacciones sin diana. Ninguna de las reacciones de control mostré un aumento de la fluorescencia a lo largo del
tiempo. Estos resultados demuestran adicionalmente que la escision del sustrato indicador depende de la presencia
de los oligonucledtidos tanto de partezima A como de partezima B que se requieren para ensamblaje de una
MNAzima activa, asi como la secuencia de acido nucleico diana.

Ejemplo 2: MNAzimas para la deteccion de miR-20 o secuencias de ADN cortas homoélogas a miR-20.
2.1. Oligonucleottidos de Partezima

También puede usarse deteccion que emplea MNAzimas para el andlisis de miR. En este ejemplo, la MNAzima
solamente se forma cuando esta presente la secuencia de miR correcta. Esta MNAzima puede distinguir entre
secuencias de miR relacionadas, por ejemplo hsa-miR-20 y hsa-miR-93.

En los experimentos realizados para medir la actividad catalitica de la MNAzima descritos en la Figura 11, los
oligonucleétidos de partezima A y B se disefiaron para dirigirse a hsa-miR-20. Las secuencias de los
oligonucledtidos de partezimas A y B se enumeran a continuacion de 5" a 3'. En las siguientes secuencias, las bases
subrayadas forman parte del nacleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la
diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N° 10: Partezima A2:
MiR20A2/1:TACCTGCACTACGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N° 11: Partezima B3:
mMiR20B3/1:CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA
2.2. Sustrato Indicador

Se controla la actividad de MNAzima por escision de un sustrato indicador de acido nucleico marcado de forma dual.
El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-1-FB con la secuencia, de 5’ a 3, como sigue. Las bases en
minusculas representan ARN y las bases en mayusculas representan ADN. Las bases subrayadas indican la
posicion de un resto de 6 FAM en el extremo 5 y un resto BHQ1 en el extremo 3'. Los cambios en fluorescencia
debido a escisién de SubBi-1-FB en el ribonucleétido entre FAM y BHQ1 se controlaron a 530 nm (longitud de onda
de emision de FAM) con excitacién a 485 nm (longitud de onda de excitacion de FAM).

SEC ID N° 6: SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
2.3. Diana

La secuencia diana para este ejemplo fue un oligonucledtido de ADN, D-20, que tiene una secuencia que es
homologa a la especie de ARN hsa-miR-20 (Figura 11 (i)). La secuencia de la diana D-20 es la siguiente, escrita de
5a3.

SEC ID N° 12: Diana D-20:
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TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA
2.4. Secuencias de Control

Cualquier ensayo desarrollado para detectar microARN debe distinguir especificamente la secuencia de miR
deseada por ejemplo hsa-miR-20 de secuencias relacionadas tales como hsa-miR-17-5p, que pueden diferir del miR
diana en una o mas bases (Figura 11 (i)). Los oligonucleottidos “fuera de diana” relacionados con hsa-miR-20 17-5p,
93, 106a y 106b miR también se sintetizaron como ADN y se escriben de 5’ a 3’ a continuacion.

SEC ID N° 13: Diana D-17-5p:
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT
SEC ID N° 14: Diana D-93:
AAAGTGCTGTTCGTGCAGGTAG
SEC ID N° 15: Diana D-106a:
AAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGC

SEC ID N° 16: Diana D-106b:
TAAAGTGCTGACAGTGCAGAT
2.5. Condiciones de Reaccién

La deteccion de la secuencia diana se midié por un aumento de sefial de fluorescente causado por escisiéon del
sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de sustrato
y el volumen total de todas las reacciones fue de 25 ul. Todas las reacciones se llevaron a cabo a 40 °C en un
termociclador SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccidon se leyé cada 7 segundos
durante un total de 4 minutos. Todas las reacciones en la Tabla 5 contenian la mezcla a granel que consistia en
SubBi-1-FB, 1 uM, Tris HCI (pH 9,0 a 25 °C) y MgCl, 25 mM.

Tabla 5: Componentes de reacciones para la deteccion de una diana de acido nucleico como se muestra en

la Figura 11

Reaccion de MNAzima Molde Partezima A Partezima B
Diana D-201 uM miR20A2/1 1 uM miR20B3/1 1 uM
Sin Diana H.O
Fuera de Dianal7-5p D-17-5p 1 uM
Fuera de Diana D-93 D-931 uM
Fuera de DianaD-106a D-106a 1 uM
Fuera de DianaD-106b D-106b 1 uM
Solamente Partezima A D-20 1 uM miR20A2/1 1 uM -
Solamente Partezima B D-20 1 uM - miR20B3/1 1 uM

Cada pocillo de reacciéon del termociclador SmartCycler® System (Cepheid) usado durante el experimento se
ensayo primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo, puesto que se sabe que éste varia entre pocillos.
Este se midi6 leyendo la fluorescencia de la mezcla a granel sola. Este valor se restd después de todas las otras
reacciones realizadas en cada pocillo para permitir comparaciones entre pocillos.

También se realizaron reacciones que contenian diana, “sin diana” y “fuera de diana” en presencia de
concentraciones de MgCl, 5 mM y 100 mM y se compararon con MgCl, 25 mM (Figura 12).

2.6. Resultados: Deteccién de escision de sustrato indicador SubBi-1-FB

Los oligonucledtidos de partezima A y B de la MNAzima se ensamblan en una MNAzima cataliticamente activa para
escindir el sustrato indicador solamente en presencia de la secuencia diana. En este ejemplo, los controles fuera de
diana tienen tan poco como dos bases emparejadas de forma errénea con las ramas sensoras (secuencia de union
a diana miR-20). El “fuera de diana” D-17-5p tienen dos bases emparejadas errbneamente, apareciendo solamente
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una de ellas en la region mas diferenciada localizada en la mitad de la secuencia de miR-20. La reaccion de escision
que contiene la secuencia diana D-20 proporcioné un aumento de 26 veces de la sefial en comparacion con el
control sin diana (Figura 11 (iii)). Esto se compara con los controles fuera de diana, D-17-5p y D-106a, que
proporcionan un aumento de 3,5 veces en la sefial en comparacion con el control sin diana y D-93 y D-106b que no
proporcionan aumento de la sefial en comparacion con el control sin diana (Figura 11 (iii)). Por lo tanto, la
diferenciacion de D-20 de secuencias relacionadas demuestra la capacidad del sistema de MNAzima para
diferenciar secuencias que difieren en solamente unas pocas bases. Estudios anteriores usando ADNzimas
unimoleculares han demostrado que las ADNzimas tienen la capacidad de distinguir mutaciones de base sencilla
(Impey y col, 2000). Las MNAzimas también permiten la diferenciacion de cambios de base Unica (véase, Ejemplo 5
posterior).

Los controles de “solamente partezima A” y “solamente partezima B” tuvieron una fluorescencia similar a la de la
fluorescencia de fondo (datos no mostrados).

El uso de enzimas proteicas requiere que otros reactivos en la reaccion estén a concentraciones que son 6ptimas
para la actividad enzimatica proteica. Por ejemplo, la concentracién del cofactor de ién metalico que ayuda a una
ADNzima en la escision de sustrato indicador se mantiene a un minimo en protocolos que utilizan enzimas como
polimerasas. La deteccion directa usando MNAzimas no requiere ninguna enzima proteica y por lo tanto las
condiciones de reaccién ?ueden optimizarse para escision de sustrato rapida. En estas reacciones el cofactor de ién
metélico por ejemplo Mg®" puede aumentarse para optimizar la tasa catalitica de la MNAzima. La Figura 12 muestra
cémo la concentracion de MgCl, puede aumentarse a niveles que normalmente no pueden tolerarse en protocolos
de deteccién de diana. A MgCl; alto (100 mM) la eficiencia catalitica de la MNAzima es mayor. Ademas, al detectar
diana D-20 un aumento en el MgCl, no afectd a la especificidad de la reaccion, puesto que la diana D-20 aun es
claramente distinguible de las secuencias relacionadas D-17-5p, diana D-106a, diana D-93 y diana D-106b.

Ejemplo 3: MNAzimas (disefios 5y 6) para deteccidn directa de una diana de acido nucleico
3.1. Oligonucleottidos de Partezima

Los disefios 5 y 6 para MNAzimas, basados en la ADNzima 10:23, se ensayaron con respecto a actividad catalitica
(Figura 13). Los expertos en la materia apreciaran que las secuencias de rama sensora (unién de diana) designadas
con “N” pueden reemplazarse por secuencias especificas de diana para cualquier diana de acido nucleico conocida.
Las secuencias de rama de sustrato, que se unen al sustrato diana, pueden ser genéricas y usarse para muchas
dianas. Los expertos en la materia apreciaran que las secuencias de sustrato designadas con “N” en la Figura 13
pueden reemplazarse con secuencias de ADN, ARN o quiméricas de ADN/ARN.

Los experimentos realizados para medir la actividad catalitica de las MNAzimas de RPLPO descritas en la Figura 13,
las partezimas oligonucleotidicas A y B se disefiaron para dirigirse al exén 5 del gen de RPLPO. Las secuencias de
las partezimas A y B se enumeran a continuacion de 5’ a 3’ en las que las bases subrayadas forman parte del ntcleo
catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con
el sustrato. Las secuencias que no estan subrayadas, en negrita 0 en cursiva en SEC ID N° 17 y SEC ID N° 18
preferentemente forman una estructura de tallo tal como la representada en la Figura 13 (véase, por ejemplo, disefio
5).

SEC ID N° 17 partezima A3 RO5A3/2:

CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCCGCACAACGAGAGGAAACCTT
SEC ID N° 18 partezima B4 RO5B4/2:

TGCCCAGGGAGGCTAGCTGCMGTGGAGACGGATTACACCTTC
SEC ID N° 19 partezima A4 RO5A4/2:

CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT
SEC ID N° 20 partezima B5 RO5B5/2:

TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC
3.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-2 con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. En el presente ejemplo,
SubBi-2 se marco en el extremo con un resto de 6 FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’y se
designd SubBi-2-FB. La escision de SubBi-2-FB se control6 a 530 nm (longitud de onda de emisiéon de FAM) con
excitacion a 485nm (longitud de onda de excitacién de FAM). Las bases en minUsculas representan ARN y las bases
en mayusculas representan ADN.

SEC ID N° 21 SubBi-2-FB:

AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
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3.3. Secuencias Diana

La secuencia diana para este ejemplo fue una diana RO5/1 oligonucleotidica sintética con la secuencia, de 5’ a 3', a
continuacién como sigue. Esta secuencia diana tiene la misma secuencia que una seccion del gen de RPLPO, exén
5.

SEC ID N° 22 diana RO5/1:
GAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG
3.4. Componentes de la Reaccion

La deteccion de la secuencia diana se midié por un aumento de sefial fluorescente provocado por escision del
sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron por la adicion del sustrato y el
volumen total de todas las reacciones fue de 25 ul. Todas las reacciones se realizaron a 55 °C en un termociclador
SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccion se leyd cada 7 segundos durante un total de
5 minutos. Todas las reacciones en la Tabla 6 contenian SubBi-2-FB 1 uM, Tris HCI (pH 9,0 a 25 °C) y MgCl, 25
mM.

Tabla 6: Componentes de reacciones para deteccidon de una diana de acido nucleico como se muestra en la

Figura 13
Disefio Partezima A (1 uM) | Partezima B (1 pM) | Reaccion de MNAzima Target
5 RO5A3/2 RO5B4/2 Diana RO5/1 1 uM
Sin Diana H20
6 RO5A4/2 RO5B5/2 Diana RO5/1 1 uM
Sin Diana H20

Cada pocillo de reaccién en el termociclador SmartCycler® System (Cepheid) usado durante el experimento se
ensay6 primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo, puesto que se sabe que éste varia entre los
pocillos. Este se midié leyendo la fluorescencia de la mezcla a granel sola. Este valor se rest6 después de todas las
otras reacciones realizadas en ese pocillo para permitir comparaciones entre pocillos.

3.5. Resultados: Deteccién y Escisidon de Sustrato

Las reacciones que contenian diana, con las MNAzimas de los disefios 5 y 6, mostraron un aumento de la
fluorescencia a lo largo del tiempo en comparacién con el control sin diana (Figura 13ii), paneles superior e inferior,
respectivamente. Esto demuestra que los oligonucledtidos de partezima se ensamblan en una MNAzima
cataliticamente activa y escinden el sustrato indicador solamente en presencia de la secuencia diana. Los controles
sin diana no mostraron un aumento de fluorescencia lo que indica que no se estaba produciendo escision. La tasa
de escision para el disefio 6 era considerablemente mas rapida que para el disefio 5.

Ejemplo 4: Deteccion de amplicones de amplificacion de PCR in vitro de una secuencia de &cido nucleico
usando MNAzimas

4.1. Oligonucleodtidos de Partezima

Las MNAzimas también pueden usarse para detectar amplicones de secuencia de acido nucleico amplificada in
vitro. Para este ejemplo, se realiza deteccion de amplicones como un procedimiento de dos etapas pero también
puede realizarse en una reaccion sencilla. En este caso, los oligonucleétidos usados para detectar los amplicones se
basaron en el disefio 4 usando los oligonucledtidos RO4A2/1 y RO4B3/1 (Figura 10), que detecta el gen de RPLPO
humano. Los oligonucledtidos de partezima A y B se enumeran a continuacion. En las siguientes secuencias, las
bases subrayadas forman parte del nicleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan la
diana y las fases en cursivas hibridan con el sustrato.

SEQ ID N°: 2 Partezima A2 RO4A2/1.:
GCTGGTCATCCAGCAGCGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N°: 5 Partezima B3 R04B3/1:
CATCTCTTCICCGAGCGTGTTCGACAATGGC

4.2. Sustrato Indicador
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El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-1-FB con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. Las bases en
mindscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN. Las bases subrayadas indican la posicion
de un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3'. La escision de SubBi-1-FB se controlé a
530 nm (longitud de onda de FAM) con excitacion a 485 nm (longitud de onda de FAM).

SEC ID N°: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
4.3. Cebadores para amplificacion de gen de RPLPO humano por PCR

La secuencia diana para este ejemplo se generé por amplificacion de secuencia por PCR in vitro a partir del exén 4
del gen de RPLPO de ADN gendmico humano extraido de linea celular K562 (PROMEGA), usando los cebadores
de PCR enumerados a continuacion.

SEQ ID N°: 23 Cebador 5R04/3:
CAAGACTGGAGACAAAGTG

SEQ ID N°: 24 Cebador 3R0O4/2:
GCAGAGTTTCCTCTGTGATA

4.4. Oligonucle6tido Diana de Control

Se sintetizé un oligonucledtido y se us6 como un control positivo para secuencia de RPLPO. El oligonucledtido de
control no se amplificé por PCR en estos experimentos.

SEC ID N°: 8 Diana ROA4/1.:
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC
4.5. Componentes de Reacciéon: Amplificacion por PCR del gen de RPLPO

Se realiz6 una amplificacién por PCR del gen de RPLPO en volumen total de reaccién de 25 pl. todas las reacciones
de amplificacion se realizaron en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Los
pardmetros de ciclacion fueron 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 5 minutos y 65 °C durante 30
segundos (con una reduccion de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 5 segundos
y 55 °C durante 30 segundos. Todas las reacciones contenian 5R04/3 40 nM y 3R04/2 200 nM, MgCl, 3 mM, 200
uM de cada dNTP, Immobuffer 1x (Bioline) y 1 unidad de Immolase (Bioline) con o sin 500 ng de ADN genémico
humano de K562 (PROMEGA).

4.6. Componentes de Reaccion: Deteccion de secuencia diana

La deteccion de secuencia diana se midié por un aumento en la sefial de fluorescencia provocado por la escision del
sustrato diana por MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicion de sustrato y el
volumen total de todas las reacciones fue de 25 pl. todas las reacciones se realizaron a 40 °C en un termociclador
SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccion se midié cada 7 segundos durante un total de
10 minutos. Todas las reacciones de la Tabla 7 contenian la mezcla a granel de SubBi-1-FB 1 uM, Tris HCI (pH 9,0 a
25 °C) y MgCl, 25 mM. Las concentraciones de Partezimas oligonucleotidicas Ay B son 1 uM.

Tabla 7: Componentes de reaccion para la deteccion de amplicones de ADN de RPLPO después de PCR in
vitro. Los sistemas de MNAzima usaron el disefio 4 (R04A2/1:R0O4B3/1)

Reaccion de MNAzima de RPLPO Diana
Oligo-diana (RPLPO de Control Positivo) 10™ copias de Oligo Diana RO4/1
Diana-RPLPO producto de PCR (Ensayo) 5 pl de producto de PCR de RPLPO (equivalente a 100
ng de ADN gendmico)
Sin Diana (RPLPO de Control Negativo) 5 ul de H,O
ADN genomico no amplificado (Control Negativo) 5 ul que contienen 500 ng de ADN gendmico

Cada pocillo de reaccion en el termociclador SmartCycler® System (Cepheid) usado durante el experimento se
ensayo primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo, puesto que se sabe que este varia entre pocillos.
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Este se midi6 leyendo la fluorescencia de la mezcla a granel sola. Este valor se restd después de todas las otras
reacciones realizadas en ese pocillo para permitir la comparacion entre pocillos.

4.7. Resultados: detecciéon de escision de sustrato indicador SubBi-1-FB

El disefio de MNAzima 4 para la deteccion de RPLPO, exén 4, mostré un aumento de fluorescencia a lo largo del
tiempo cuando se amplificé la secuencia de RPLPO diana de ADN genémico humano por PCR (Figura 14). El
aumento de fluorescencia visto para amplicones de RPLPO fue similar al visto para 10™ copias de los
oligonucledtidos diana RO4/1 de control positivo. La fluorescencia de los controles sin diana fue menor que la de las
reacciones que contienen diana y ninguna de las reacciones de control negativo mostré6 un aumento de la
fluorescencia a lo largo del tiempo. Esto demuestra que el aumento de fluorescencia producido en reacciones que
contienen diana se debe a ensamblaje dependiente de diana de una MNAzima cataliticamente activa que después
escinde el sustrato indicador.

Ejemplo 5: Uso de MNAzimas para deteccién de amplicones producidos por amplificacién por PCR in vitro
de secuencias de &cido nucleico cortas.

5.1. Oligonucleottidos de Partezima

Pueden usarse MNAzimas para detectar amplicones de secuencia de acido nucleico amplificada in vitro. En este
ejemplo la amplificacion y deteccion se realiza en un procedimiento de tres etapas (Figura 5) pero también podria
realizarse amplificacion y deteccion por PCR de transcripcién inversa simultaneamente en un tubo de reaccion
sencillo. Para este ejemplo los oligonucledtidos usados para detectar los amplicones usaron los oligonucleétidos de
partezima A y B de miR de disefio 4 (Figura 11), que se disefiaron para detectar hsa-miR-20. Los oligonucleétidos
de partezima de MNAzima se enumeran a continuacién de modo que las bases subrayadas forman parte del nicleo
catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con
el sustrato.

SEC ID N°: 10 Partezima A2 miR20A2/1:
TACCTGCACTACGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N°: 11 Partezima B3 miR20B3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA
5.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-1-FB con la secuencia, de 5" a 3’, como sigue. Las bases en
minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN. Las bases subrayadas indican la posicion
de un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3'. La escision de SubBi-1-FB se control6 a
530 nm (longitud de onda de emision de FAM) con excitacion a 485 nm (longitud de onda de excitacién de FAM).

SEC ID N°: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
5.3. Cebadores de PCR para amplificacion de secuencias diana oligonucleotidicas D-20 de 22 mer

La secuencia diana para este ejemplo se generé por amplificacién in vitro del oligonucleétido D-20 usando los
cebadores de PCR oligonucleotidicos enumerados a continuacion.

SEC ID N°: 25 Cebador 5miR20/1:
ACGTGACGCTAAAGTGCT

SEC ID N°: 26 Cebador 3miR20/L1:
CGTCCGAATGACGTACCTGCAC
SEC ID N°: 27 Cebador 3miR20/P1:
CGAATGACGTACCTGCAC

5.4. Secuencias dianay controles

La secuencia de ADN (Diana D-20) con homologia para miR-20 se us6 como un molde para demostrar la
amplificacion y deteccion de una secuencia corta usando PCR y MNAnzimas.

SEC ID N°: 12 Diana D-20:
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TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA

Ademas, para asegurar que cualquier secuencia “fuera de diana” cercanamente relacionada amplificada
errbneamente no pueda detectarse con el sistema de miR-20, el oligonucleétido de ADN diana de control Diana D-
17-5p también se ensay0 con el sistema de oligonucle6tido de partezima miR-20.

SEC ID N°: 13 Diana D-17-5p:
CAAAGTGCTTACAGTGCAGGTAGT
5.5 Componentes de Reaccion: Amplificacion de secuencia diana

Se realiz6 amplificacién de la secuencia diana en un volumen total de reaccién de 25 ul. todas las reacciones de
amplificacion se realizaron en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). Los
parametros de ciclacién para las etapas 1 y 2 (transcripcion inversa y PCR) fueron de 42 °C durante 30 minutos, 95
°C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 5 segundos y 30 °C durante 30 segundos (méas 2 °C por ciclo) y
finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 5 segundos y 50 °C durante 30 segundos. Las reacciones inicialmente
solamente contenian 3miR20/L1 10 nM, después de 42 °C durante 30 minutos la reaccion se detuvo y se afiadieron
3miR20/P1 30 nM y 5miR20/1 200 nM. Todos los otros reactivos enumerados estaban en la mezcla inicial de
reaccion MgCl; 3 mM, 200 uM de cada dNTP, Immobuffer 1 x (Bioline) y 1 unidad de Immolase (Bioline) y a) 108
copias de Diana D-20, b) sin diana (dH20) o c) 10° copias de ADN fuera de diana (Diana D-17-5p).

5.6. Componentes de Reaccion: Deteccion de secuencia diana

La deteccion de la secuencia diana se midié por un aumento en la sefial de fluorescencia causada por escision del
sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adiccion de
sustrato y el volumen total de todas las reacciones fue de 25 pl. Todas las reacciones se realizaron a 40 °C en un
termociclador SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccion se leyé cada 7 segundos
durante un total de 10 minutos. Todas las reacciones de la Tabla 8 contenian la mezcla a granel de SubBi-1-FB 1
uM, Tris HCI (pH 9,0 a 25 °C) y MgCl, 25 mM. Las concentraciones de partezima A y B fueron de 1 uM.

Tabla 8: Componentes de reaccion para la deteccidon de secuencias de acido nucleico cortas amplificadas in
vitro (20-25 mer).

El sistema de MNAzima uso el Disefio 4 (mMiR20A2/1:miR20B3/1)

Reaccion de MNAzima Diana

Diana miR-20-oligonucleotido (miR20 de Control | 10 copias de Diana D-20 en 5 ul (no amplificado)
Positivo)

Diana miR-20- producto de PCR (Ensayo) Producto de PCR D-20 (5 ul de 25 pl de reaccion)
(equivalente a 2 x10’ copias de Diana D-20 amplificada
por PCR)

Diana miR-20- oligonucledtido (D-20 no amplificado de | 10° copias de Diana D-20 en 5 pl (no amplificado)
control)

Sin Diana (miR-20 de control negativo) 5 pl de H,O

Fuera de diana (Control Fuera de Diana para miR-20) Producto de PCR D-17-5p (5 pl de 25 ul de reaccion)
(equivalente a 2 x10’ copias de Diana D-17-5p
amplificada por PCR)

Cada pocillo de reaccion en el termociclador SmartCycler® System (Cepheid) usado durante el experimento se
ensay6 primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo. Este valor se resté después de todas las otras
reacciones realizadas en ese pocillo para permitir comparaciones entre pocillos.

5.7. Resultados: deteccidn de escision de sustrato indicador SubBi-1-FB

El disefio 4 de MNAzima para la deteccion de miR-20, mostré un aumento en la fluorescencia a lo largo del tiempo
cuando la secuencia diana usada fue Diana D-20 amplificada mediante PCR (Figura 15(i)).

La fluorescencia del control sin diana fue menor que la de las reacciones que contenian diana y ninguna de las
reacciones de control negativo mostraron un aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo. Esto demuestra que
el aumento de la fluorescencia producido en reacciones que contienen diana se debe a ensamblaje dependiente de
diana de MNAzimas cataliticamente activas que después escindieron el sustrato indicador.
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El control fuera de diana (D-17-5p) en este ejemplo también se amplificé con los cebadores de miR-20 puesto que
solamente tiene un emparejamiento erréneo en la posicion terminal dentro de las regiones que hibridan con los
cebadores de miR-20. La amplificacion de tanto Diana D-20 como Diana D-17-5p se confirmé por electroforesis.
Puesto que ambos amplicones incorporan las secuencias de cebadores en sus extremos terminales, ahora sélo
difieren en una base sencilla en el medio de los amplicones. La MNAzima diferencié exitosamente entre los
amplicones de D-20 y D-17-5p. Esta diferenciacion es un resultado de la diferencia de un nucleétido sencillo en los
amplicones de D-20 y D-17-5p en la regiéon que queda entre los cebadores como se ilustra en la Figura 15(ii). La
MNAzima requiere que las cuatro bases entre los cebadores estén presentes (permitiendo de este modo la
diferenciacion entre dimero de cebadores y amplicones genuinos) y las cuatro bases deben ser exactas sin tolerarse
sustituciones. Este ejemplo ilustra la capacidad de las MNAzimas para diferenciar ente secuencias cercanamente
relacionadas incluyendo las que difieren solamente en un polimorfismo de un nucleétido sencillo.

Ejemplo 6: Uso de MNAzimas para deteccion de amplicones de microARN producidos por amplificacién por
PCR in vitro de ARN total

6.1. Oligonucleottidos de Partezima

Pueden usarse MNAzimas para detectar amplicones de secuencias de acido nucleico amplificadas in vitro. En este
ejemplo se realiza amplificaciéon y deteccion en un procedimiento de 2 etapas (Figura 5) en el que se realiza la
amplificacion por PCR y transcripcién inversa en un primer tubo, seguido de deteccion mediada por MNAzima en un
segundo tubo. Para este ejemplo los oligonucleétidos usados para detectar los amplicones fueron oligonucleétidos
de partezima A y B de miR de disefio 4 (Figura 11), que se disefiaron para detectar hsa-miR-20. Los
oligonucleétidos de partezima de MNAzima se enumeran a continuacién de modo que las bases subrayadas forman
parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en
cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N°: 10 Partezima A2 miR20A2/1:
TACCTGCACTACGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N°: 11 Partezima B3 miR20B3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA
6.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-1-FB con la secuencia, de 5" a 3’, como sigue. Las bases en
minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN. Las bases subrayadas indican la posicion
de un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3'. La escision de SubBi-1-FB se control6 a
530 nm (longitud de onda de emision de FAM) con excitacion a 485 nm (longitud de onda de excitacién de FAM).

SEC ID N°: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
6.3. Cebadores de PCR para amplificacion de hsa-miR-20

La secuencia diana para este ejemplo se generd por amplificacion in vitro de ARN total de timo humano (Ambion)
usando los cebadores de PCR oligonucleotidicos enumerados a continuacion.

SEC ID N°: 25 Cebador 5miR20/1:
ACGTGACGCTAAAGTGCT

SEC ID N°: 26 Cebador 3miR20/L1:
CGTCCGAATGACGTACCTGCAC
6.4. Secuencias dianay controles

Se us6 ARN total de timo humano (Ambion) como molde para amplificacibn de miR-20 y se detectaron
posteriormente amplicones usando MNAzimas (seccién 6.6).

La secuencia de ARN (Diana R-20) con homologia para miR-20 se us6é como un control positivo para demostrar la
amplificacion de secuencias cortas, seguido de deteccion de amplicones resultantes usando MNAzimas.

SEC ID N°: 28 Diana R-20:

uaaagugcuuauagugcaggua
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6.5 Componentes de Reaccion: Amplificacidn de secuencia diana

Se realizdé amplificacion por PCR y transcripcién inversa de la secuencia diana en un volumen total de reaccion de
25 ul. Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems). Los parametros de ciclacion fueron de 40 °C durante 30 minutos, 95 °C durante 7 minutos, 10
ciclos de 95 °C durante 5 segundos y 30 °C durante 30 segundos (con un aumento de 2 °C de temperatura por ciclo)
y finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 5 segundos y 50 °C durante 30 segundos. Las reacciones contenian
3miR20/L1 40 nM y 5miR20/1 200 nM, MgCl> 3 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de Rnasin (Promega), 30
unidades de Transcriptasa Inversa MMLV(-H) (Promega), Immobuffer 1 x (Bioline) y 0,5 unidades de Immolase
(Bioline) y a) 1 ng de ARN total, b) sin diana (dH20) o c) 10™ copias (5 uM) de Oligonucleétido Diana R-20.

6.6. Componentes de Reaccion: Deteccion de secuencia diana

La deteccion de la secuencia diana se midié mediante un aumento de la sefial fluorescente causado por escision del
sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicciéon de
sustrato y el volumen total de todas las reacciones fue de 25 pl. Todas las reacciones se realizaron a 40 °C en un
termociclador SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reacciéon se leyé cada 30 segundos
durante un total de 5 minutos. Todas las reacciones de la Tabla 9 contenian la mezcla a granel de SubBi-1-FB 1 uM,
partezima A 1 uM, partezima B 1 uM, Tris HCI (pH 9,0 a 25 °C), MgCl, 25 mM y diana (como se indica en la Tabla
9).

Tabla 9: Componentes de reaccion para deteccién de ARN total amplificado in vitro. El sistema de MNAzima
uso el Disefio 4 (miR20A2/1:miR20B3/1)

Reaccion de MNAzima Diana

Diana miR-20 - oligonucleétido de ARN (miR20 de | Producto de PCR R-20 (5 pl de 25 ul de reaccion)
Control Positivo) (equivalente a 2 x10™ copias de oligonucledtido de
Diana R-20 amplificado)

Diana miR-20 — ARN total (Ensayo) Producto de PCR (5 pul de una reaccion de 25 pl)
(equivalente a 200 ng de ARN total amplificado)

ARN sin diana (miR20 de control negativo) Producto de PCR (5 ul de una reaccion de 25 pnl) de la
reaccion de “control sin diana” que contiene dH,0.

ARN total no amplificado (miR-20 de control negativo) ARN total (1 ng) en un volumen total de 5 pl

El nivel de fluorescencia de fondo se midi6é para cada pocillo de reaccion en el termociclador SmartCycler® System
(Cepheid). Este valor se restd después de todas las otras reacciones realizadas en ese pocillo para permitir
comparacion entre pocillos.

6.7. Resultados: deteccidn de escision de sustrato indicador SubBi-1-FB

El disefio de MNAzima 4 para la deteccién de miR-20 mostré un aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo
cuando la secuencia diana usada fue ARN total amplificado mediante PCR (Figura 16).

La fluorescencia del control sin diana de ARN fue menor que la de las reacciones que contenian diana de ARN y
ninguna de las reacciones de control negativo mostré un aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo. Esto
demuestra que el aumento de la fluorescencia producido en reacciones que contienen diana se debe a ensamblaje
dependiente de diana amplificado por PCR de MNAzimas cataliticamente activas que escindieron después el
sustrato indicador. Aunque este experimento se realizo en dos etapas (transcripcion inversa/PCR después deteccion
de puntos finales de MNAzima), todas las etapas podrian realizarse simultaneamente en un tubo de reaccion
sencillo permitiendo que la reaccién se controle en tiempo real.

Ejemplo 7: Deteccién de diana por MNAzimas acopladas a una cascada de sefial de acido nucleico.
7.1. Cascadas de amplificacién de sefial iniciadas por MNAzima

Es posible reducir el limite de deteccidn de los acidos nucleicos acoplando deteccién de MNAzima a una reaccion en
cascada de amplificacion de sefial, como se ilustra en la Figura 7. Las MNAzimas también permiten un mecanismo
desencadenante altamente especifico para el inicio de una cascada.

7.2. Cascada de ADNzima Espacialmente Separada

Las ADNzimas pueden ligarse a un soporte usando una diversidad de procedimientos incluyendo unién a obleas
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plasticas revestidas con estreptavidina que permiten la unién de ADNzimas marcadas con biotina. Las secuencias
usadas para uniéon también pueden servir como sustratos de MNAzimas/ADNzimas genéricos. Las dianas (por
ejemplo secuencias de acido nucleico) pueden detectarse después de hibridacion con secuencias de partezima
permitiendo la formacién de MNAzimas activas. Las MNAzimas pueden escindir después sustratos genéricos ligados
liberando de este modo ADNzima A. La ADNzima A puede emigrar después a una segunda secuencia genérica en
una segunda superficie solida en la que estéa ligada la ADNzima B. ADNzima A puede escindir la segunda secuencia
genérica liberando de este modo ADNzima B. La escision de este sustrato entre pares de colorante
interruptor/fluoréforo puede dar como resultado fluorescencia aumentada. La ADNzima B liberada puede a su vez
escindir mas del primer sustrato liberando de este modo més de ADNzima A e iniciando una cascada de sefial que
da como resultado amplificacion de la sefial A (Figura 7).

Este ejemplo describe un mecanismo para generar una cascada de sefial usando ADNzimas espacialmente
separadas, sin embargo, existen otros métodos que también permitirian la amplificacion de la sefial usando acidos
nucleicos cataliticos. El experto en la materia apreciar4 que cualquier procedimiento tal deberia ser completamente
funcional junto con la presente, siempre que por algun medio de unidén o separacion fisica, un sustrato se mantenga
“inaccesible” a una enzima que actuaria sobre él. Otros ejemplos de amplificacion de sefial de acido nucleico que
podrian acoplarse a reacciones iniciadas por MNAzima incluyen, pero sin limitacién, cascadas de ligacion (Paul y
Joyce, 2004) y cascadas de ADNzima circular (Levy y Ellington, 2003), cada una de las cuales implica el principio
basico de mantener una “separacién” de una enzima de su sustrato, con lo cual cuando la enzima y el sustrato
entran en contacto de modo que se produzca actividad catalitica, se produce directa o indirectamente una sefal
amplificada o cascada de sefial.

Ejemplo 8: Uso de MNAzimas para la cuantificacion de una diana de acido nucleico.
8.1. Oligonucleottidos de Partezima

Pueden usarse MNAzimas para controlar la amplificacion de é&cidos nucleicos diana en tiempo real usando
procedimientos de amplificacion de diana in vitro tales como PCR. Ademas, el control en tiempo real permite que se
cuantifique la cantidad de diana inicialmente presente en la reaccion. En este ejemplo la amplificacién y deteccion se
realizan en un procedimiento de una etapa, en el que la amplificacién por PCR y la deteccién mediada por MNAzima
se producen simultdneamente en un tubo sencillo. Los oligonucle6tidos de partezima A y B usaron el disefio 6 con
ramas sensoras complementarias al exén 5 del gen de RPLPO humano (Figura 17(i)). Los oligonucleétidos de
partezima se enumeran a continuacion indicando la “-P” fosforilacion 3’ del oligonucledtido.

SEC ID N° 29 Partezima A4 RO5A4/3-P:
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEC ID N° 30 Partezima B5 RO5B5/3-P:
CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
8.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-3 con la secuencia, de 5’ a 3' como sigue. En el ejemplo presente,
SubBi-3-FB se marcé en los extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQL1 en el extremo 3'.
La escision de SubBi-3-FB se controlo a 530 nm (longitud de onda de emision de FAM) con excitacion a 485 nm
(longitud de onda de excitacion de FAM). Las bases en minusculas representan ARN y las bases en mayusculas
representan ADN.

SEC ID N° 31 SubBi-3-FB:
CAGCACAACCguCACCAACCG
8.3. Cebadores de PCR para amplificacion de exdn 5 de RPLPO

La secuencia diana para este ejemplo se gener6 por amplificacion in vitro de ADN gendémico humano usando los
cebadores de PCR oligonucleotidicos enumerados a continuacion.

SEC ID N° 32 Cebador 5RO5/1:
CATTCTATCATCAACGGGTA
SEC ID NO: 33 Cebador 3RO5/1:
CAAAGGCAGATGGATCAG

8.4. Secuencia diana

Se us6 ADN gendmico humano extraido de la linea celular K562 (Promega) como molde para amplificacion del gen
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de RPLPO.
8.5. Componentes de Reaccion: Amplificacion y cuantificacion de la secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y cuantificacion en tiempo real de la secuencia diana en un volumen total de reaccién de 25
ul. Todas las reacciones se realizaron en un termociclador ABI7700 (Applied Biosystems). Los pardmetros de
ciclacion fueron, 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 5 segundos y 60 °C durante 30 segundos (con
una reduccion de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 5 segundos y 50 °C durante
30 segundos. Las reacciones contenian 5R0O5/1 40 nM y 3RO5/1 200 nM, RO5A4/3-P 200nM y RO5B5/3-P 200nM,
SubBi-3-FB 200 nM, MgCl,10 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de Rnasin (Promega), referencia ROX 1 x
(Invitrogen), Immobuffer 1 x (Bioline), 0,25 unidades de Immolase (Bioline) y molde de ADN gendmico (20.000 pg,
4000 pg, 800 pg, 160 pg, 32 pg y 6,4 pg) o sin diana (dH20).

8.6. Resultados: Amplificacidon de diana y escision de sustrato indicador SubBi-3-FB

El disefio 6 de MNAzima para la deteccion y cuantificacién en tiempo real de exén 5 de RPLPO, mostré un aumento
de la fluorescencia a lo largo del tiempo cuando la secuencia diana usada fue ADN gendémico humano amplificado
mediante PCR (Figura 17(ii)).

La fluorescencia del control sin diana de ADN fue menor que la de las reacciones que contienen diana de ADN y no
aumentd durante la reaccion. Esto demuestra que el aumento de fluorescencia producido en reacciones que
contienen diana se debe a ensamblaje dependiente de diana de MNAzimas cataliticamente activas que después
escinden el sustrato indicador. Se generé una curva patron representando el logaritmo de las concentraciones de
ADN frente al ciclo umbral dando como resultado una representacion lineal con un coeficiente de correlacion de
0,995. En la reaccion que contiene 6,4 pg de ADN gendmico, estarian presentes aproximadamente 10 copias de la
diana. Este ejemplo demuestra la alta sensibilidad de este enfoque.

Aungue este experimento uso relaciones de cebadores asimétricos los experimentos posteriores que usan PCR en
tiempo real (datos no mostrados) demostraron que la deteccion de MNAzima también era compatible con PCR
usando relaciones de cebadores simétricos.

Ejemplo 9: Reaccion mdultiple que emplea multiples MNAzimas que se dirigen a miltiples dianas
simultaneamente.

9.1. Oligonucleottidos de Partezima

Pueden detectarse simultdneamente mdltiples dianas en una reaccién multiple que comprende multiples MNAzimas
Unicas. Cada MNAzima tiene ramas sensoras especificas para una diana y ramas de sustrato especificas para un
miembro Unico de una serie de sustratos genéricos, cada uno de los cuales estd marcado con un fluoréforo diferente
(Figura 18). En el siguiente ejemplo, se disefiaron MNAzimas para detectar dos dianas diferentes, concretamente
secuencias D-20 y RPLPO. Se apreciard que puede usarse cualquier nimero de dianas de acuerdo con el
procedimiento. Las secuencias de la partezimas A y B se enumeran a continuacién de 5’ a 3'. En las siguientes
secuencias las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en
negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N° 29 Partezima A4 RO5A4/3-P:
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEC ID N° 30 Partezima B5 RO5B5/3-P:
CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
SEC ID N° 34 Partezima A4 miR20A4/2:
TACCTGCACTAACAACGAGAGGAAACCTT

SEC ID N° 35 Partezima B5 miR20B5/2:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTTAAGCACTTTA

9.2. Sustratos Indicadores

Los dos sustratos indicadores usados en el presente ejemplo fueron SubBi-2 y SubBi-3 con las secuencias, de 5’ a
3', como sigue. En el presente ejemplo, SubBi-2 se marco en los extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’y
un resto de BHQ1 en el extremo 3' y se designd SubBi-2-FB. SubBi-3 se marc6 en los extremos con un resto de 6-
JOE en el extremo 5’ y un resto de BHQL1 en el extremo 3’ y se designé SubBi-3-JB.

La escisién de SubBi-2-FB se controlé a 530 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con excitacion a 485 nm
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(longitud de onda de excitacién de FAM) y la escision de SubBi-3-JB se controlé a 548 nm (longitud de onda de
emision de JOE) con excitacion a 520 nm (longitud de onda de excitacién de JOE). Las bases en minuscula
representan ARN y las bases en mayuUscula representan ADN.

SEC ID N° 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
SEC ID N° 36 SubBi-3-JB:
CAGCACAACCguCACCAACCG
9.3. Secuencias Diana

Las secuencias diana para este ejemplo fueron los oligonucleétidos sintéticos Diana R05/1 y Diana D-20 con las
secuencias, de 5’ a 3', como sigue. La secuencia Diana R05/1 tiene la misma secuencia que una seccién del gen de
RPLPO, ex6n 5 y la secuencia de Diana D-20 es un homélogo de ADN del ARN hsa-miR-20.

SEC ID N° 22 Diana RO5/1:
GAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG
SEC ID N° 12 Diana D-20:

TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA

9.4. Condiciones de Reaccion

La deteccion de las secuencias diana se midid controlando el aumento de la sefal fluorescente causada por la
escision de los sustratos indicadores por las MNAzimas cataliticamente activas. Las reacciones se iniciaron
mediante la adicion de sustrato y el volumen total de todas las reacciones fue de 25 ul. Todas las reacciones se
realizaron a 55 °C en un termociclador SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccién se
ley6 cada 7 segundos durante un total de 5 minutos. Todas las reacciones en la Tabla 10 contenian tampén PCRII
(Applied Biosystems) y MgCl, 25 mM.

Tabla 10: Componentes de reacciones para la deteccién simultanea de dos dianas de acido nucleico

25

30

35

diferentes.
Tipo de Reaccion Partezimas A (1 pM) Partezimas (1 uM) Diana B
Sencilla D-20 miR20A4/2 miR20B5/2 Diana D-20 1 uM
Sin Diana (H»0)
Sencilla RPLPO RO5A4/3-P RO5B5/3-P Diana RO5/1 1 uM
Sin Diana (H20)
Mdiltiple D-20 y RPLPO miR20A4/2 miR20B5/2 Diana D-201 uM y
Diana RO5/1 1 uM
y y
RO5A4/3-P RO5B5/3-P Sin Diana (H20)

Cada pocillo de reaccion en el termociclador SmartCycler® System (Cepheid) usado durante el experimento se
ensay0 primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo, puesto que se sabe que éste varia entre los
pocillos. Este se midié leyendo la fluorescencia de la mezcla a granel sola. Este valor se restd después de todas las
otras reacciones realizadas en ese pocillo para permitir comparaciones entre pocillos.

9.5. Resultados: Deteccion y escision del sustrato

Las reacciones sencillas que contenian D-20 o RPLPO diana mostraron un aumento de la fluorescencia a lo largo
del tiempo en comparacién con el control sin diana (Figura 19 (i)). Esto demuestra que las partezimas se ensamblan
en una MNAzima cataliticamente activa y escinden el sustrato indicador solamente en presencia de la secuencia
diana. Los controles “sin diana” (dH20) no mostraron aumento de la fluorescencia lo que indica que no se produjo
escisién en ausencia de diana. La reaccion mdultiple para la deteccién simultanea de RPLPO y D-20 (Figura 19 (ii))
produjo resultados similares para cada diana a los observados en las reacciones sencillas para cada diana. No se
observo aumento de la fluorescencia en la reaccién de control “sin diana”. Estos resultados demuestran deteccion
simultanea de dianas miltiples en una reaccion sencilla sin pérdida de especificidad.
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Ejemplo 10: Uso de MNAzimas para la cuantificacion de amplicones producidos por amplificacion in vitro de
microARN.

10.1. Oligonucledtidos de Partezima

Pueden usarse MNAzimas para controlar la amplificacion de &cidos nucleicos diana en tiempo real usando
procedimientos de amplificacion de diana in vitro tales como RTPCR. Ademas, el control en tiempo real permite
cuantificar la cantidad de diana inicialmente presente en la reaccion. En este ejemplo, la amplificacion y deteccién se
realizan en un procedimiento de dos etapas, implicando la primera etapa produccion de ADNc mediante
transcripcion inversa y después se produce amplificacion por PCR y deteccion mediada por MNAzima del ADNc
simultdneamente a la segunda etapa. Los oligonucleétidos de partezima A y B usaron el disefio 6 con ramas
sensoras complementarias a microARN humano hsa-let-7a. Los oligonucleétidos de partezimas se enumeran a
continuacién indicando el “-P” fosforilacion 3’ del oligonucledétido. En las siguientes secuencias las bases subrayadas
forman parte del nacleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y las bases
en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N° 37 Partezima A4 PCR7aA4/2-P:
GACCGTGAGGTAGTAACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEC ID N° 38 Partezima B5 PCR7aB5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTGGTTGTATAGTTGTC-P
10.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-2 con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. En el presente ejemplo,
SubBi-2 se marcé en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQL1 en el extremo 3’ y
se designd SubBi-2-FB. La escision de SubBi-2-FB se controlé a 516 nm (longitud de onda de emision de FAM) con
excitacion a 492 nm (longitud de onda de excitacién de FAM). En la siguiente secuencia las bases en miniscula
representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEC ID N° 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
10.3. Secuencias diana

La curva patrén para este ejemplo se generé por una RTPCR de dos etapas de un oligonucleétido de ARN sintético
R-1let7a, que tiene secuencias homélogas a la especie de ARN hsa-let-7a. La secuencia de R-let7a, escrita de 5’ a
3’, es como sigue.

SEC ID N° 39 R-let7a:
ugagguaguagguuguauaguu

Se amplificaron muestras de ARN total humano de células de colon (Ambion), células leucémicas K562, células de
cancer cervical HeLa (Ambion) y células de bazo (Clontech) y se analizaron con respecto a la abundancia de hsa-
let-7a.

10.4. Cebadores de PCR para amplificaciéon de hsa-let 7a

Se usaron los siguientes cebadores para la amplificacién de hsa-let-7a. El cebador 31et7a se usé para transcripcion
inversa y los cebadores 51et7a y 3PCR7a se usaron para amplificacion por PCR.

SEC ID N° 40 Cebador 31et7a:

AGCGAAGCTGAGACAACTATACAA

SEC ID N° 41 Cebador 51et7a:

CGACGTGACCGTGAGGTAG

SEC ID N° 42 Cebador 3PCR7a:

CATGGCACAAGCGAAGCTGA

10.5. Componentes de Reaccién: Transcripcidn inversa de la secuencia diana

Se realizé transcripcion inversa de la secuencia diana en un volumen total de reaccion de 25 ul. Las reacciones se
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incubaron en un termociclador 2720 (Applied Biosystems) durante 20 minutos a 20 °C, seguido de 20 minutos a 30
°C y después de 20 minutos a 40 °C. Las reacciones contenian 31et7a 10 nM, MgCl;5 mM, 300 uM de cada dNTP,
20 unidades de Rnasin (Promega), Immobuffer 1 x (Bioline), 100 unidades de M-MLV RT(H-) y 5 ul de R-let7a (6 x
0™ copias) o ARN total humano de colon normal (0,1 ng), K562 (0,1 pg), HeLa (0,2 pg) o bazo (0,2 ng). Una
reaccion de control contenia todos los reactivos anteriores pero carecia de diana de ARN conteniendo en su lugar 5
ul de dH20 solamente.

10.6. Componentes de Reaccién: Amplificacién y cuantificacién de la secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y cuantificacion en tiempo real de la secuencia diana en volumen total de reaccion de 25 pl.
Todas las reacciones se realizaron en un sistema Mx3005P™ QPCR (Stratagene). Los parametros de ciclacion
fueron, 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 40 °C durante 30 segundos (con un
aumento de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 50 °C durante 30
segundos. Las reacciones contenian 3PCR7a 200 nM y 51et7a 40 nM, PCR7aA4/2-P 400 nM y PCR7aB5/2-P 400
nM, SubBi-2-FB 200 nM, MgCl,10 mM, 200 uM de cada dNTP, 20 unidades de Rnasin (Promega), Immobuffer 1 x
(Bioline), 1 unidad de Immolase (Bioline) y 5 pl de ADNc de R-let7a (que contiene 5 x 108, 5 x 10" 5 x 10°, 5 x 10°, 5
x 10* copias) o molde de ARN total humano (colon normal, 0,5 pg; K562, 0,5 ug; Hela, 1 ug; bazo, 1 ug) o sin diana
(dH20).

10.7. Resultados: Amplificacion de dianay escisién de sustrato indicador de SubBi-2-FB

La MNAzima para la deteccion y cuantificacion en tiempo real de hsa-let-7a mostré un aumento de fluorescencia a lo
largo del tiempo cuando la secuencia diana usada fue ADNc generada a partir de oligonucledtido de ARN sintético o
ARN humano total. No se detectd sefial para la reacciéon de control sin diana (Tabla 11). Esto demuestra que el
aumento de fluorescencia producido en reacciones que contienen diana se debié a ensamblaje dependiente de
diana de MNAzimas cataliticamente activas que después escindieron el sustrato indicador. Se generd una curva
patron representando el logaritmo de las concentraciones iniciales de ARN frente al ciclo umbral, dando como
resultado una representacion lineal con un coeficiente de correlacion de 0,999. También se amplificaron cuatro
muestras de ARN humano total y la cantidad de hsa-let-7a en cada una se estimé extrapolando a partir de la curva
patrén (Tabla 11).

Tabla 11: Resultados de reacciones para la ampliacion y deteccidon de amplicones de hsa-let-7a

Muestra Umbral (Ct) NUmero de Copias Comentarios
Media de Duplicados Patrén conocido (S) o
Estimado (E)
Patron 1 19,4 5x10°(S) Curva patrén (media de
Patron 2 23.1 5x 10 (9) reacciones por duplicado)
Patrén 3 26,9 5 x 10° (S) R’= 0,999
Patron 4 30,9 5x10° (S) Pendiente = -3,829
Patrén 5 34,7 5x 10% (S) Eficacia = 83 %
Control sin ARN diana Sin sefial 0 Sin sefial
ARN de colon 20 4 x 10° (E) hsa-let-7a detectado y
ARN de K562 31 35x10° (E) cuantificado en todas las
muestras de ensayo
ARN de Hela 22 1,3 x 10° (E)
ARN de bazo 22 7,6 x 10 (E)

Este ejemplo demuestra la capacidad de las MNAzimas para detectar y cuantificar amplicones generados por
amplificacion por RTPCR de especies de microARN humano. El microARN es dificil de amplificar y detectar debido a
su pequefio tamafio de aproximadamente 22 bases. Las MNAzimas son adecuadas para esta aplicacion.

Ejemplo 11: Uso de MNAzimas para detectar metilacién de ADN
11.1. Oligonucledtidos de Partezima

Se muestra en el Ejemplo 19 que la generacion de sefial mediada por MNAzima y PCR en tiempo real permite la
diferenciacion entre secuencias de acido nucleico completamente coincidentes y las que contienen emparejamientos

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2370910 T3

erroneos con C frente a C. Esta capacidad permite que se usen las MNAzimas para analisis de estado de metilacion
de las células. Las alteraciones en el patron de metilacion se producen frecuentemente en relacién con cancer. La
mayoria de los protocolos para el andlisis de metilacion comienzan con modificacién de bisulfito de ADN gendémico
gue convierte citidinas no metiladas, pero no las metiladas, a uridinas. La amplificacion por PCR del ADN modificado
reemplaza después las uridinas con timidinas y pueden usarse diversos procedimientos para distinguir las
secuencias que contienen T (originalmente C no metilada) y C (originalmente C metilada). En el siguiente ejemplo,
se us6 un MNAzima para determinar el estado de metilacién de dobletes CpG especificos en la region promotora del
gen de p16 en ADN modificado con bisulfito.

En este ejemplo, las partezimas se disefiaron para coincidir con la secuencia producida después de la modificacion
con bisulfito de un gen de p16 metilado. Las secuencias de las partezimas se enumeran a continuacion (de 5" a 3).
En las siguientes secuencias, las bases subrayadas forman parte del ndcleo catalitico de la MNAzima ensamblada,
las bases en negrita hibridan con la diana modificada por bisulfito y las bases en cursiva hibridan con el sustrato. La
“-P” indica fosforilacion 3’ del oligonucleétido.

SEC ID N° 43 Partezima A5 p16A5/3-P:
GCCCCCGCCTCCAACTACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEC ID N° 44 Partezima B6 p16B6/3-P:
CGGTTGGTGAGGCTAGCAACGCCCGCACCTC-P
11.2. Sustrato indicador

El sustrato indicador usado en este ejemplo fue SubBi-3. En el presente ejemplo, SubBi-3 se marco en los extremos
con un resto de 6-FAM en el extremo 5’, un resto de BHQL1 en el extremo 3’ y se design6 SubBi-3-FB. La escision de
SubBi-3-FB se control6 a 530 nm (longitud de onda de emision de FAM) con excitacion a 485 nm (longitud de onda
de excitacion de FAM). La secuencia de SubBi-3-FB se muestra a continuacion (de 5’ a 3'); las bases en minusculas
representan ARN y las bases en mayuUsculas representan ADN.

SEC ID N° 31 SubBi-3-FB:
CAGCACAACCguCACCAACCG
11.3. Cebadores de PCR para amplificacion de p16 modificado por bisulfito

En este ejemplo, los cebadores de PCR se disefiaron para coincidir con la diana modificada por bisulfito, que estaba
originalmente metilada. La secuencia diana para este ejemplo se generé por amplificacion in vitro de ADN genémico
humano modificado por bisulfito usando los cebadores de PCR oligonucleotidicos enumerados a continuacion (de 5’
a3l).

SEC ID N° 45 cebador 5p16:
GTTGGTTACGGTCGCGGTTC

SEC ID N° 46 cebador 3p16:
CCGACCGTAACTATTCGATACG
11.4. Secuencias dianay controles.

Se us6 ADN gendmico humano extraido de la linea celular K562 como ADN gendémico de control negativo que
contenia un promotor del gen p16 no metilado. Se usé ADN gendmico metilado CpG Universal (Chemicon) como un
control para un promotor del gen p16 metilado. EI ADN gendmico se modificd con bisulfito durante una noche
usando el kit MethylEasy (Uman Genetic Signatures), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después se
diluyé en serie el ADN metilado y ADN no metilado para producir muestras que contienen diversas proporciones de
ADN metilado en el promotor del gen p16, concretamente 100 %, 20 %, 4 %, 0,8 %, 0,16 % y 0,032 %. Se usé dH,O
sin nucleasa en lugar de ADN genémico como un control sin diana.

11.5. Componentes de Reaccién: Amplificacién y cuantificacién de secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y cuantificacion en tiempo real de la secuencia diana en un volumen total de reaccién de 25
ul. Todas las reacciones se realizaron en un sistema Stratagene MX3005p QPCR. Los parametros de ciclacion
fueron 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 56 °C durante 30 segundos y finalmente
50 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 52 °C durante 30 segundos. Las reacciones contenian 5p16 200 nM y
3p16 40 nM, p16A5/3-P 200 nM y p16B6/3-P 200 nM, SubBi-3-FB 200 nM, MgCl, 7,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 10
unidades de Rnasin (Promega), Immobuffer 1 x (Bioline), 1 unidad de Immolase (Bioline) y 150 ng de ADN gendémico
modificado por bisulfito (que contenia ADN metilado 100 %, 20 %, 4 %, 0,8 %, 0,16 % o 0,032 %) o dH,O solamente
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(reaccién de control sin diana). Todas las reacciones se realizaron por duplicado.
11.6. Resultados: Deteccion de metilacion por una MNAzima

La MNAzima especifica de metilacion mostré un aumento de fluorescencia a lo largo del tiempo cuando la muestra
diana contenia de 100 % hasta 0,16 % de ADN metilado (Tabla 12). Por el contrario, cuando la muestra diana
contenia 0,032 % y 0 % de ADN metilado, la reaccion mostré un bajo nivel de fluorescencia, similar al visto en el
control sin diana y la fluorescencia no aumento a lo largo del tiempo. A medida que el porcentaje de diana metilada
se reducia, la Ct de la reacciébn aumentaba y se representd una curva patrén con un valor R? de 0,996. Los
resultados experimentales se resumen en la Tabla 12 a continuacion.

Tabla 12. Uso de MNAzimas para detectar metilacién de ADN en muestras de ADN genémico modificado por
bisulfito.

% de Metilacion Ct (media de duplicados) Comentarios
100 19,36 La curva patrén generada usando estos
20 20.94 valores tenia una R? = 0,996, una eficacia
de 133 % y una pendiente —2,72.
4 23,33
0,8 24,83
0,16 27,02
0,032 Sin Ct No detectado
0 (100 % no metilado) Sin Ct Sin sefial para control no metilado
Control sin diana Sin Ct Sin sefial para control sin diana

Los cebadores especificos de p16 metilado y MNAzima fueron capaces de diferenciar entre una diana metilada y no
metilada en las condiciones usadas en este ejemplo. Ademas, el sistema permitié la deteccién de diana metilada
0,16 % en un fondo de diana no metilada. Una eficacia de 100 % en una reaccién de PCR implica una duplicacién
en cada ciclo. La eficacia observada en este experimento de 133 % indica que hay tanto amplificacion de diana (por
PCR) como deteccion de amplicon amplificada por la actividad catalitica de la MNAzima.

Ejemplo 12: MNAzimas que se ensamblan a partir de partezimas que tienen ramas sensoras que forman
estructuras en horquilla.

La estructura de las partezimas, que son capaces de ensamblarse en MNAzimas activas, es flexible. Este ejemplo
demuestra estructuras adicionales que son compatibles con actividad de MNAzima.

12.1. Oligonucledtidos de Partezima

También puede realizarse deteccion usando MNAzimas cuando la regiéon de rama sensora de partezima A o
partezima B o tanto partezima A como B, se sigue de una secuencia en horquilla arbitraria. En los siguientes
experimentos, las partezimas A y B se disefiaron para dirigirse a la secuencia de un microARN humano. hsa-miR-
143. Las secuencias de los oligonucleétidos de partezima A y partezima B se enumeran a continuacion de 5’ a 3'. En
las siguientes secuencias, las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las
bases en negrita hibridan con la diana, las bases en cursiva hibridan con el sustrato y las bases que estan en texto
normal forman la horquilla.

SEC ID N° 142 Partezima A2 miR143 A2/1.:
TGAGCTACAGTCGGTCGAAATAGTGAGT

SEC ID N° 143 Partezima B3 miR143 B3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCGCTTCATCTCA

SEC ID N° 144 Partezima A2 miR143 A2H/1:
GGCACTAACGTGCCTGAGCTACAGTCGGTCGAAATAGTGAGT
SEC ID N° 145 Partezima B3 miR143 B3H/1:
CATCTCTTCTCCGAGCGCTTCATCTCACGACGATAACGTCG
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12.2. Sustrato Indicador

La actividad de MNAzima se control6 por escision de un sustrato indicador de &cido nucleico marcado de forma dual.
El sustrato indicador para este ejemplo fue SubBi-1-FB con la secuencia, de 5’ a 3’, como se escribe a continuacion.
Las bases en minlscula representan ARN y las bases en mayuUscula representan ADN. Las bases subrayadas
indican la posicion de un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3'. Los cambios de la
fluorescencia debido a escision de SubBi-1-FB en el desoxirribonucleétido entre FAM y BHQ1 se controlaron a 530
nm (longitud de onda de emision de FAM) con excitacién a 485 nm (longitud de onda de excitacién de FAM).

SEC ID N° 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
12.3. Diana

La secuencia diana para este ejemplo fue un oligonucleétido de ADN, Diana D-143, que tiene secuencia homdloga
al microARN humano, hsa-miR-143. La secuencia de Diana D-143 fue como sigue, escrita de 5’ a 3'.

SEC ID N° 146 Diana D-143:
TGAGATGAAGCACTGTAGCTCA
12.4 Condiciones de Reaccién

La deteccién de la secuencia diana se midié por un aumento de sefial fluorescente provocado por escision del
sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de sustrato
y el volumen total de todas las reacciones fue de 25 pul. Todas las reacciones se realizaron a 40 °C en un
termociclador SmartCycler® System (Cepheid). La fluorescencia para cada reaccion se leyo cada siete segundos
durante un total de 10 minutos. Todas las reacciones en la Tabla 13 contenian la mezcla a granel que consistia en
SubBi-1-FB 1 uM, Tris HCI 10 mM (pH 9,0 a 25 °C) y MgCl, 25 mM.

Tabla 13: Componentes de reacciones para la deteccion de una diana de &cido nucleico

Tipo de Reaccion Partezima A | Partezima B miR143 | Reaccion de[ Molde (Diana D-
miR143 (0,8 uM) | (0,8 pM) MNAzima 143)
Ninguna partezima A2/1 B3/1 Diana 0,1 uM
tenia una horquilla
Sin Diana Nil (H2O solamente)
Una partezima contenia |[A2H/1 B3/1 Diana 0,1 uM
una horquilla
A2/1 B3H/1 Diana 0,1 uM
Ambas partezimas A2H/1 B3H/1 Diana 0,1 uM
contenian una horquilla
Sin Diana Nil (H2O solamente)

Cada pocillo de reaccién en el termociclador SmartCycler® System (Cepheid) usado durante el experimento se
ensay6 primero con respecto a su nivel de fluorescencia de fondo, puesto que se sabe que éste varia entre pocillos.
Este se midi6 leyendo la fluorescencia de la mezcla a granel solamente. Este valor se rest6 después de todas las
otras reacciones realizadas en cada pocillo para permitir comparaciones entre pocillos.

12.5. Resultados: Deteccidn de escisiéon de sustrato indicador SubBi-1-FB

Todas las diversas combinaciones de disefios de las partezimas A y B fueron capaces de ensamblarse en
MNAzimas activas. Estas escindieron el sustrato indicador, como demuestra un aumento de la fluorescencia,
solamente en presencia de la secuencia diana. En este ejemplo, las ramas sensoras de las partezimas se habian
extendido con secuencias que formaron una horquilla. Las reacciones, que contenian una partezima con una
horquilla (partezima A o partezima B) o en las que ambas partezimas (A y B) contenian horquillas, dieron sefales
fluorescentes similares a las vistas cuando se usaron partezimas que carecian de horquillas. No se observo
aumento de la sefial en ninguna de las reacciones de control que carecian de diana.

El disefio de las partezimas que contenian horquillas proporciona una estrategia adecuada para deteccién de
secuencias cortas tales como microARN. El oligonucleétido de ADN detectado en este experimento era de
solamente 22 bases. Esta secuencia se detecté usando partezimas, que contienen, o no, horquillas. El disefio en
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horquilla proporciona una estructura mas estable y proporciona flexibilidad adicional en el disefio de partezimas que
se sabe que son compatibles con un ensamblaje de MNAzima y actividad catalitica.

Ejemplo 13: Uso de MNAzimas para la cuantificacion simultanea de cuatro secuencias de acido nucleico
mediante RTPCR en tiempo real

13.1. Oligonucledtidos de partezima para un ensayo de RTPCR cuédruple

Pueden amplificarse simultdneamente multiples dianas en tiempo real usando procedimientos de amplificacién de
diana in vitro tales como RTPCR. Ademas, la amplificacion de las dianas puede controlarse simultdneamente en
tiempo real en una reaccion mdaltiple que comprende multiples MNAzimas Unicas. Cada MNAzima tiene ramas
sensoras especificas para una diana y ramas de sustrato especificas para un miembro Unico de una serie de
sustratos genéricos, cada uno de los cuales esta marcado con un fluoréforo diferente (Figura 18). En este ejemplo,
las MNAzimas se disefiaron para detectar cuatro dianas diferentes, concretamente BCR humana, RPLPO, B-actina y
transcritos de HPRT. Se apreciara que puede usarse cualquier variedad de dianas de acuerdo con el procedimiento.
Las secuencias de las partezimas A y B para cada diana se enumeran a continuacion de 5’ a 3'. En las siguientes
secuencias las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en
negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N° 51 Partezima A4 BaA4/2-P:
AGATCAAGATCATTGCTCCACAACGAGAGGAAACCTT-P

SEC ID N° 52 Partezima B5 BaB5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTTCCTGAGCGCAAGTACTC-P

SEC ID N° 29 Partezima A4 RO5A4/3-P:
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGGTTGTGCTG-P
SEC ID N° 30 Partezima B5 RO5B5/3-P:
CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
SEC ID N° 55 Partezima A4 BCRA4/6-P:
AGTTCAAATCTGTACTGCACCACAACGAGAGGCGTGAT-P
SEC ID N° 56 Partezima B5 BCRB5/6-P:
CTGGGAGGAAGGCTAGCTCTGGAGGTGGATTCCTTTGG-P
SEC ID N° 57 Partezima A4 HPRTA4/7-P:
ACTGAATAGAAATAGTGATAGATACAACGAGTGCCATGTTAA-P
SEC ID N° 58 Partezima B5 HPRTB5/7-P:
TATCACAGCCAAGGCTAGCTCCATTCCTATGACTGTAGATT-P
13.2. Sustratos Indicadores

Para este ejemplo, se usaron cuatro sustratos indicadores diferentes, cada uno marcado con un fluoréforo diferente.
Las secuencias de los sustratos se escriben de 5’ a 3' a continuacién. En el ejemplo actual, SubBi-2 se marcé en sus
extremos con un resto de 6-JOE en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y se designé SubBi-2-JB. La
escision de SubBi-2-JB se controld a 555 nm con excitacion a 535 nm. SubBi-3 se marcd en sus extremos con un
resto de Quasar 670 en el extremo 5’ y un resto de BHQ2 en el extremo 3’ y se design6 SubBi-3-Q6B2. La escision
de SubBi-3-Q6B2 se controlé a 665 nm con excitacion a 635 nm. SubBi-6 se marc6 en sus extremos con resto de
Texas Red en el extremo 5’ y un resto de BHQ2 en el extremo 5’ y se designé SubBi-6-TRB2. La escision de SubBi-
6-TRB2 se control6é a 610 nm con excitacion a 585 nm. El cuarto sustrato, SubBi-7, se marcé en sus extremos con
un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y se designé SubBi-7-FB. La escision de
SubBi-7-FB se controléd a 516 nm con excitacién a 492 nm. Las bases en minisculas representan ARN vy las bases
en mayusculas representan ADN.

SEC ID N° 59 SubBi-2-JB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
SEC ID N° 60 SubBi-3-Q6B2:
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13.3. Secuencias diana y cebadores de PCR para amplificacion de los cuatro amplicones

Se us6 ARN total humano extraido de células leucémicas K562 como molde para amplificacion in vitro de los cuatro
transcritos diana. Los amplicones se generaron por RTPCR usando los cebadores de PCR oligonucleotidicos

enumerados a continuacion.

SEC ID N° 32 5' cebador 5RO5/1:
CATTCTATCATCAACGGGTA
SEC ID N° 33 3' cebador 3RO5/1:
CAAAGGCAGATGGATCAG
SEC ID N° 63 5' cebador 5Bactin:
CATTGCCGACAGGATGCAGA
SEC ID N° 64 3' cebador 3Bactin:
GAGCCGCCGATCCACACG
SEC ID N° 65 5' cebador 5BCR14:
CACTCAGCCACTGGATTTAA

SEC ID N° 66 3' cebador 3BCR15/6:

GCGCGTCTTTGCTTTATTC

SEC ID N° 67 5' cebador 5HPRT/5:
CTTTGCTGACCTGCTGGATTA
SEC ID N° 68 3' cebador 3HPRT/8:
CCTGTTGACTGGTCATTACAA

13.4. Componentes de Reaccién: Amplificacién y cuantificacién de secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y cuantificacion en tiempo real de las secuencias diana en volumen de reaccion total de 25
pl. Todas las reacciones se realizaron en un sistema Mx3005P™ QPCR (Stratagene). Los parametros de ciclacion
fueron, 50 °C durante 30 minutos, 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 65 °C durante
30 segundos (con una reduccion de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 40 ciclos de 95 °C durante 15
segundos y 54 °C durante 30 segundos. Las reacciones contenian 40 nM de cada cebador 5’ y 200 nM de cada
cebador 3’, 200 nM de cada partezima A y 200 nM de cada partezima B, 200 nM de cada sustrato, MgCl, 10 mM,
200 puM de cada dNTP, 10 unidades de Rnasin (Promega), 20 unidades de M-MLV RT (H-), Immobuffer 1 x (Bioline),
1,5 unidades de Immolase (Bioline) y molde de ARN total (100 ng, 20 ng, 4 ng, 800 pg, 160 pg o 32 pg) o sin diana

(dH:0).

Tabla 14: Componentes de reacciones para la deteccion simultdnea de cuatro dianas de acido nucleico

diferentes

Tipo de|Cebadores 5 (40| Partezima A | Partezima B | Sustrato (200 |Diana

Reaccion nM) 3’ (200 nM) (200 nM) (200 nM) nM)

B-actina Mdltiple 5Bactina BaAd4/2-P BaB5/2-P SubBi-2-JB ARN total
3Bactina humano 100 ng,
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RPLPO BCR 5RO5/1 RO5A4/3-P RO5B5/3-P SubBi-3-Q6B2 20 ng, 4 ng, 800
3RO5/1 pg. 160 pg. 32
HPRT i o0 sin ARN
5BCR14 BCRA4/6-P BCRB5/6-P SubBi-6-TRB2 Pg
3BCR15/6 (H20)
5HPRT/5 HPRTA4/7-P HPRTB5/7-P SubBi-7-FB
3HPRT/8

13.5. Resultados: Amplificacién simultdnea de cuatro secuencias diana diferentes y deteccién mediante
escision de cuatro sustratos indicadores diferentes

Las cuatro MNAzimas usadas para deteccion y cuantificacion en tiempo real de transcritos de B-actina, RPLPO, BCR
y HPRT mostraron un aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo cuando la secuencia diana usada fue ARN
total humano amplificado mediante RTPCR (Tabla 15). La fluorescencia del control sin diana de ARN para las cuatro
reacciones fue menor que la de las reacciones que contenian diana de ARN y no aumenté durante la reaccion
(Tabla 15). Esto demuestra que el aumento de la fluorescencia producido en reacciones que contienen diana se
debi6 a ensamblaje dependiente de diana de MNAzimas cataliticamente activas que después escindieron el sustrato
indicador.

Se generaron curvas patrén para las cuatro dianas representando el logaritmo de las concentraciones de ARN frente
al ciclo umbral dando como resultado una representacion lineal. EI umbral (Ct) de cada patron se muestra en la
Tabla 15. Los valores de Ct mostrados en la tabla son una media de los resultados para reacciones duplicadas. El
coeficiente de correlacion (Rz), pendiente y eficacia de reaccion para cada diana también se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15: Resultados de reacciones para la amplificacion y deteccién simultanea de cuatro dianas de acido
nucleico diferentes

Molde (ARN Umbral (Ct)
total) B-actina (JOE) RPLPO (Quasar | BCR (Texas Red) [HPRT (FAM)
670)

100 ng 11,2 12,8 17,6 16,2

20 ng 13,8 15,2 19,9 18,5

4 ng 16,7 17,5 22,4 20,9

800 pg 19,1 20,1 25,0 23,5

160 pg 21,5 22,7 27,1 26,0

32 pg 23,8 25,2 29,1 27,7

Control sin ARN Sin Ct Sin Ct Sin Ct Sin Ct

Curva Patrén R%=0,998 R%=1.000 R%=0,998 R? = 0,997
Pendiente = - 3,599 | Pendiente = -3,561 Pendiente = -3,320 |Pendiente =-3,370
Eficacia = 90 % Eficacia = 91 % Eficacia = 100 % Eficacia = 98 %

La reaccion de RTPCR de MNAzima en este ejemplo permitio la deteccion y generacion simultanea de curvas patrén
para la cuantificacion de cuatro dianas en una reaccién mdultiple sencilla que incluyd cuatro sustratos genéricos.
Estos sustratos genéricos son adecuados para controlar otras combinaciones de cuatro dianas en una reaccion
sencilla.

Ejemplo 14: Uso de MNAzimas para la cuantificacién simultdnea de cinco secuencias de &cido nucleico en
una RTPCR multiple en tiempo real.

14.1. Oligonucledtidos de partezima para ensayo de RTPCR quintuple

Pueden amplificarse simultaneamente mdltiples dianas en tiempo real usando procedimientos de amplificacion de
diana in vitro tales como RTPCR. Ademas, la amplificacion de las dianas puede controlarse simultdneamente en
tiempo real en una reaccion multiple que comprende miltiples MNAzimas Unicas. Cada MNAzima tiene ramas
sensoras especificas para una diana y ramas de sustrato especificas para un miembro Unico de una serie de
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sustratos genéricos, cada uno de los cuales estid marcado con un fluoréforo diferente (Figura 18). En este ejemplo,
se disefiaron MNAzimas para detectar cinco dianas diferentes, concretamente secuencias de ARNm de BCR,
RPLPO exén 4, B-actina, RPLPO ex6n 5 y HPRT. Se apreciard que puede usarse cualquier variedad de dianas de
acuerdo con el procedimiento. Las secuencias de las partezimas A y B se enumeran a continuacion de 5’ a 3'. En las
siguientes secuencias las bases subrayadas forman parte del nicleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las
bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N° 69 Partezima A4 BaA4/7-P:
AGATCAAGATCATTGCTCCACAACGAGTGCCATGTTAA-P
SEC ID NO: 70 Partezima B5 BaB5/7-P:
TATCACAGCCAAGGCTAGCTTCCTGAGCGCAAGTACTC-P
SEC ID N° 71 Partezima A4 RO5A4/4-P:
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGTGCGCCATG-P
SEC ID N° 72 Partezima B5 RO5B5/4-P:
TACTTCTCCCAAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC-P
SEC ID N° 55 Partezima A4 BCRA4/6-P:
AGTTCAAATCTGTACTGCACCACAACGAGAGGCGTGAT-P
SEC ID N° 56 Partezima B5 BCRB5/6-P:
CTGGGAGGAAGGCTAGCTCTGGAGGTGGATTCCTTTGG-P
SEC ID N° 75 Partezima A4 HPRTA4/2-P:
ACTGAATAGAAATAGTGATAGATACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEC ID N° 76 Partezima B5 HPRTB5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTCCATTCCTATGACTGTAGATT-P
SEC ID N° 77 Partezima A4 RO4A4/3-P:
GCTGGTCATCCAGCAGACAACGAGGTTGTGCTG-P

SEC ID N° 78 Partezima B5 RO4B5/3-P
CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGTTCGACAATGGC-P

14.2. Sustratos Indicadores

Para este ejemplo, se usaron cinco sustratos indicadores diferentes, cada uno de los cuales se marc6 con uno de
cinco fluoréforos diferentes. La secuencias de sustrato se escriben de 5’ a 3'. En el ejemplo actual, SubBi-2 se
marcO en sus extremos con un resto de Alexa 350 en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y se
designd SubBi-2-A350B. La escision de SubBi-2-A350B se controld a 440 nm con excitacion a 350 nm. SubBi-3 se
marcé en sus extremos con un resto de Quasar 670 en el extremo 5 y un resto de BHQ2 en el extremo 3’ y se
designd SubBi-3-Q6B2. La escisién de SubBi-3-Q6B2 se control6 a 665 nm con excitacion a 635 nm. SubBi-6 se
marcé en sus extremos con un resto de Texas Red en el extremo 5’ y un resto de BHQ2 en el extremo 5’ y se
design6 SubBi-6-TRB2. La escision de SubBi-6-TRB2 se control6 a 610 nm con excitacion a 585 nm. SubBi-7 se
marcO en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQL1 en el extremo 3’ y se designé
SubBi-7-FB. La escision de SubBi-7-FB se control6 a 516 nm con excitacion a 492 nm. SubBi-4 se marcé en sus
extremos con un resto de 6-JOE en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y se design6é SubBi-4-JB. La
escision de SubBi-4-JB se control6 a 555 nm con excitacion a 535 nm. Las bases en mindsculas representan ARN y
las bases en mayusculas representan ADN.

SEC ID N° 79 SubBi-2-A350B:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
SEC ID N° 60 SubBi-3-Q6B2:
CAGCACAACCguCACCAACCG
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SEC ID N° 61 SubBi-6-TRB2:

ATCACGCCTCguTCCTCCCAG

SEC ID N° 62 SubBi-7-FB:

TTAACATGGCACQUTGGCTGTGATA

SEC ID N° 83 SubBi-4-JB:

CATGGCGCACQUTGGGAGAAGTA

14.3. Secuencias diana y cebadores de PCR para amplificacion de las cinco secuencias diana de ARNm.

Se us6 ARN total humano extraido de células K562 como molde para amplificacion in vitro de las cinco dianas. Los
amplicones se generaron por amplificacion in vitro usando los cebadores de PCR oligonucleotidicos enumerados a
continuacion.

SEC ID N1 32 5' cebador 5RO5/1.:
CATTCTATCATCAACGGGTA
SEC ID N° 33 3' cebador 3RO5/1:
CAAAGGCAGATGGATCAG

SEC ID N° 63 5' cebador 5Bactina:
CATTGCCGACAGGATGCAGA
SEC ID N° 64 3' cebador 3Bactina:
GAGCCGCCGATCCACACG

SEC ID N° 65 5' cebador 5BCR14:
CACTCAGCCACTGGATTTAA
SEC ID N° 66 3' cebador 3BCR15/6:
GCGCGTCTTTGCTTTATTC

SEC ID N° 67 5' cebador 5HPRT/5:
CTTTGCTGACCTGCTGGATTA
SEC ID N° 68 3' cebador 3HPRT/8:
CCTGTTGACTGGTCATTACAA
SEC ID N° 84 5' cebador 5R04/3:
CAAGACTGGAGACAAAGTG
SEC ID N° 85 3' cebador 3R04/2:
GCAGAGTTTCCTCTGTGATA
14.4. Componentes de Reaccién: Amplificacién y cuantificacién de secuencia diana

Se realizé amplificacion y cuantificacion en tiempo real de las secuencias diana en un volumen de reaccion total de
25 ul. Todas las reacciones se realizaron en un sistema Mx3005P™ QPCR (Stratagene). Los pardmetros de
ciclacion fueron, 50 °C durante 30 minutos, 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 65
°C durante 30 segundos (con una reduccién de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 40 ciclos de 95 °C
durante 15 segundos y 54 °C durante 30 segundos. Las reacciones contenian 5Bactina, SBCR14, SHPRT/5 40 nM y
5R04/3, 5RO5/1 80 nM y 3Bactina, 3R0O4 3BCR15/6, 3HPRT/8 200 nM y 3R0O4/2 y 3RO5/1 400 nM. Habia 200 nM
de cada partezima A y partezima B para Bactina, BCR, RPLPO exén 4 y HPRT y 400 nM de cada partezima A y
partezima B para RPLPO exo6n 5. Habia SubBi-2-A350B, SubBi-3-Q6B2, SubBi-6-TRB2 y SubBi-7-FB 200 nM y
SubBi-4-JB 400 nM. También habia MgCl, 10 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de Rnasin (Promega), 20
unidades de M-MLV RT (H-) (Promega), Immobuffer 1 x (Bioline), 2 unidades de Immolase (Bioline) y 5 ul de cada
molde de ARN total (100 ng, 20 ng, 4 ng, 800 pg o 160 pg) o sin diana (dH,0).
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Tabla 16: Componentes de reacciones para la deteccidon simultanea de cinco dianas de &acido nucleico
diferentes.

Tipo de Reaccién Cebadores Partezima A vy Sustrato Cantidad de Cantidad de
B partezima/ cebador 3'/5
sustrato
5Bactina 3Bactina BaA4/7-P SubBi-7-FB 200 nM / 200 nM {200 nM / 40 nM
B-actina’ BaB5/7-P
RPLO ex6n 5 5R05/1 3RO5/1 RO5A4/4-P SubBi-4-JB 400 nM / 400 nM |400 nM / 80 nM
RO5B5/4-P
BCR 5BCR14 BCRA4/6-P SubBi-6-TRB2 |200 nM /200 nM {200 nM /40 nM
3BCR15/6 BCRB5/6-P
HPRT 5HPRT/5 HPRTA4/2-P SubBi-2-A350B 200nM /200 nM [200nM / 40 nM
3HPRT/8 HPRTB5/2-P
RPLO ex6n 4 5R04/3 3R0O4/2 RO4A4/3-P SubBi-3-Q6B2 200 nM /200 nM {400 nM / 80 nM
RO4B5/3-P

14.5. Resultados: Amplificacion simultanea de cinco secuencias diana diferentes y deteccion mediante
escision de cinco sustratos indicadores diferentes

Las cinco MNAzimas usadas para deteccion y cuantificacion en tiempo real de secuencias de ARN dentro de
RPLPO ex6n 4, BCR, B-actina, RPLPO ex6n 5 y HPRT mostraron un aumento de la fluorescencia a lo largo del
tiempo cuando la secuencia diana usada fue ARN total humano amplificado por RTPCR (Tabla 17). La fluorescencia
del control sin diana de ARN para las cinco reacciones fue menor que la de las reacciones que contenian diana de
ARN y no aumento durante la reaccion (Tabla 17). Esto demuestra que el aumento de la fluorescencia producido en
reacciones que contenian diana se debié a ensamblaje dependiente de diana de MNAzimas cataliticamente activas
que después escindieron el sustrato indicador.

Se generaron curvas patrén para las cinco dianas representando el logaritmo de las concentraciones de ARN frente
al ciclo umbral, dando como resultado una representacion lineal. El umbral (Ct) de cada patrén se muestra en la
Tabla 17. Los valores de Ct son la media de las reacciones por duplicado. El coeficiente de correlacion (Rz),
pendiente y eficacia de reaccion para cada diana se muestra también en la Tabla 17.

Tabla 17: Resultados de reacciones para la amplificacion y detecciéon simultanea de cinco dianas de acido
nucleico diferentes

Umbral (Ct)
B-actina (FAM) |RPLPO exén 5| BCR (Texas HPRT (Alexa | RPLPO ex6n 4
(JOE) Red) 350) (Quasar 670)
100 ng RNA 13,8 13,7 17,2 21,4 17,2
20 ng RNA 16,3 17,0 19,5 23,5 19,8
4 ng RNA 19,0 20,8 22,0 25,8 23,2
800 pg RNA 21,9 24,0 24,3 28,6 26,0
160 pg RNA 24,1 26,8 26,8 30,8 28,8
Sin control de Sin sefal Sin senal Sin sefal Sin sefal Sin sefal
ARN
Curva Patrén R®=0,998 R? = 0,997 R? = 1,000 R® = 0,997 R®=0,999
Pendiente = - Pendiente = -|[Pendiente = -|Pendiente =-3,440 |Pendiente = -4,192
3,729 4,750 3,425
Eficacia = 95 % Eficacia =73 %
Eficacia = 85 Eficacia = 62|Eficacia =96 %
O/ 0/

La reaccion de RTPCR de MNAzima en este ejemplo permitio la deteccion y generacién simultanea de curvas patrén
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para la cuantificacién de cinco dianas en una reaccion mdultiple sencilla que incluyd cinco sustratos genéricos. Estos
sustratos genéricos son adecuados para controlar otras combinaciones de cinco dianas en una reaccién sencilla.

Ejemplo 15: Uso de MNAzimas para la cuantificacion de 16S ribos6mica en bacterias

Para reemplazar el ensayo bacteriano de una tincién de Gram, pueden usarse MNAzimas para un ensayo de
liberacion rapida con respecto a esterilidad y/o contaminacién de micoplasmas basandose en secuencias de &cido
nucleico conservadas halladas en especies bacterianas. Pueden usarse MNAzimas para controlar la amplificacion
de acidos nucleicos bacterianos diana en tiempo real usado procedimientos de amplificacion de diana in vitro tales
como RTPCR. En este ejemplo, se usa una region conservada hallada en la secuencia 16S ribosémica bacteriana,
en la que se realiza transcripcion inversa, amplificacion por PCR y deteccibn mediada por MNAzimas
simultaneamente en un tubo.

Se disefié un sistema para dirigirse a una region de la secuencia 16S ribosémica que es comuin a varias especies
bacterianas incluyendo Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Clostridium sporogenes, Acinetobacter woffii,
Propionibacterium acnes, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens.

15.1 Oligonucleétidos de Partezima

Los oligonucledtidos de partezima A y B usaron el disefio 7 con ramas sensoras complementarias a una region
conservada entre especies bacterianas. Los oligonucledtidos de partezimas se enumeran a continuacion indicando
la “-P” fosforilacion 3’ del oligonucledtido. En las siguientes secuencias las bases subrayadas forman parte del
nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva
hibridan con el sustrato.

SEC ID N°: 86 Partezima A5 16S1A5/2-P:
GGTTGTCGTCAGCTCGTGTACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEC ID N°: 87 Partezima B6 16S1B6/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTCGTGAGATGTTGGGTTAAG-P
15.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-2 con la secuencia, de 5’ a 3' como sigue. En el presente ejemplo,
SubBi-2 se marcé en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQL1 en el extremo 3’ y
se designd SubBi-2-FB. La escisién de SubBi-2-FB se control6 a 516 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con
excitacion a 492 nm (longitud de onda de excitacion de FAM). Las bases en mindscula representan ARN y las bases
en mayuscula representan ADN.

SEC ID N°: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
15.3. Cebador de PCR para amplificacion de 16S ribosémica en bacterias

La secuencia diana para este ejemplo se generd por amplificacion in vitro de Bacillus subtilis usando los cebadores
de PCR oligonucleotidicos enumerados a continuacion.

SEC ID N°: 88 5’ Cebador 516S1-1:
TGGTGCATGGTTGTCGTC

SEC ID N°: 89 3’ Cebador 316S1-1:
TTGCGCTCGTTGCGGGA

15.4. Secuencia dianay control

Se extrajo ARN ribosémico bacteriano de células de Bacillus subtilis y se us6 como molde para amplificacion de la
region 16S. Se us6 dH,0 sin nucleasa en lugar de ARN como un control sin diana.

15.5. Componentes de Reaccién: Amplificacién y cuantificacién de la secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y cuantificacion en tiempo real de la secuencia diana en un volumen total de reaccién de 25
ul. Todas las reacciones se realizaron en un sistema Mx3005p QPCR (Stratagene). Los parametros de ciclacion
fueron, 50 °C durante 30 minutos, 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 65 °C durante
30 segundos (con una reduccion de un 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 40 ciclos de 95 °C durante 5
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segundos y 55 °C durante 30 segundos. Las reacciones contenian 516S1-1 40 nM y 316S1-1 200 nM, 16S1A5/2-P
200 nM y 16S1B6/2-P 200 nM, SubBi-2-FB 200 nM, MgCl, 7,5 mM, 200 uM de cada dNTP, 10unidades de Rnasin
(Promega), Immobuffer 1 x (Bioline), 1 unidad de Immolase (Bioline) y molde de ARN (500 ng, 50 ng, 5 ng o 500 pg)
0 sin diana (dH20).

15.6. Resultados: Amplificacion de dianay escisién de sustrato indicador SubBi-2-FB

La MNAzima para deteccion y cuantificacion en tiempo real de 16S ribosdmica bacteriana, mostré un aumento de la
fluorescencia a lo largo del tiempo cuando la secuencia diana usada fue ARN bacteriano amplificado por RTPCR. La
fluorescencia del control sin diana fue inferior a la de las reacciones que contenian ARN y no aumentd durante la
reaccion. Esto demuestra que el aumento de fluorescencia producido en reacciones que contienen diana se debe a
ensamblaje dependiente de diana de MNAzimas cataliticamente activas que después escinden el sustrato indicador.
Se generd una curva patrén representando el logaritmo de las concentraciones de ARN frente al ciclo umbral
resultante en una representacion lineal con un coeficiente de correlacion de 0,992.

Tabla 18: Resultados de reacciones para la amplificacién y deteccion de amplicones 16S ribosdmicos
bacterianos

Muestra (pg) Ciclo umbral (Ct) Resultados
Media de duplicados
500.000 12,5 Curva Patron
50.000 164 (rr;edla de reacciones por duplicado)
R=0,992
5000 20,5 Pendiente=-4,461
500 26.0 Eficacia = 68%
Control sin diana de ARN Sin sefal Sin sefal

Este ejemplo demuestra la capacidad de las MNAzimas para detectar y cuantificar amplicones generados por
amplificacion por RTPCR de ARN 16S ribosémico bacteriano. Las MNAzimas usadas en este ejemplo se dirigen a
una region 16S bacteriana que estd 100 % conservada entre Staphylococcus capitis, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus pyogenes, Clostridium sporogenes,
Acinetobacter woffii, Propionibacterium acnes, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas fluorescens. Como tal una
MNAzima sencilla y sustrato indicador podrian usarse para explorar una muestra con respecto a la presencia de
cualquiera de las bacterias anteriores. La deteccién de una sefial (por ejemplo de FAM) seria indicativa de la
presencia de una o mas de estas especies bacterianas en la muestra.

Ejemplo 16: Uso de MNAzimas para la deteccion y cuantificacion de ARN viral mediante RT-PCR en tubo
sencillo

Las MNAzimas pueden usarse para controlar la amplificacion de acidos nucleicos diana en tiempo real usando
procedimientos de amplificacion de diana in vitro tales como RTPCR. Ademas, el control en tiempo real permite que
se cuantifique la cantidad de diana inicialmente presente en la reaccion. Este ejemplo ilustra el uso de MNAzima
para la deteccién y cuantificacion de ARN viral de VIH. Se realizaron transcripcion inversa, amplificacion por PCR y
deteccion de MNAzimas en una reaccion en un tubo.

16.1 oligonucleétidos de Partezima

Las partezimas se disefiaron para dirigirse especificamente al gen Nef de VIH-1. En las siguientes secuencias las
bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con
la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato. La “-P” indica fosforilacion 3’ del oligonucledtido.

SEC ID N°: 90 Partezima A4 NefA4/6-P:
GAAGAGGCCAATAAAGGAGAGACAACGAGAGGCGTGAT-P
SEC ID N°: 91 Partezima B5 NefB5/6-P:
CTGGGAGGAAGGCTAGCTAACACCAGCTTGTTACACC-P
16.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-6 con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. En el presente ejemplo,
SubBi-6 se marco en los extremos con un resto de Texas Red en el extremo 5’ y un resto de BHQ2 en el extremo 3’
y se designd SubBi-6-TRB2. La escision de SubBi-6-TRB2 se control6 a 610 nm (longitud de onda de emision de
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Texas Red) con excitacion a 585 nm (longitud de onda de excitacién de Texas Red). En la siguiente secuencia las
bases en minUscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEC ID N°; 61 SubBi-6-TRB2:
ATCACGCCTCguTCCTCCCAG
16.3. Secuencias diana

La curva patrén en este experimento se generd por amplificacion por RTPCR de ARN viral de VIH-1. Se us6 un Kit
de virus VIH-1 Ultrasens de QIAGEN para aislar ARN viral de medio recogido de células CEMT4 humanas
infectadas con VIH-1. Se usé agua sin nucleasa (NF) en lugar de ARN viral como un control sin diana.

16.4. Cebadores de PCR para amplificacidon de los transcritos de Nef de VIH-1

Los siguientes cebadores se usaron para amplificacion de transcritos de Nef de VIH-1. El cebador 3', Nef/3PCR, se
uso para transcripcion inversa y después este cebador y el cebador 5’ Nef/SPCR facilitaron la amplificacion por PCR.

SEC ID N°: 92 Cebador Nef/3PCR:

CAGGGTCATCCATTCCATGCAG

SEC ID N°: 93 Cebador Nef/5PCR:

GCTAGTACCAGTTGAGCCAG

16.5. Componentes de Reaccion: Amplificacién y cuantificacién de secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y cuantificacion en tiempo real de la secuencia diana en un volumen total de reaccion de 25
ul. Todas las reacciones se realizaron en un sistema Mx3005p QPCR (Stratagene). Los parametros de ciclacion
fueron, 50 °C durante 30 minutos, 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 65 °C durante
30 segundos (con una reduccién de un 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 15
segundos y 55 °C durante 30 segundos. Las reacciones contenian cebador 3' Nef/3PCR 200 nM y cebador 5’
Nef/SPCR 40 nM, partezima NefA4/6-P 200 nM y partezima NefB5/6-P 200 nM, SubBi-6-TRB2 200 nM, MgCl,
10mM, 200 puM de cada dNTP, 10 unidades de Rnasin (Promega), Immobuffer 1 x (Bioline), 0,5 unidades de
Immolase (Bioline), 10 unidades de MMLV RT (H-) y 5 ul de molde de ARN total (que contiene 45.000 pg, 4.500 pg,
450 pg, 45 pg, 4,5 pg, 0 0,45 pg) o sin diana (solo agua).

16.6. Resultados: Amplificacién de dianay escision de sustrato indicador SubBi-6-TRB2

La MNAzima para deteccion y cuantificacion en tiempo real de transcritos de Nef de VIH-1 mostré un aumento de la
fluorescencia a lo largo del tiempo cuando la secuencia diana usada fue ARN viral de VIH-1 amplificado mediante
RTPCR. No hubo aumento de la sefial para la reaccién de control sin diana (solo agua). Esto demuestra que el
aumento de fluorescencia producido en reacciones que contenian diana se debié a ensamblaje dependiente de
diana de MNAzimas cataliticamente activas que después escindieron en sustrato indicador.

Se generd una curva patrén representando el logaritmo de la cantidad de molde de ARN en cada reaccién frente al
ciclo umbral (Ct) dando como resultado una representacion lineal. La Ct de cada patrén, junto con el coeficiente de
correlacion (RZ), pendiente y eficacia de reaccion se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Resultados de la amplificacion y deteccién de transcritos de Nef de VIH

Muestra Ciclo Umbral (Ct) ARN viral de VIH Resultados
(media de reacciones por (P9)
duplicado)
Patrén 1 5,22 45.000 Curva de calibracion
2_
Patron 2 9,96 4.500 R =0,996
Pendiente =-4,271
Patrén 3 13,78 450 Eficacia =71,4 %
Patréon 4 17,22 45
Patron 5 22,09 4,5
Patrén 6 27,15 0,45
sin control diana Sin sefal 0 Sin sefial

69



10

15

20

25

30

35

40

ES 2370910 T3

Este ejemplo demuestra la capacidad de las MNAzimas para usarse para la deteccién y cuantificacion de
secuencias virales, incluyendo VIH-1.

Ejemplo 17: Requisitos de secuencia de la actividad catalitica de MNAzimas.
17.1. Oligonucledtidos de Partezima

El ndcleo catalitico de la ADNzima 10:23 como se descubrid originalmente comprende 15 nuclettidos (Santoro y
Joyce, 1997). Estudios posteriores de las bases criticas dentro del ndcleo catalitico han mostrado que ciertas
sustituciones de bases especificas reducen significativamente la actividad catalitica, mientras que otras se toleran
bien (Zaborowska y col).

En este ejemplo, se disefid una serie de partezimas y se ensayaron para investigar la tolerancia del nacleo catalitico
de MNAzima a variacion de secuencia dentro de los nlcleos parciales de las dos partezimas. Las partezimas no
modificadas A y B para la MNAzima que detecta el gen de RPLPO humano se usaron como el control y se
compararon con diversas secuencias de partezimas mutadas en las que se habia realizado una sustituciéon de base
sencilla en la region de nicleo catalitico parcial. Los oligonucle6tidos de partezima usados para detectar la diana se
basaron en el disefio 7 (véase el Ejemplo 20) y se enumeran a continuacion, de 5’ a 3. En las siguientes secuencias
las bases subrayadas forman parte del nicleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases que estan
subrayadas, en cursiva y en negrita estdn mutadas en comparacion con las secuencias de nucleo parcial de control
(no mutadas), las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato.

SEC ID N°: 94 partezima A5 RO4A5/2:
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACAACGAGAGGAAACCTT
SEC ID N°: 95 partezima A5 RO4A5/2-G14A:
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACAACAAGAGGAAACCTT
SEC ID N°: 96 partezima A5 RO4A5/2-A9T:
GGGCTGGTCATCCAGCAGITCAACGAGAGGAAACCTT
SEC ID N°: 97 partezima A5 RO4A5/2-A12T:
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACATCGAGAGGAAACCTT
SEC ID N°: 98 partezima A5 RO4A5/2-A11T
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACTACGAGAGGAAACCTT
SEC ID N ID N°: 99 partezima B6 RO4B6/2:
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGTTCGACAATGGCAGCA
SEC ID N°: 100 partezima B6 RO4B6/2-C7A:
TGCCCAGGGAGGCTAGAGTGTTCGACAATGGCAGCA
SEC ID N°: 101 partezima B6 RO4B6/2-T4C:
TGCCCAGGGAGGCCAGCGTGTTCGACAATGGCAGCA
17.2 Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-2 con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. En el ejemplo actual,
SubBi-2 se marcé en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y
se designd SubBi-2-FB. La escision de SubBi-2-FB se controld a 530 nm (longitud de onda de emision de FAM) con
excitacion a 485 nm (longitud de onda de excitaciéon de FAM). En la siguiente secuencia las bases en miniscula
representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEC ID N°: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
17.3. Secuencia diana

Se us6 un oligonucledtido de ADN sintético como el molde diana en este experimento. La secuencia diana se
muestra a continuacion, de 5’ a 3'.
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SEC ID N°: 102 Diana RO4/2:
ATGCTGCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGCCCAA
17.4. Condiciones de Reaccion

Se realizé analisis de la actividad catalitica de diversos pares de partezimas usando un Termociclador SmartCycler
System (Cepheid). Se iniciaron las reacciones mediante la adicion de sustrato y el volumen total de todas las
reacciones fue de 25 pl. Cada reaccion contenia tampén de PCR 1l 1 x (Applied Biosystems), MgCl, 10 mM, SubBi-
2FB 0,2 uM, DianaR0O4/2 2 uM y un par de partezimas A y B cada una a 2 uM. Los pares de partezimas en cada
reaccion fueron como en la Tabla 20 a continuacion.

Tabla 20: Componentes de reacciones para la deteccion de una diana de acido nucleico

Reaccion Partezima A Partezima B Numero de repeticiones|
Partezimas A y B de control (no mutadas) RO4A5/2 RO4B6/2 6
Partezima mutada A (G14A) y partezima de control B| RO4A5/2-G14A | RO4B6/2 3
Partezima mutada A (A12T) y partezima de control B| RO4A5/2-A12T | RO4B6/2 3
Partezima mutada A (A11T) y partezima de control B| RO4A5/2-A11T | RO4B6/2 3
Partezima mutada A (A9T) y partezima de control B | RO4A5/2-A9T RO4B6/2 3
Partezima de control A y partezima mutada B (C7A) | RO4A5/2 RO4B6/2-C7A 3
Partezima de control A y partezima mutada B (T4C) | RO4A5/2 RO4B6/2-T4C 3

Las reacciones se incubaron a 54 °C durante 20 minutos y se recogieron los datos fluorescentes a intervalos de 12
segundos. Puesto que la fluorescencia de partida puede variar para pocillos individuales en el termociclador
SmartCycler System, el valor de fluorescencia inicial se resté de la fluorescencia en cada punto temporal para cada
reaccion para permitir la comparacion entre reacciones en diferentes pocillos. Las medias de las reacciones por
duplicado, que contenian una partezima mutada A o una partezima mutada B, se expresaron después como un
porcentaje de la fluorescencia para repeticiones de control.

17.5. Resultados: Deteccién de escision de sustrato indicador SubBi-2-FB.

La escision del sustrato por los diversos pares de partezimas se midié por el cambio de fluorescencia a lo largo del
tiempo. Los valores de fluorescencia normalizados para cada reaccién se expresaron después como porcentaje de
la fluorescencia observada en reacciones de control en el punto temporal equivalente (Tabla 21).

Tabla 21: Actividad de escisién de diversas variantes de secuencia de partezimas (* este ejemplo) y
comparacién con la actividad de ADNzimas 10:23 variantes (**Zaborowska).

Namero de Secuencias de nucleo Nucleo de la Bases Actividad de escision
posicién parcial de partezima secuencia sustituidas (y | (porcentaje de control) para
dentro del (control) 10:23 (Santoro nombre) enzimas de ADN con
nucleo y Joyce 1997) | dentro de (*) sustituciones
catalitico de | Partezima B | Partezima A partezima Ao | *MNAzimas *ADNzima
5'a3d B o dentro de | (54 °C durante | 10:23 (37°C
la ADNzima 10 minutos) durante 20
(**) 10:23 minutos)
1 G G
2 G G
3 C C
4 T T C 17 % <10%
(T4C)
5 A A
6
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(Cont)
Numero de Secuencias de nucleo Nucleo de la Bases Actividad de escision
posicion parcial de partezima secuencia sustituidas (y | (porcentaje de control) para
dentro del (control) 10:23 (Santoro nombre) enzimas de ADN con
nucleo y Joyce 1997) | dentro de (*) sustituciones
catalitico de | Partezima B | Partezima A partezima Ao | *MNAzimas *ADNzima
5'a3 B o dentro de | (54 °C durante | 10:23 (37°C
la ADNzima 10 minutos) durante 20
(**) 10:23 minutos)
7 C C A 40 % <80 %
(C7A)
8
9 A A T 70 % 90 %
(A9T)
10
11 A A T 86 % 80 %
(A11T)
12 A A T 80 % 80 %
(A12T)
13 C C
14 G G A 3% <10 %
(G14A)
15 A A

El experimento muestra que diversas sustituciones dentro del nucleo catalitico parcial de partezima A o B eran
compatibles con la formacion de MNAzima activa. Por el contrario otras sustituciones no se toleraban bien y
producian estructuras con poca 0 sin actividad catalitica. Cuando los resultados obtenidos usando MNAzimas se
compararon con los indicados para la sustitucion equivalente dentro del nucleo catalitico de ADNzima 10:23
(Zaborowska y col), se observé un patron similar (Tabla 21 anterior). Por ejemplo, la sustitucion de G con A en la
posicion 14 (G14A) dentro de la partezima A, o dentro del nicleo 10:23, dio como resultado > 90 % de pérdida de
actividad de escision. Por el contrario, la sustitucion de A por T en la posicién 12 (A12T) dentro de la partezima A o
dentro del nicleo 10:23, dio como resultado moléculas que conservaban aproximadamente 80 % de la actividad de
escisién en comparacion con las secuencias de control.

Como tal, la informacién en la bibliografia acerca de otras sustituciones de secuencia que son compatibles con la
actividad de ADNzima (por ejemplo ADNzima 10:23 o ADNzima 8:17), podria predecir la actividad catalitica
esperada cuando se introduce la misma variaciéon de secuencia en una de las partezimas. Ademas, un experto en la
materia podria usar ensayos empiricos para identificar variantes de secuencia de nucleo catalitico parcial de
partezima adicional, que son compatibles con la formacion de MNAzima activa.

Ejemplo 18: Aplicacion de MNAzimas para detectar dianas incluyendo moléculas pequefias tales como
adenosin 5'-trifosfato

Los aptameros son moléculas de ADN o ARN monocatenarias evolucionadas in vitro a partir de grandes grupos de
oligonucledtidos de secuencia aleatoria por su capacidad para unirse a dianas con alta afinidad y especificidad. Los
aptdmeros se han seleccionado por su capacidad para unirse especificamente a muchos tipos de dianas incluyendo
proteinas, carbohidratos, lipidos, nucleotidos, células completas y virus. En este ejemplo, una secuencia de
aptamero se incorporé en el extremo de una partezima (apta-partezima) en una configuracion por la que se formaba
solamente una MNAzima activa en presencia de la diana. Existen varias formas de conseguir este objetivo,
incluyendo las estrategias descritas en la Figura 4 y la estrategia usada en el siguiente ejemplo que se ilustra en la
Figura 20.

Los oligonucledtidos de acido nucleico requeridos para la estrategia de deteccién de MNAzima ilustrada en la Figura
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20 incluyen; una partezima convencional;
a) una apta-partezima que es una partezima con un aptamero incorporado en uno de sus extremos;

b) un facilitador de ensamblaje que es un oligonucleétido que se une a tanto la apta-partezima como la partezima
permitiendo el ensamblaje de una MNAzima activa;

C) un sustrato sonda indicador; y

d) un oligonucledtido inhibidor que hibrida con la apta-partezima en una regién que abarca al menos parte de la
secuencia del aptamero y parte de la rama de union a sustrato de la secuencia de partezima.

En ausencia de una diana que se una al aptamero (Figura 20 panel izquierdo), el oligonucleétido inhibidor se une a
la apta-partezima bloqueando de este modo la union (y escision) del sustrato sonda indicador. En presencia de una
diana que se une al aptamero (Figura 20 panel derecho), la diana se une a la secuencia del aptamero de la apta-
partezima, evitando la union del oligonucleétido inhibidor y permitiendo la unién y escision del sustrato sonda
indicador. Como tal, las MNAzimas solamente pueden formarse y provocar generacion de sefial fluorescente en
presencia de diana.

La estrategia se demostr6 usando deteccion de una molécula pequefia, ATP. Se ha indicado previamente que la
secuencia del aptamero de 27 nucleétidos de longitud es altamente especifica para la union de ATP y dATP
(Achenbach, 2005; Huizenga y Szostak, 1995).

18.1. Oligonucledtidos de partezimas, ensamblaje y oligonucleétidos inhibidores

En este ejemplo la secuencia de aptamero de ATP se situ6 adyacente a la rama de sustrato de la apta-partezima A
(Figura 20). Las ramas sensoras de apta-partezima A y partezima B se disefiaron para unirse a un facilitador de
ensamblaje. Las secuencias de aptapartezima AtpA2/1 y partezima Atp B3/1 (Figura 21) se muestran a continuacion
(de 5" a 3). En las siguientes secuencias las bases en negrita hibridan con el facilitador de ensamblaje, las bases
subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada y las bases en cursiva hibridan con el
sustrato. Ademas, las bases en texto normal en partezima AtpA2/1 indican secuencias de aptamero de ADN que se
unen a ATP o dATP.

SEC ID N°: 103 Apta-Partezima A2 AtpA2/1:

AACGTACACTGCACGCGGTCGAAATAGTGAGTACCTGGGGGAGTATTGCGGA
GGAAGGT
SEC ID N°: 104 Partezima B3 AtpB3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCGTCTGTACCGTGTAC
La secuencia del facilitador de ensamblaje se muestra a continuacion (de 5’ a 3'):
SEC ID N°: 105 Facilitador de ensamblaje AtpC/1:
GTACACGGTACAGACCGTGCAGTGTACGTT
La secuencia del oligonucleétido de inhibidor se muestra a continuacion (de 5’ a 3’).
SEC ID N°: 106 Inhibidor AtpR/1:
CCAGGTACTCACTATTT
18.2. Sustrato indicador

La actividad de MNAzima se control6 por escision de un sustrato indicador de acido nucleico marcado de forma dual.
El sustrato indicador para este ejemplo es SubBI-FB con la secuencia, de 5 a 3, como sigue. Las bases en
mindscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN. Las bases subrayadas indican la posicion
de un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3'. Los cambios de la fluorescencia debido
a escisién de SubBi-1-FB en el ribonucleétido entre FAM y BHQ1 se controlaron a 520 nm (longitud de onda de
emision de FAM) con excitacion a 490 nm (longitud de onda de excitacién de FAM).

SEC ID N°: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG

18.3 Dianas
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Las moléculas diana para este ejemplo fueron adenosin 5'-trifosfato (ATP) y desoxiadenosin 5'-trifosfato (dATP). Se
usaron guanosin 5'-trifosfato (GTP) y citosin 5'-trifosfato (CTP) como controles negativos. Todas las moléculas se
obtuvieron de Bioline. Se usé agua sin nucleasa como un control sin diana.

18.4. Condiciones de Reacciéon

La deteccion de la diana se midié por un aumento de la sefial de fluorescencia causado por escision del sustrato
indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de sustrato y el
volumen total de todas las reacciones fue de 50 pl. Antes de la inyeccion del sustrato, todas las reacciones se
preincubaron a 60 °C durante 5 minutos (para reducir la estructura secundaria). Las reacciones se realizaron a 47 °C
en un FLUOstat OPTIMA (BMG Biotech). La fluorescencia para cada reaccion se leyé cada 3 segundos durante un
total de 10 minutos. Cada reaccion contenia una concentracion final de AtpA/1 200 nM, AtpB3/1 200 nM, AtpC/1 200
nM, AtpR/1 200 nM, SubBi-1-FB 200 nM, MgCl; 25 mM, Tris HCI 50 mM pH 7,5y 2 mM de ATP, dATP, GTP, CTP o
sin diana (agua).

18.5. Resultados: Deteccion y escision de sustrato indicador SubBi-1-FB

En ausencia de ATP o dATP se vio un nivel bajo de fluorescencia que no aumentaba a lo largo del tiempo,
demostrando que el oligonucleétido inhibidor era capaz de evitar el ensamblaje de una MNAazima activa (Figura 21).
En presencia de ATP o dATP la sefial fluorescente era mayor y aumentaba a lo largo del tiempo. Esto indica que el
oligonucledtido inhibidor se desplazé por dATP y ATP y se formé una MNAzima activa. El ensamblaje de la
MNAzima era dependiente de diana puesto que la sefial fluorescente en presencia de GTP y CTP era la misma que
en ausencia de ATP o dATP es decir en el control de agua sin analito. Este ejemplo demuestra que las MNAzimas
pueden acoplarse a aptameros para la deteccion de dianas que incluyen dianas tanto de acido nucleico como sin
acido nucleico, en un enfoque que es altamente especifico para la diana.

Un experto en la materia reconocerd que el disefio de esta estrategia puede ser flexible. El aptAmero puede
incorporarse a cualquiera de los extremos (de 5’ o0 3’) de cualquiera de las dos partezimas que contienen secuencias
de nucleo catalitico parcial. Como tal, el oligonucledtido inhibidor puede unirse a la region del aptamero y a la rama
de sustrato (que se une al sustrato indicador) o la rama sensora (que se une al facilitador de ensamblaje). En el
primer disefio (Figura 20; este ejemplo), el inhibidor bloquea la unién del sustrato indicador. En el segundo disefio, el
inhibidor evitaria la union del facilitador de ensamblaje con las partezimas y por lo tanto evitaria la formacion de
MNAzima activa.

La bibliografia contiene secuencias para un gran nimero de aptameros capaces de detectar muchos tipos de
dianas. Estas incluyen proteinas, carbohidratos, lipidos, priones, nucleottidos, células completas y virus. Los
aptameros para todos estos tipos de dianas pueden ligarse a partezimas para detectar una serie de moléculas muy
diversa. Las condiciones de reaccion (tampdn, temperatura, concentracion de catién divalente, etc.), que eran
compatibles con tanto union de dianas a aptameros (o apta-partezimas) como escision de un sustrato indicador por
una MNAzima, pueden determinarse mediante ensayos empiricos. Ademas, puesto que los aptameros evolucionan
in vitro en condiciones de reaccion seleccionadas por el investigador seria posible adaptar la evolucién molecular
para permitir el desarrollo de aptameros para cualquier diana deseada que se uniria en condiciones compatibles con
la escision de MNAzima. Puesto que las MNAzimas son activas sobre un intervalo muy amplio de condiciones, un
experto en la materia podria determinar facilmente las condiciones compatibles con la escision de MNAzima.

Ejemplo 19: Uso de MNAzimas para la deteccién de emparejamientos erréneos de una base

Las MNAzimas pueden usarse para detectar y cuantificar &cidos nucleicos diana en tiempo real usando
procedimientos de amplificacién de diana in vitro tales como PCR. También pueden usarse MNAzimas para generar
resultados cualitativos, por ejemplo detectando cambios en las secuencias de acido nucleico. Puede realizarse
deteccién de diana mediada por MNAzima mediante reconocimiento de bases de Watson-Crick de las ramas
sensoras y la secuencia diana. En este ejemplo, se usan MNAzimas para detectar un emparejamiento erroneo de
una base explotando este requisito de complementariedad entre la rama sensora de partezima y la secuencia de
acido nucleico diana.

19.1. Oligonucledtidos de Partezima

Los oligonucleétidos de partezima se disefiaron para que fueran completamente complementarios a la secuencia
diana o emparejados errébneamente con respecto a la secuencia diana (Figura 22(i)). Las secuencias de la partezima
A completamente coincidente A (RO5A5/2(22)-P), la partezima completamente coincidente B (RO5B6/2(11G)-P) y la
partezima emparejada erroneamente B (RO5B6/2(11C)-P) se enumeran a continuacién (de 5’ a 3’). En las siguientes
secuencias las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las bases en
negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato. La base emparejada errbneamente en la
partezima RO5B6/2(11C)-P esta en negrita y subrayada. La “-P” indica fosforilacién 3’ del oligonucleétido.

SEC ID N°: 107 Partezima A5 RO5A5/2(22)-P:

CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTACAACGAGAGGAAACCTT-P
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SEC ID N°: 108 Partezima B6 RO5B6/2(11G)-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGGAGACGGA-P
SEC ID N°: 109 Partezima B6 R05B6/2(11C)-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTCGAGACGGA-P
19.2. Sustrato indicador

El sustrato indicador usado en este ejemplo fue SubBi-2. En el presente ejemplo, SubBi-2 se marcé en los extremos
con un resto de 6-FAM en el extremo 5', un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y se designd SubBi-2-FB. La escision de
SubBi-2-FB se controlé a 530 nm (longitud de onda de emisiéon de FAM) con excitacion a 485 nm (longitud de onda
de excitacion de FAM). La secuencia de SubBi-2-FB se enumera a continuacion (de 5’ a 3); las bases en minuscula
representan ARN y las bases en mayuUscula representan ADN.

SEC ID N°: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
19.3. Cebadores de PCR para amplificacion de ex6n 5 de RPLPO

La secuencia diana para este ejemplo se generd por amplificacion in vitro de ADN genémico humano usando los
cebadores de PCR oligonucleotidicos enumerados a continuacion (de 5’ a 3').

SEC ID N°: 32 Cebador 5R05/1:
CATTCTATCATCAACGGGTA

SEC ID N°: 110 Cebador 3RO5/2:
AGCAGCCACAAAGGCAGA

19.4. Secuencias dianay controles

Se usé ADN genomico extraido de la linea celular K562 humana como molde para amplificacion del gen de RPLPO.
Se us0 agua sin nucleasa (NF) en lugar de ADN gendmico como un control sin diana.

19.5. Componentes de Reaccion: Amplificacién y deteccidén de secuencia diana

Se realiz6 amplificacion y deteccion en tiempo real de la secuencia diana en un volumen total de reaccion de 25 pl.
Todas las reacciones se realizaron en un termaociclador ABI 7700 (Applied Biosystems). Los parametros de ciclacién
fueron 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 65 °C durante 30 segundos (con una
reduccién de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 50 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y 47 °C durante 30
segundos. Las reacciones contenian 5R05/1 40 nM, 3R0O5/2 200 nM, RO5A5/2(22)-P 200 nM y ROSB6/2(11G)-P
200 nM o ROSB6/2(11C)-P 200 nM, SubBi-2-FB 200 nM, MgCl, 10 mM, 200 uM de cada dNTP, 10 unidades de
Rnasin (Promega), referencia ROX 1 x (Invitrogen), Immobuffer 1 x (Bioline), 1 unidad de Immolase (Bioline) y 100
ng de molde de AND gendémico o agua NF.

19.6. Resultados: Deteccidon de emparejamiento erroneo de una base usando una MNAzima

La MNAzima que comprende la rama sensora completamente emparejada B mostré un aumento de fluorescencia a
lo largo del tiempo cuando la secuencia diana usada fue ADN genémico humano amplificado mediante PCR (Figura
22(ii)). Por el contrario, la MNAzima que contiene la rama sensora emparejada erroneamente B mostrd un nivel bajo
de fluorescencia con la diana gendmica, similar al visto en el control sin diana, y la fluorescencia no aument6 a lo
largo del tiempo. Por lo tanto, el emparejamiento erréneo sencillo, a tres bases del punto de union de partezima A 'y
B fue suficiente para evitar la formacion de la MNAzima activa.

Este ejemplo demuestra que las MNAzimas pueden usarse para detectar emparejamientos erroneos de base
sencilla entre las ramas de diana y sensora. Puesto que las MNAzimas son capaces de detectar alteraciones tan
pequefias como cambios de una base sencilla, seria obvio para un experto en la materia que las MNAzimas podrian
también usarse para diferenciar secuencias que difieren en deleciones pequefias o inserciones pequefas. Ademas,
podrian detectarse alteraciones mayores tales como translocaciones asociadas con diversos tipos de cancer, que
dan como resultado transcritos de fusion. Estas se producen de forma frecuente en asociacion con leucemia, por
ejemplo transcritos de fusion PML/RAR« se asocian con leucemia promielocitica aguda y los transcritos de fusién
bcr/abl se asocian con leucemia granulocitica crénica.

Aungue este ejemplo muestra que los emparejamientos erréneos sencillos pueden ser suficientes para evitar el
ensamblaje de MNAzima activa, experimentos adicionales demostraron que no todos los emparejamientos erréneos
de base sencilla interrumpen completamente el ensamblaje de MNAzima en todas las condiciones. La capacidad
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para diferenciar emparejamientos erroneos de base sencilla depende de varios factores incluyendo a) la rigurosidad
de las condiciones de reaccién, que pueden verse influenciadas por muchos factores incluyendo temperatura,
concentracion salina, concentracion de cationes, b) del tipo de emparejamiento erréneo, por ejemplo
emparejamientos erréneos G/T frente a C/C, c) la posicion del emparejamiento erréneo dentro de la rama de
partezima y d) la longitud de la rama de partezima.

Pueden usarse estrategias adicionales para aumentar la capacidad de la MNAzima para detectar polimorfismos de
base sencilla. Estas incluyen, por ejemplo, el uso de una rama sensora de partezima truncada como se demuestra
en el ejemplo 22.

Ejemplo 20: Ensayo de la actividad de MNAzima de una serie de pares de partezimas que contienen
secuencias de nlcleo catalitico parcial variantes derivadas del nucleo catalitico 10:23

Pueden prepararse enzimas de acido nucleico multicomponentes (MNAzimas) que incorporan secuencias parciales
de una diversidad de ADNzimas evolucionadas in vitro. Se han demostrado MNAzimas activas, basandose en
secuencias parciales de las ADNzimas 8:17 y 10:23. Ademas, se ha mostrado que varios disefios de partezimas
alternativas basadas en las ADNzimas 8:17 y 10:23 tienen (Ejemplos 1, 3, Figuras 9, 10 y 13) o carecen (Ejemplo 1,
Figura 8) de actividad. Este ejemplo extiende adicionalmente estos estudios e identifica secuencias de partezima
tanto activas como inactivas basandose en secuencias de nucleo catalitico parcial de la ADNzima 10:23. Ademas, el
ejemplo proporciona un protocolo general para las etapas necesarias para identificar el lugar o lugares 6ptimos para
dividir una secuencia de nucleo catalitico de modo que, cuando las secuencias de nucleo catalitico parcial se
incorporan en partezimas, se generan MNAzimas activas funcionales.

20.1. Oligonucleétidos de Partezima

El procedimiento en este ejemplo se usé para investigar qué posiciones dentro de la secuencia de nucleo catalitico
10:23 son adecuadas para dividir en secuencias de nucleo catalitico parcial que, tras la incorporacion en partezimas,
dan como resultado MNAzimas funcionalmente acticas. La secuencia 10:23 se dividié en diversos puntos y después
las dos secuencias parciales se incorporaron en una serie de pares de partezimas que se disefiaron para escindir un
sustrato en presencia de diana (gen de RPLPO humano). Los nudcleos cataliticos parciales para cada par de
partezimas que se ensayaron se muestran en la Tabla 22 en referencia a la secuencia de nucleo catalitico completo
de la ADNzima 10:23 (Santoro y Joyce, 1997).

Tabla 22: Bases y posiciéon en la ADNzima 10:23 y en una serie de pares de partezimas variantes en las que
las bases en las posiciones 1 a 15 del nucleo se han distribuido de forma diferente entre las dos partezimas
AyB.

N° de posicion 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14 1S

ADNzima 10:23 G G C T A| G| C T A C A A C G A
(Santoro y Joyce,

1997)
Disefio 6 | Partezima A C A A C G A
A4: BS A
(T8- A9) Partezma | G | G | C | T | A | G| C | T
B
Disefio 7 | Partezima T A C A A C G A
AS: B6 A
(C7-T8) Partezma | G | G | C | T | A | G | C
B
Disefo 8 | Partezima A C G A
A6: B7 A
(A1l- Partezima | G | G | C | T| A | G| C | T | A | C A
Al12) B
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(cont)

N° de posicién 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 | 11 12 13 14 1S
Disefio 9 | Partezima C A A C G A
A7: B8 A

A Btezma | G [ G | C | T |A|G|C|T]|A

C10)

Disefio | Partezima C T A C A A C G A
10 AS8: A

B9 (G6- Partezima | G | G | C | T | A | G

C7)

B
Disefio | Partezima G C T A C A A C G A
11 A9: -
G G C T A

B10 A ParteBZ|ma

(A5-

G6)

Todas las secuencias estan escritas de 5' a 3'. El disefio de MNAzima y nomenclatura de partezima se continda a
partir de la serie de la Tabla 3 y se extiende en esta tabla para identificar la localizacién de la division dentro del
nucleo. Por ejemplo, el disefio 6 es una MNAzima derivada de 10:23 con disefio de partezima A4 y partezima B5

(A4:B5), en el que el nicleo se ha dividido entre T en la posiciéon 8 y A en la posicion 9 (T8-A9).

En este experimento todas las series de pares de partezimas se sintetizaron con las ramas sensoras disefiadas para
hibridarse con el exén 5 del gen de RPLPO humano y con ramas de sustrato dirigidas contra el sustrato, SubBi-2.
Las ramas de partezima usadas en este experimento se sintetizaron por Sigma-Proligo y sus secuencias se
enumeran a continuacion (de 5’ a 3’). Las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima
ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana de acido nucleico y las bases en cursiva hibridan con el
sustrato. La “-P” indica fosforilacion 3’ del oligonucleétido.

Par de partezimas de RPLPO A4:B5

SEC ID N°: 147 RO5A4/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEC ID N°: 112 RO5B5(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACA -P

Par de partezimas de RPLPO A5:B6

SEC ID N°: 107 RO5A5/2(22)-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEC ID N°: 114 RO5B6(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGGAGACGGATTACA -P

Par de patezimas de RPLPO A6:B7

SEC ID N°: 115 RO5A6(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACGAGAGGAAACCTT -P
SEC ID N°: 116 RO5B7(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCTACAGTGGAGACGGATTACA -P
Par de partezimas de RPLPO A7:B8

SEC ID N°: 117 RO5A7(22)/2-P
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CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTCAACGAGAGGAAACCTT -P
SEC ID N°: 118 RO5B8(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCTAGTGGAGACGGATTACA -P

Par de partezimas de RPLPO A8:B9

SEC ID N°: 119 RO5A8(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTCTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEC ID N°: 120 RO5B9(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGGTGGAGACGGATTACA -P

Par de partezimas de RPLPO A9:B10

SEC ID N°: 121 RO5A9(22)/2-P
CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTGCTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEC ID N°: 122 RO5B10(16)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGTGGAGACGGATTACA -P

20.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-2 con la secuencia, de 5’ a 3', como sigue. En el siguiente ejemplo,
SubBi-2 se marco en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQL1 en el extremo 3’ y
se designd SubBi-2-FB. La escisién de SubBi-2-FB se control6 a 530 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con
excitacion a 485 nm (longitud de onda de excitacion de FAM). Las bases en minusculas representan ARN y las
bases en mayusculas representan ADN.

SEC ID N°: 21 SubBi-2-FB

AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA

20.3. Cebadores de PCR para la amplificacion de exén 5 del gen de RPLPO humano.
La secuencia de los cebadores se muestra, de 5’ a 3’, a continuacion.

SEC ID N°: 123 5’ Cebador 5R05/2

GCTACCCAACTGTTGCATC

SEC ID N°: 110 3’ Cebador 3RO5/2

AGCAGCCACAAAGGCAGA

20.4. Molde de diana

Se us6 ADN gendmico extraido de células K562 como molde en la reaccion de PCR.
20.5. Condiciones de reaccion

La amplificacion en tiempo real de la secuencia diana y la deteccion de actividad catalitica de los pares de
partezimas se realiz6 en una reaccién de 25 ul sometida a ciclos en un termociclador ABI 7700 (Applied
Biosystems). Los parametros de ciclacién fueron 95 °C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y
65 °C durante 30 segundos (con una reduccion de 1 °C de temperatura por ciclo) y finalmente 50 ciclos de 95 °C
durante 15 segundos y 50 °C durante 30 segundos. Cada reaccion contenia 5RO5/1 0,04 uM y 3R05/2 0,2 uM,
Much 10 mM, 50 uM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Immobuffer 1 x (Bioline), SubBi-2-FB 0,2 uM,
colorante de referencia Rox 1 x (Invitrogen), 10 unidades de Rnasin (Progema) y 1 unidad de polimerasa Immolase
(Bioline) y 100 ng de ADN genémico. Ademas cada reaccion contenia un par de partezimas, partezima A 0,2 uM y
partezima B 0,2 uM (par de partezimas de RPLPO A4:B5, A5:B6, A6:B7, A7:B8, A8:B9 o0 A9:B10).

20.6. Resultados

Usando un procedimiento de PCR de MNAzima en tiempo real, se detecto la actividad catalitica de tres de los seis
pares de partezimas de RPLPO. El par de partezimas A4:B5 y A5:B6 mostro altos niveles de actividad catalitica,
permitiendo la deteccién de diana en < 22 ciclos (Tabla 23). El par de partezimas A7:B8 también era activo, aunque
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menos activo que A4:B5 y A5:B6. No se detect6é actividad catalitica de los pares de partezimas A6:B7, A8:B9 o
A9:B10 en las condiciones de este experimento.

Tabla 23: valores de Ciclo Umbral (Ct) obtenidos usando diversos pares de partezimas

Division del ndcleo (véase tabla anterior, Ct Comentario
este ejemplo)
A4:B5 (T8-A9) 19,3 Esta combinacién de secuencias de

nacleo catalitico parcial en estas
partezimas es compatible con la formacion
de MNAzimas activas.

Ab:86 (C7-T8) 21,6 Esta combinacién de secuencias de
nacleo catalitico parcial en estas
partezimas es compatible con la formacion
de MNAzimas activas.

AB:B7 (A11-Al12) Sin sefial a los 50 Esta combinacién de secuencias de
ciclos nicleo catalitico parcial en estas
partezimas no es compatible con la
formacion de MNAzimas activas en estas
condiciones experimentales.

AT7:B8 (A9-C10) 31,7 Esta combinacién de secuencias de
nucleo catalitico parcial en estas
partezimas es compatible con la formacion
de MNAzimas activas.

A8:B9 (G6-C7) Sin sefial a los 50 Esta combinacion de secuencias de
ciclos nicleo catalitico parcial en estas
partezimas no es compatible con la
formacion de MNAzimas activas en estas
condiciones experimentales.

A9:B10 (A5-G6) Sin sefial a los 50 Esta combinacion de secuencias de
ciclos nicleo catalitico parcial en estas
partezimas no es compatible con la
formacion de MNAzimas activas en estas
condiciones experimentales.

Los valores de Ct estdn promediados a partir de reacciones por triplicado, cuando el nivel de fluorescencia umbral
se establecid a 0,2 y la fluorescencia de fondo de linea basal se resto6 entre los ciclos 1y 14.

Ejemplo 21: Aplicacion de MNAzimas para detectar dianas proteicas.

Como se ha demostrado en el ejemplo 18, las MNAzimas pueden usarse para detectar dianas incorporando
secuencias de aptamero en el extremo de una partezima (apta-partezima). En este ejemplo, la misma estrategia de
deteccion de MNAzima (Figura 20) se usO para detectar la proteina Tag polimerasa usando una secuencia de
aptamero de 46 nuclettidos de largo que se ha indicado que se une a Tag polimerasa con alta especificidad
(Yakimovich, 2003). El facilitador de ensamblaje y el oligonucleétido de partezima B eran los mismos que los usados
en el ejemplo 18 cuando se detectd ATP usando una MNAzima.

21.1. Oligonucleétidos de partezima, ensamblaje y oligonucleétidos inhibidores

En este ejemplo la secuencia de aptamero de Taq polimerasa se colocé adyacente a la rama de sustrato de la apta-
partezima A (Figura 20). Las ramas sensoras de apta-partezima A y partezima B se disefiaron para unirse a un
facilitador de ensamblaje. Las secuencias de aptapartezima TagA2/1 y la partezima AtpB3/1 se muestran a
continuacion (de 5" a 3'). En las siguientes secuencias las bases en negrita hibridan con el facilitador de ensamblaje,
las bases subrayadas forman parte del ndcleo catalitico de la MNAzima ensamblada y las bases en cursiva hibridan
con el sustrato. Ademas, las bases en texto normal en apta-partezima A2 TagA2/1 indican secuencias de aptamero
de ADN que se unen a Tag polimerasa.

SEC ID N°: 124 Apta-Partezima A2 TaqA2/1:
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AACGTACACTGCACGCGGTCGAAATAGTGAGTGCGGTCGGCTCGGGGCATTC
TTAGCGTTTTGCCCCGAGCCGACCGC

SEC ID N°: 104 Partezima B3 AtpB3/1:
CATCTCTTCTCCGAGCGTCTGTACCGTGTAC

La secuencia del facilitador de ensamblaje se muestra a continuacion (de 5’ a 3'):
SEC ID N°: 105 Facilitador de ensamblaje AtpC/1:
GTACACGGTACAGACCGTGCAGTGTACGTT

La secuencia del oligonucle6tido inhibidor se muestra a continuacion (de 5’ a 3").
SEC ID N°: 125 Inhibidor TagR/1:

TGCCCCGAGCCGACCGAACTCACTATTT

21.2. Sustrato indicador

La actividad de MNAzima se controla por escision de un sustrato indicador de &cido nucleico marcado de forma dual.
El sustrato indicador para este ejemplo es SubBi-1-FB con la secuencia, de 5’ a 3', como sigue. Las bases en
mindscula representan ARN vy las bases en mayuscula representan ADN. Las bases subrayadas indican la posicion
de un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3'. Los cambios de fluorescencia debido a
escision de SubBi-1-FB en el ribonucleétido entre FAM y BHQ1 se controlaron a 520 nm (longitud de onda de
emision de FAM) con excitacion a 490 nm (longitud de onda de excitacién de FAM).

SEC ID N°: 6 SubBi-1-FB:
ACTCACTATaGGAAGAGATG
21.3. Diana

La molécula diana en este ejemplo fue la ADN Taq polimerasa (Amersham Biosciences) y se us6 polimerasa Klenow
(Amersham Biosciences) como un control negativo. Se usé agua sin nucleasa como un control “sin diana”.

21.4. Condiciones de Reaccién

La deteccion de la secuencia diana se midié por un aumento de la sefial de fluorescencia provocado por la escision
del sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de
sustrato y el volumen total de todas las reacciones fue de 50 pul. Las reacciones se realizaron a 40°C en un FLUOstar
OPTIMA (BMG Biotech). La fluorescencia para cada reaccion se leyd cada 6 segundos durante un total de 15
minutos. Cada reaccién contenia una concentracion final de TagA2/1 200 nM, AtpB3/1 200 nM, AtpC/1 200 nM,
TagR/1 200 nM, SubBi-1-FB 200 nM, MgCl, 25 mM, Tris HCI 25 mM pH 6,8 y 5 unidades de ADN Tag polimerasa o
5 unidades de polimerasa Klenow o sin proteina (solamente agua).

21.5. Resultados: Deteccién y escision de sustrato indicador SubBi-1-FB

En ausencia de Taq polimerasa se vio un nivel bajo de fluorescencia que solo aumentaba ligeramente a lo largo del
tiempo, demostrando que el oligonucleétido inhibidor era capaz de evitar el ensamblaje de una MNAzima activa. En
presencia de Taq polimerasa, la sefial fluorescente era mayor y aumentaba a lo largo del tiempo. Esto indica que el
oligonucledtido inhibidor se desplazé por Taq polimerasa y se form6 una MNAzima activa. El ensamblaje de la
MNAzima era dependiente de diana puesto que la sefial fluorescente en presencia de polimerasa Klenow era similar
a la sefial en ausencia de Tag polimerasa es decir en el control de agua “sin diana”. Esto es coherente con las
observaciones de Yakimovich y col (2003) que mostré que la secuencia de aptamero de Taq polimerasa es
especifica de Taq polimerasa y no se une a Klenow. Este ejemplo de MNAzima anterior demuestra que las
MNAzimas pueden acoplarse con aptameros para la deteccién de proteinas especificas.

Ejemplo 22: Deteccion de un polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP) usando una partezima truncada y un
oligonucledtido estabilizador

Puede producirse deteccion de diana mediada por MNAzima mediante reconocimiento de bases de Watson-Crick de
las ramas sensoras de partezima y la secuencia diana. En el ejemplo 19, este requisito de complementariedad se
uso6 para detectar un emparejamiento erréneo de base sencilla entre la rama sensora de partezima y la secuencia de
acido nucleico diana. En el siguiente ejemplo, el requisito de complementariedad se explotdé de nuevo para detectar
un polimorfismo de nucleétido sencillo (SNP) usando una estrategia que usaba una partezima con una rama sensora
truncada, que puede estabilizarse por un oligonucleétido estabilizador. La estrategia de deteccion de MNAzima
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usada en este ejemplo se ilustra en la Figura 23 y los oligonucle6tidos requeridos se describen a continuacion:
a) partezima patron;

b) una partezima con una rama sensora truncada (por ejemplo 5 bases) que se disefia para coincidir
completamente con una forma del SNP pero no con la otra;

¢) un oligonucledtido estabilizador (por ejemplo 15 bases), que hibrida con la diana adyacente a la rama
sensora truncada de la partezima.

El estabilizador se disefia para facilitar el ensamblaje de MNAzima cuando la rama sensora de 5 nucleétidos se
hibrida con la diana; y

d) un sustrato sonda indicador
22.1. Oligonucleétidos de partezimay oligonucleétido estabilizador

En este ejemplo, la rama sensora de partezima B se disefid para ser de solamente 5 nucleétidos de longitud y para
diferenciar una SNP que se produce en el oligonucleétido diana. La rama sensora de partezima B se disefié para
hibridar con la forma “T” del SNP pero no la forma “C” del SNP. Las secuencias de partezimas Ay B y el
oligonucledtido estabilizador se muestran a continuaciéon (de 5 a 3’). En las secuencias siguientes las bases en
negrita hibridan con la diana, las bases subrayadas forman parte del nacleo catalitico de la MNAzima ensamblada y
las bases en cursiva hibridan con el sustrato. La “-P” indica fosforilacién 3’ del oligonucleétido.

SEC ID N°: 126 Partezima A4 XdA4/2-P:
ACTGGATGTCCATCTGTCTGACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEC ID N°: 127 Partezima B5 XdB5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTTATAC-P

SEC ID N°: 128 Estabilizador XdF/2-P:
CTTCGTGAGGGTGAG-P

22.2. Sustrato indicador

El sustrato indicador para este ejemplo fue SubBi-2. En ejemplo actual, SubBi-2 se marcé en sus extremos con un
resto de 6-FAM en el extremo 5’, un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y se designé SubBi-2-FB. La escision de SubBi-
2-FB se controlé a 520 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con excitaciéon a 490 nm (longitud de onda de
excitacion de FAM). La secuencia de SubBi-2-FB se enumera a continuacion (de 5" a 3’); las bases en minuscula
representan ARN y las bases en mayuUscula representan ADN.

SEC ID N°; 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
22.3. Diana

Las moléculas diana para este ejemplo fueron oligonucleétidos sintéticos derivados del gen de Xd. Una de las
dianas correspondia a la forma “T" del SNP (XdC/2(52)) y coincidia completamente con la rama sensora de
partezima B. La otra diana correspondia a la forma “C” del SNP y estaba emparejada erroneamente con la rama
sensora de partezima B. Los oligonucleétidos sintéticos se solicitaron de Sigma-Proligo y se us6 agua sin nucleasa
en lugar de diana como un control “sin diana”. Las secuencias de ambas dianas se enumeran a continuacion (de 5’ a
3’) con el SNP subrayado.

SEC ID N°: 129 Diana XdC/2(52):
TGCCCCCTCACCCTCACGAAGGTATACAGACAGATGGACATCCAGTTGGTGA
SEC ID N°: 130 Diana (emparejamiento erréneo) XdC/2(1M52):
TGCCCCCTCACCCTCACGAAGGCATACAGACAGATGGACATCCAGTTGGTGA
22.4. Condiciones de Reaccion

La deteccién de la secuencia diana se midié por un aumento de la sefial fluorescente provocado por escision del
sustrato indicador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién de sustrato
y el volumen total de todas las reacciones fue de 50 ul. Las reacciones se realizaron a 55 °C en un FLUOstar
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OPTIMA (BMG Biotech). La fluorescencia para cada reaccion se leyé cada 2 segundos durante un total de 5
minutos. Todas las reacciones contenian XdA4/2-P 200 nM, XdB5/2-P 200 nM, Tampén de PCR Il 1x (Applied
Biosystem) y MgCl, 25 mM. Ademas, la reaccién contenia oligonucledtidos enumerados en la Tabla 24.

Tabla 24. Reactivos adicionales en las reacciones de MNAzima.

Reaccion Diana Estabilizador

A XdC/2(52) 200 nM XdF/2-P 200 nM
B XdC/2(1M52): 200 nM XdF/2-P200 nM
C XdC/2(52) 200 nM Sin estabilizador
D Sin diana XdF/2-P 200 nM

22.5. Resultados: Deteccién y escision de sustrato indicador SubBi-2-FB

La MNAzima mostré un aumento de fluorescencia a lo largo del tiempo cuando se us6 el molde de SNP
completamente coincidente (Reaccion A: Figura 23). Por el contrario, cuando el molde esta emparejado
errébneamente (contenia un SNP), la sefial fluorescente no aument6 a lo largo del tiempo (Reaccién B: Figura 23).
De forma similar, no hubo un aumento de fluorescencia en ausencia de oligonucledtido diana (Reaccion D: Figura
23). Se mostré que la presencia del oligonucledtido estabilizador era esencial para estabilizar el complejo de
MNAzima. Una reaccion que contenia todos los componentes de reaccion incluyendo diana completamente
coincidente, pero que carecia del oligonucledtido estabilizador, no proporcioné aumento de fluorescencia a lo largo
del tiempo (Reaccion C: Figura 23). Como tal, 5 bases de la rama sensora fueron insuficientes para formar un
complejo de MNAzima estable pero la presencia de un oligonucleétido estabilizador podia compensar la corta
longitud de la rama sensora de partezima (5 bases) y permitir formacion de MNAzima estable en condiciones de
temperatura rigurosas (55 °C en este ejemplo). El oligonucledtido estabilizador puede considerarse una tercera
partezima en este sistema, puesto que se requiere para la formacion de MNAzima estable.

Este ejemplo demuestra que las MNAzimas pueden usarse para diferenciar entre dos dianas que difieren en tan
poco como un SNP. Ademés, demuestra la aplicacién de partezimas con ramas sensoras truncadas y su uso en
combinacidén con oligonucleétidos estabilizadores.

Ejemplo 23: Actividad catalitica de MNAzimas con sustituciones de ribonucleétidos.

A diferencia de las ribozimas, no se ha descubierto que las ADNzimas aparezcan en la naturaleza. Las ADNzimas
evolucionan in vitro a partir de grandes bibliotecas de oligonucleoétidos. La sustitucion de ciertos ribonucleotidos por
ciertos desoxirribonucleétidos en ribozimas conocidas se ha intentado en ciertas condiciones (McCall y col., 1992).
Las ribozimas que se han convertido completamente a ADN no tienen actividad debido a las diferencias
conformacionales de ADN y ARN (Perreault y col., 1990). Estos estudios demuestran que las enzimas de ARN no
pueden modificarse a enzimas de ADN funcionales meramente reemplazando los ribonucleétidos con
desoxirribonucleétidos. Se realizaron experimentos para investigar la tolerancia de MNAzimas a sustitucion de
desoxirribonucleétidos por ribonucleétidos.

23.1. Oligonucleétidos de partezima

En este ejemplo, se sintetizaron diversas partezimas en las que uno o mas desoxirribonucledtidos se reemplazaron
con ribonucledtidos dentro de las regiones que constituyen el nicleo catalitico parcial. Se sintetizaron partezimas
gue tenian una sustitucién de ribonucleétido sencillo o que tenian la region del ndcleo catalitico parcial completa
reemplazada con ribonucleétidos. Los oligonucledtidos de partezima A y B tenian ramas sensoras complementarias
a una region del exén 4 del gen de RPLPO humano. Los oligonucleétidos de partezimas se enumeran a
continuacion, de 5’ a 3'. En las siguientes secuencias, las bases subrayadas forman parte del nicleo catalitico de la
MNAzima ensamblada, las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato.
Las bases en minuscula representan bases de ARN que han reemplazado a bases de ADN.

SEC ID N°: 131 partezima A (Control) RO4A5(18)/2-P
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEC ID N°: 132 partezima B (Control) RO4B6 (19)/2-P
TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGTTCGACAATGGCAGCA-P
SEC ID N°: 133 Partezima A (ribo-14g): RO4A5(18)/2-rG14
GGGCTGGTCATCCAGCAGTACAACJAGAGGAAACCTT-P
82



10

15

20

25

30

35

ES 2370910 T3

SEC ID N°: 134 Partezima A (ribo-9a): RO4A5(18)/2-rA9-P
GGGCTGGTCATCCAGCAGTaCAACGAGAGGAAACCTT-P
SEC ID N°: 135 Partezima A (ribo x 8): RO4rA5(18)/2
GGGCTGGTCATCCAGCAGuacaacgaGAGGAAACCTT
SEC ID N°: 136 Partezima B (ribo x 7): RO4rB6(19)/2
TGCCCAGGGAQgcuagcGTGTTCGACAATGGCAGCA
23.2. Sustrato Indicador

El sustrato indicador para este ejemplo fue SubBi-2 con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. En el ejemplo presente,
SubBi-2 se marcé en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1 en el extremo 3’ y
se designd SubBi-2-FB. La escisién de SubBi-2-FB se controlé a 530 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con
excitacion a 485 nm (longitud de onda de excitacion de FAM). En las siguientes secuencias, las bases en minuscula
representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEC ID N°: 21 SubBi-2-FB:
AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
23.3. Secuencia diana

Se uso6 un oligonucledtido de ADN sintético como el molde diana en este experimento. La secuencia de la diana se
muestra a continuacion, de 5’ a 3.

SEC ID N°: 8 Diana RO4/1
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC
23.4. Condiciones de reaccion

Se realiz6 andlisis de la actividad catalitica de diversos pares de partezimas usando un termociclador SmartCycler
System (Cepheid). Los volumenes de reaccidn totales fueron de 25 pl y cada reacciéon contenia tampén de PCR 11 1
X (Applied Biosystems), MgCl, 10 mM, SubBi-2-FB 0,2 uM, Diana RO4/1 uM y un par de partezimas A y B cada una
a 2 uM. Los pares de partezimas en cada reaccién fueron como en la Tabla 24.

Tabla 24: Partezimas en diversas reacciones.

Reaccidn Partezima A Partezima B |Numero de repeticiones
Partezimas de control A y B(solamente ADN) RO4A5(18)/2-P RO4B6(19)/2-P | 4
Partezima A (ribo - 9a) y partezima de control B | RO4A5(18)/2-rA9-P RO4B6 (19)/2-P | 3
Partezima A (ribo - 14qg) y partezima de control B| RO4A5(18)/2-rG 14-P | RO4B6 (19)/2-P | 3
Partezima A (ribo x 8) y partezima de control B RO4rA5(18)/2 RO4B6 (19)/2-P | 3
Partezima de control A y partezima B (ribo x 7) RO4A5(18)/2-P RO4rB6(19)/2 3
Partezima A (ribo x 8) y partezima B (ribo x 7) ROA4rA5(18)/2 RO4rB6(19)/2 3

Las reacciones se incubaron a 54 °C durante 20 minutos y se recogieron datos de fluorescencia a intervalos de 12
segundos. Puesto que la fluorescencia de partida puede variar para pocillos individuales en el termociclador
SmartCycler System, el valor de fluorescencia inicial se rest6 de la fluorescencia en cada punto temporal para cada
reaccion para permitir la comparacion entre reacciones en diferentes pocillos.

23.5. Resultados: Actividad catalitica de las MNAzimas con sustituciones de ribonucleétidos dentro de las
secuencias de nucleo catalitico parcial de partezima.

La escisién catalitica del sustrato por MNAzimas compuestas por los diversos pares de partezimas se controlé6 como
un cambio en la fluorescencia a lo largo del tiempo (Tabla 25).
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Tabla 25: Resultados obtenidos usando diversas combinaciones de partezimas.

Reaccién Resultado
Reaccion de control con partezimas Ay B Aumento rapido de fluorescencia; la fluorescencia alcanzé una
solamente de ADN meseta después de 5 minutos de incubacion

Partezima A (ribo - 9a) y partezima de control B | Aumento de fluorescencia; la fluorescencia no habia alcanzado
todavia una meseta después de 20 minutos de incubacion

Partezima A (ribo - 149g) y partezima de control B | Aumento rapido de fluorescencia; la fluorescencia alcanzo una
meseta después de 5 minutos de incubacion

Partezima A (ribo x 8) y partezima de control B Sin aumento de fluorescencia a lo largo del tiempo.
Partezima de control A y partezima B (ribo x 7) Sin aumento de fluorescencia a lo largo del tiempo.
Partezima A (ribo x 8) y partezima B (ribo x 7) Sin aumento de fluorescencia a lo largo del tiempo.

El experimento muestra que algunas sustituciones de ribonucleétidos dentro del ndcleo catalitico parcial de las
partezimas son compatibles con formacion de MNAzima activa. Aunque la sustitucién sencilla (partezima A (ribo
149g)) tuvo actividad similar a la de las partezimas solo de ADN en estas condiciones, una sustitucion sencilla
alternativa (partezima A (ribo9a)), aunque aun era compatible con la formacién de MNAzima activa, escindio sustrato
a una velocidad menor que la del control. La MNAzima no tolerd la sustitucion de todos los nucledtidos en el dominio
de nucleo catalitico parcial de partezima A y/o partezima B.

Ejemplo 24: Activacion de una MNAzima por liberacién de partezimas ligadas como un mecanismo para
iniciar una cascada de amplificacién de sefial.

24.1. Cascadas de amplificacidon de sefiales mediadas por MNAzima

Pueden usarse MNAzimas para iniciar cascadas de amplificacién de sefial. Una estrategia para dicha cascada de
amplificacion de sefial se ilustra en la Figura 25. En presencia de la diana, la MNAzima activa 1 se forma a partir de
partezimas que estan libres en solucion. La MNAzima 1 escinde su sustrato ligado, Subl, liberando de este modo
componentes de partezima para la MNAzima 2. Una vez libres, estas partezimas hibridan con el facilitador de
ensamblaje y forman MNAzima 2 que escinde sustrato Sub 2. El Sub 2 marcado de forma dual, que esta libre en
solucidn, se escinde por MNAzima 2 y se genera sefial fluorescente. Ademas, la MNAzima 2 escinde Sub 2 ligada
liberando partezimas, que tienen las mismas ramas sensoras que MNAzima 2 y cuando hibridan con el facilitador de
ensamblaje, forman MNAzima 3. (El facilitador de ensamblaje puede estar ligado o estar libre en solucién). Puesto
que la MNAzima 3 comparte las mismas ramas de sustrato que la MNAzima, también puede escindir Subl ligado,
liberando de este modo mas componentes de partezima para MNAzima 2. Esto da como resultado una cascada de
generacién enzimatica de los componentes (partezimas) para mas enzimas (MNAzimas) y amplificacion de sefial
conjunta.

24.2. Activacion de MNAzima ligada capaz de escindir sustrato marcado con fluorescencia

Este ejemplo demuestra la primera etapa de la cascada de amplificacién de sefial como se ilustra en la Figura 25.
En esta etapa de iniciacion, la diana se une a partezimas, que estan libres en solucién y forma MNAzima activa 1. La
MNAzima 1 escinde su sustrato ligado, Subl, liberando de este modo componentes de partezima para MNAzima 2.
Una vez libres, estas partezimas hibridan con el facilitador de ensamblaje y forman MNAzima 2. Sub 2 — FQ
marcado de forma dual (especificamente SubBi-3-FB en este ejemplo), que esta libre en solucion, se escinde por
MNAzima 2 y se genera sefial fluorescente.

24.3. Oligonucledtidos de partezima

En las siguientes secuencias las bases subrayadas forman parte del nicleo catalitico de la MNAzima ensamblada,
las bases en negrita hibridan con la diana y las bases en cursiva hibridan con el sustrato. Las bases que estan tanto
en cursiva como subrayadas representan las secuencias de sustrato que estan acopladas a partezimas a ligar. La “-
P” indica fosforilacion del oligonucleétido y la “(Biotina)” indica biotinilacion del oligonucleétido. Las bases en
minuscula representan ARN y las bases en mayulscula representan ADN. Todas las secuencias indicadas a
continuacion se escriben de 5’ a 3.

Las partezimas de MNAzima 1 libres en solucion se disefiaron para unirse especificamente al exén 5 del gen de
RPLPO humano y las partezimas de MNAzima 2 ligada se disefiaron para hibridar con el facilitador de ensamblaje.

SEC ID N°: 147 Partezima A4 RO5A4/2-P:

CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT-P
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SEC ID N°: 148 Partezima B5 RO5B5/2-P:
TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTC -P

SEC ID N°: 138 Sustrato ligado 1/Partezima A4 RO4A4/3-5h:
(Biotina)AAAAAAAGGTTTCCTCgUCCCTGGGCAGCTGGTCATCCAGCAG ACAACGAGGTTGTGCTG

SEC ID N°: 139 Sustrato ligado 1/Partezima B5 RO4B5/3-3b:

CGGTTGGTGAGGCTAGCTGTGTTCGACAATGGCAAGGTTTCCTCguCCCTGG GCAAAAAAA(BIotina)

24.4. Sustrato indicador

El sustrato indicador (Sub 2; Figura 25) para este ejemplo es SubBi-3 con la secuencia, de 5’ a 3’, como sigue. En el
presente ejemplo, SubBi-3 se marco en sus extremos con un resto de 6-FAM en el extremo 5’ y un resto de BHQ1
en el extremo 3’y se designd SubBi-3-FB. La escision de SubBi-3-FB se controlé a 516 nm (longitud de onda de
emisiéon de FAM) con excitacion a 492 (longitud de onda de excitacion de FAM). Las bases en minUsculas
representan ARN y las bases en mayuUsculas representan ADN.

SEC ID N°: 31 SubBi-3-FB:

CAGCACAACCguCACCAACCG

24.5. Diana sintética y Secuencias facilitadoras

En las siguientes secuencias, “(Biotina)” indican biotinilacién del oligonucledtido.

SEC ID N°: 140 Facilitador de ensamblaje RO4/2-3b:
GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC-(Biotina)

SEC ID N°: 141 diana sintética RPLPO 5 (RO5):
GAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

24.6. Unidn de partezimas biotiniladas a placas de microtitulacion revestidas de estreptavidina

La union de partezimas biotiniladas y facilitador de ensamblaje se realizd a temperatura ambiente en un volumen de
reaccion total de 100 pl. La mezcla de union contenia partezima RO4A4/3-5b 200 nM, partezima RQ4B5/3-3b 200
nM vy facilitador de ensamblaje RO4/2-3b 200 nM en solucion de PBS Amressco (sin Ca+ ni Mg+). La mezcla de
unién (100 pl) se separd en alicuotas en cada pocillo de placas de microtitulacién revestidas con estreptavidina
(Roche Diagnostics). El tiempo de unién fue de 30 minutos, seguido de 3 lavados usando PBS, cada uno con 15
minutos de incubacién antes de la retirada por lavado.

24.7. Escision de MNAzima ligada y deteccién de sustrato marcado con fluorescencia escindido

La escision de sustrato marcado con fluorescencia, SubBi-3-FB se control6 de forma isotérmica a 55 °C durante 4
minutos en el fluorimetro FluoStar Optima (BMG LabTech) en un volumen total de reaccion de 100 ul. Las
reacciones contenian partezima RO5A4/2-P 200 nM, partezima RO5B5/2-P 200 nM, sustrato SubBi-3-FB 200 nM,
MgClz 25 mM, Tampén de PCR Il 1x (Applied Biosystems) y diana RO5 sintética 200 nM. Se us6 agua sin nucleasa
en lugar de diana RO5 sintética para los controles “sin diana”. La reaccioén se inicié con adicién del sustrato SubBi-3-
FB.

24.8. Resultados: Cambio en el nivel de fluorescencia en presencia de diana RO5 frente a control “sin diana”.

Hay un aumento de la fluorescencia en presencia de la diana RO5 en comparacion con reacciones que carecen de
diana (control de agua). El cambio de fluorescencia después de 4 minutos fue de aproximadamente 36.000 unidades
en presencia de diana, en comparacién con < 1.000 unidades para el control sin diana. Esto demuestra la capacidad
de MNAzima 1 (compuesta de partezimas RO5A4/2-P y RO5B5/2-P) para escindir el sustrato ligado y liberar las
partezimas que componen MNAzima 2. Ademas, demuestra que una vez liberada, la partezima puede formar un
complejo de MNAzima activa con el facilitador de ensamblaje que es capaz de escision de sustrato que conduce a
generacion de sefial.

Ejemplo 25: Diferenciacion directa entre citosinas metiladas y citosinas en ADN.

El uso de una rama estabilizadora con una partezima que tiene ramas sensoras truncadas se us6 para demostrar la
capacidad de las MNAzimas para detectar polimorfismos de nucleétido sencillo (SNP) presentes en facilitadores de
ensamblaje de diana (ejemplo 22). En la condicion experimental usada en ese ejemplo, se us6 una rama sensora de
cinco bases como una sonda para SNP a 55 °C, bastante por encima de su temperatura de fusion esperada. Los
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sistemas con ramas estabilizadoras, y partezimas que tienen ramas sensoras truncadas, son muy sensibles a
pequefios cambios en la diana. Esta estrategia de deteccién puede extenderse adicionalmente para diferenciar
directamente entre dianas, que estan metiladas o no metiladas en restos de citosinas especificos, sin la necesidad
de modificacion con bisulfito anterior (véase ejemplo 11).

La presencia de 5-metilcitosina o 5-metilcitosinas aumenta la temperatura de fusion del ADN en 1,3 °C por base
metilada, en relacién con citosina o citosinas no metiladas. Por lo tanto, una partezima con, por ejemplo, una rama
sensora de cinco nucleétidos de largo seria capaz de unirse a una diana que contenga tres 5-metilcitosinas a una
temperatura casi 4 °C mayor que a la que seria capaz de unirse a una diana no metilada de la misma secuencia.

Cuando las partezimas, una rama estabilizadora y un sustrato se incuban a una temperatura, que es adecuada para
hibridacion y formacion de MNAzima en presencia de una diana metilada, pero que es demasiado alta para la
formacion de MNAzima en presencia de una diana no metilada, se generaria una sefial solamente en presencia de
la diana metilada.

Esto proporciona una nueva estrategia para analisis de patrones de metilacion que puede proporcionar un
procedimiento para deteccion de bases de metilacion como marcadores de cancer y otras enfermedades.

Ejemplo 26: Uso de MNAzimas para inducir un cambio de color en respuesta a una diana

Una estrategia para usar MNAzimas en formato colorimétrico se ilustra en la Figura 24. En este enfoque, un sustrato
de MNAzima se incorporaria en un oligonucledtido puente. El oligonucleétido puente tiene complementariedad con
oligonucledtidos unidos a particulas de oro. Si no estuviera presente el facilitador de ensamblaje, el oligonucleétido
puente permaneceria intacto y las particulas de oro se agregarian haciendo la reaccién azul. Si un facilitador de
ensamblaje, por ejemplo un &acido nucleico diana, estuviera presente entonces las MNAzimas activas se
ensamblarian a partir de partezimas presentes en solucion y escindirian el sustrato (y por lo tanto el oligonucleétido
puente). Esto conduciria a la dispersion de los agregados de particulas de oro que a su vez provocarian un cambio
de color de azul a rojo.

La estrategia de MNAzima proporciona un sistema que incorpora varios componentes genéricos y, como tal,
proporciona un procedimiento que puede adaptarse facilmente para cualquier nueva diana. Esto proporciona una
ventaja sobre otros sistemas que usan ADNzimas y particulas de oro que requieren con moléculas mas complejas.

En esta esta estrategia de MNAzima, el sustrato de MNAzima y las particulas de oro con oligonucleétidos unidos
podrian ser genéricos y usarse para analisis de cualquier diana de &cido nucleico. Nuevos sistemas analiticos
requeririan solamente la sintesis de nuevas partezimas con ramas sensoras complementarias a la nueva diana.
Ademas, la reaccion colorimétrica también puede usarse junto con sistemas de MNAzimas sensibles a activacion
por acidos nucleicos, proteinas u otras dianas.
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<110> Johnson & Johnson Research Pty Limited

<120> Enzimas de acido nucleico multicomponentes y procedimientos para su uso

<130> 774711C
<160> 176

<170> Patentln version 3.2

<210>1

<211> 32
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 1
gctgatcatc cagcacggtc gaaatagtga gt

<210> 2
<211>33
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 2
gctgatcatc cagcagceggt cgaaatagtg agt

<210> 3

<211> 33
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 3
catctcttct ccgtcgaagt gttcgacaat gge

<210> 4
<211>28
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 4

catctetict ceggtattcg acaatgge 28

<210>5

<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 5
catctcttct ccgagegtgt tcgacaatgg ¢

<210> 6

<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (10)..(10)

<400> 6
actcactata ggaagagatg 20

32

33

33

31
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<210>7

<211> 32
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 7
gctggtecate cagcacggtc taaatagtga gt 32

<210> 8

<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 8
gccattgtcg aacacctget ggatgaccag ¢ 31

<210>9

<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 9
cgaccattag gtcgtccaca agcetgttace g 31

<210> 10
<211> 28
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 10
tacctgcact acggtcgaaa tagtgagt 28

<210> 11
<211> 27
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 11
catctctict ccgagetaag cacttta 27

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 12
taaagtgctt atagtgcagg ta 22

<210> 13
<211> 24
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 13
caaagtgctt acagtgcagg tagt 24

<210> 14
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 14
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aaagtgctgt tcgtgecaggt ag 22

<210> 15
<211> 24
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 15
aaaagtgctt acagtgcagg tage 24

<210> 16
<211>21
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 16
taaagtgctg acagtgcaga t 21

<210> 17
<211> 42
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 17
caaacgagtc ctggccttgt ccgecacaacg agaggaaacc tt

<210> 18
<211> 42
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 18
tgcccaggga ggctagetge ggtggagacg gattacacct tc

<210> 19
<211> 40
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 19
caaacgagtc ctggecttat ctacaacgag aggaaacctt

<210> 20
<211> 39
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 20
tgcccaggga gactagetgt ggagacggat tacaccttc

<210> 21
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> ARN

<222>(12)..(13)

<400> 21

aaggatttcct cguccetggg ca 22

<210> 22
<211> 43
<212> ADN

40

39
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<213> Sintético

<400> 22
gaaggtgtaa tccgtctcca cagacaaggce caggactcgt ttg 43

<210> 23
<211>19
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 23
caagactgga gacaaagtg 19

<210> 24
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 24
gcagagtttc ctctgtgata 20

<210> 25
<211> 18
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 25
acgtgacgct aaagtgct 18

<210> 26
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 26
cgtccgaatg acgtacetge ac 22

<210> 27
<211> 18
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 27
cgaatgacgt acctgcac 18

<210> 28
<211> 22
<212> ARN
<213> Sintético

<400> 28
uaaagugcuu auagugcagg ua 22

<210> 29
<211> 39
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (39)..(39)

<400> 29
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caaacgagtc ctggecttgt ctacaacgag gttgtgetg

<210> 30
<211> 39
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (39)..(39)

<400> 30
cggttgatga ggctagcetgt ggagacggat tacaccttc

<210> 31
<211>21
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (11)..(12)

<400> 31
cagcacaacc gucaccaacc g 21

<210> 32
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 32
cattctatca tcaacgggta 20

<210> 33
<211> 18
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 33
caaaggcaga tggatcag 18

<210> 34
<211> 29
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 34
tacctgcact aacaacgaga ggaaacctt 29

<210> 35
<211> 28
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 35
tgcccaggga ggctagetaa geacttta 28

<210> 36
<211>21
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

39

39
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<221> ARN
<222>(11)..(12)

<400> 36

cagcacaacc gucaccaacc g

<210> 37
<211>33
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222>(33) .. (33)

<400> 37

ES 2370910 T3

gaccgtgagg tagtaacaac gagaggaaac ctt 33

<210> 38
<211> 33
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (33)..(33)

<400> 38

tgcccaggga gactagetgg tigtatagtt gte

<210> 39
<211> 22
<212> ARN
<213> Sintético

<400> 39

ugagguagua gguuguauag uu

<210> 40
<211> 24
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 40

agcgaagctg agacaactat acaa

<210> 41
<211> 19
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 41
cgacgtgacc gtgaggtag

<210> 42
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 42
catggcacaa gcgaagctga

<210> 43
<211> 33

33

22

24
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65

<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (33)..(33)

<400> 43
gcccecgect ccaactacaa cgaggtigtg ctg

<210> 44
<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (31)..(31)

<400> 44
cggttggtga ggctagecaac gecegeacct ¢

<210> 45
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 45
gttggttacg gtcgeggtte 20

<210> 46
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 46
ccgaccgtaa ctattcgata cg 22

<210> 47

<400> 47
000

<210> 48
<400> 48
000

<210> 49
<400> 49
000

<210> 50
<400> 50
000

<210> 51
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (37)..(37)

<400> 51

ES 2370910 T3
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agatcaagat cattgctcca caacgagagg aaacctt 37

<210> 52
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (36)..(36)

<400> 52
tgcccaggga ggctagettc ctgagegeaa gtacte 36

<210>53
<400> 53
000

<210> 54
<400> 54
000

<210> 55
<211> 38
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (38)..(38)

<400> 55
agttcaaatc tgtactgcac cacaacgaga ggegtgat 38

<210> 56
<211> 38
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (38)..(38)

<400> 56
ctgggaggaa ggctagcetet ggaggtggat tectttgg 38

<210> 57
<211> 42
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (42)..(42)

<400> 57
actgaataga aatagtgata gatacaacga gtgccatgtt aa 42

<210> 58
<211> 41
<212> ADN
<213> Sintético
<220>

96



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<221> Fosforilacion
<222> (41)..(41)

<400> 58

ES 2370910 T3

tatcacagcc aaggctagct ccattectat gactgtagat t

<210> 59
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético
<220>

<221> ARN
<222> (12)..(13)

<400> 59
aaggtttcct cguccctggg ca

<210> 60
<211> 21
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222>(11)..(12)

<400> 60
cagcacaacc gucaccaacc g

<210> 61
<211>21
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (11)..(12)

<400> 61
atcacgcectc gutccteeca g

<210> 62
<211> 25
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (13)..(14)

<400> 62
ttaacatggc acgutggctg tgata

<210> 63
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 63
cattgccgac aggatgcaga

<210> 64
<211>18
<212> ADN

22

21

21

25

20
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<213> Sintético

<400> 64
gagccgcecga tccacacg 18

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 65
cactcagcca ctggatttaa 20

<210> 66
<211>19
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 66
gcgcegtcttt getttattc 19

<210> 67
<211>21
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 67
ctttgctgac ctgetggatt a 21

<210> 68
<211>21
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 68
cctgttgact ggtcattaca a 21

<210> 69
<211> 38
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (38) .. (38)

<400> 69
agatcaagat cattgctcca caacgagtgce catgttaa

<210> 70
<211> 38
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (38)..(39)

<400> 70
tatcacagcc aaggctagct tcctgagege aagtactc

<210>71
<211> 39

38

38
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<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (39)..(39)

<400> 71
caaacgagtc ctggccttgt ctacaacgag tgcgcecatg 39

<210> 72
<211> 41
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (41)..(41)

<400> 72
tacttctcce aaggctagcet gtggagacgg attacacctt ¢ 41

<210> 73
<400> 73
000

<210>74
<400> 74
000

<210> 75
<211> 41
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (41)..(41)

<400> 75
actgaataga aatagtgata gatacaacga gaggaaacct t 41

<210> 76
<211> 39
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (39)..(39)

<400> 76
tgceccaggga ggctagctce attcctatga ctgtagatt 39

<210> 77
<211> 33
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (33)..(33)

<400> 77
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gctggtcate cagcagacaa cgaggttgtg ctg 33

<210> 78
<211>33
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (33)..(33)

<400> 78
cggttggtga ggctagcetgt gttcgacaat gge

<210> 79
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (12)..(13)

<400> 79
aaggtttcct cguccetggg ca 22

<210> 80
<400> 80
000

<210> 81
<400> 81
000

<210> 82
<400> 82
000

<210> 83
<211> 23
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222>(11)..(12)

<400> 83
catggcgcac gutgggagaa gta 23

<210> 84
<211> 19
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 84
caagactgga gacaaagtg 19

<210> 85
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 85

33
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gcagagtttc ctctgtgata 20

<210> 86
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (37)..(37)

<400> 86
ggttgtcgtc agetegtgta caacgagagg aaacctt

<210> 87
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (37)..(37)

<400> 87
tgcccaggga ggctagetcg tgagatgttg ggttaag

<210> 88
<211>18
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 88
tggtgcatgg ttgtegte 18

<210> 89
<211>17
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 89
ttgcgetegt tgcggga 17

<210> 90
<211> 38
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (38) .. (38)

<400> 90
gaagaggcca ataaaggaga gacaacgaga ggcegtgat

<210>91
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (37)..(37)

37

37
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<400> 91
ctgggaggaa ggctagctaa caccagcttyg ttacacc

<210> 92
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 92
cagggtcatc cattccatge ag 22

<210> 93
<211> 20
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 93
gctagtacca gttgagecag 20

<210> 94
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 94
gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210> 95
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 95
gggctggtca tccagcagta caacaagagg aaacctt

<210> 96
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 96
gggctggtca tccagcagtt caacgagagg aaacctt

<210> 97
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 97
gggctggtca tccageagta catcgagagg aaacctt

<210> 98
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 98
gggctggtca tccageagta ctacgagagyg aaacctt

<210> 99
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

37

37

37

37

37

37
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<400> 99
tgceccaggga ggctagegtg ttcgacaatg gcagea

<210> 100
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 100
tgcccaggga gactagagtg ttcgacaatg gecagea

<210> 101
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 101
tgcccaggga ggccagegtg ticgacaatg gecagea

<210> 102
<211> 40
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 102

atgctgccat tgtcgaacac ctgetggatg accagcccaa

<210> 103
<211>59
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 103

36

36

36

40

aacgtacact gcacgceggtc gaaatagtga gtacctgggg gagtattgeg gaggaaggt

<210> 104
<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 104

catctcttct ccgagegtet gtacegtgta 31

<210> 105
<211> 30
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 105

gtacacggta cagaccgtgc agtgtacgtt 30

<210> 106
<211> 17
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 106
ccaggtactc actattt 17

<210> 107
<211> 41
<212> ADN

103
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<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (41)..(41)

<400> 107
caaacgagtc ctggccttgt cttacaacga gaggaaacct t

<210> 108
<211> 28
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (28) .. (28)

<400> 108
tgcccaggga ggcetagegtg gagacgga 28

<210> 109
<211>28
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (28)..(28)

<400> 109
tgcccaggga ggctagegte gagacgga 28

<210> 110
<211>18
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 110
agcagccaca aaggcaga 18

<210> 111
<400> 111
000

<210> 112
<211> 34
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (34)..(34)

<400> 112
tgcccaggga ggctagetgt ggagacggat taca

<210> 113
<400> 113
000

<210> 114
<211> 33
<212> ADN

34

104

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2370910 T3

<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (33) .. (33)

<400> 114
tgcccaggga ggctagegtg gagacggatt aca 33

<210> 115
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (37)..(37)

<400> 115
caaacgagtc ctggectigt ctacgagagg aaacctt

<210> 116
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (37)..(37)

<400> 116
tgcccaggga gactagetac agtggagacg gattaca

<210> 117
<211> 39
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (39)..(39)

<400> 117
caaacgagtc ctggecttgt ctcaacgaga ggaaacctt

<210> 118
<211> 35
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (35)..(35)

<400> 118
tgceccaggga ggctagcetag tggagacgga ttaca

<210> 119
<211> 42
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (42)..(42)

37

37

39

35
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<400> 119
caaacgagtc ctggcecttgt ctctacaacg agaggaaacc tt

<210> 120
<211> 32
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (32)..(32)

<400> 120
tgcecaggga gygctaggtgg agacggatta ca 32

<210> 121
<211> 43
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (43)..(43)

<400> 121
caaacgagtc ctggecttgt ctgctacaac gagaggaaac ctt

<210> 122
<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (31)..(31)

<400> 122
tgceccaggga ggctagtgga gacggattac a 31

<210> 123
<211>19
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 123
gctacccaac tgttgcate 19

<210> 124
<211>78
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 124

42

43

aacgtacact geacgeggte gaaatagtga gtgeggicegg cteggggeat tottagegtt B0

ttgeecegag cegacege 78

<210> 125
<211>28
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 125
106
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tgcccegage cgacegaact cactattt 28

<210> 126
<211> 38
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (38) .. (38)

<400> 126
actggatgtc catctgtctg acaacgagag gaaacctt 38

<210> 127
<211> 23
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (23)..(23)

<400> 127
tgcccaggga ggctagetta tac 23

<210> 128
<211> 15
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (15)..(15)

<400> 128
cttcgtgagg gtgag 15

<210> 129
<211> 52
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 129
tgccecctea cectcacgaa ggtatacaga cagatggaca tccagttggt ga

<210> 130
<211>52
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 130
tgccccctca coctcacgaa ggcatacaga cagatggaca tecagttggt ga

<210> 131
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>

<221> Fosforilacién
<222> (37)..(37)

107
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<400> 131
gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210> 132
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (36)..(36)

<400> 132
tgcccaggga gactagegty ttcgacaatg gecagea

<210> 133
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (25)..(25)

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (37)..(37)

<400> 133
gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210> 134
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (20)..(20)

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (37)..(37)

<400> 134
gggctggtca tccagcagta caacgagagg aaacctt

<210> 135
<211> 37
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (19)..(26)

<400> 135
gggctggtca tccagcagua caacgagagg aaacctt

<210> 136
<211> 36
<212> ADN
<213> Sintético

37

36

37

37

37
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<220>
<221> ARN
<222>(11)..(17)

<400> 136
tgceccaggga ggcuagegtg ttcgacaatg gecagcea 36

<210> 137
<400> 137
000

<210> 138
<211>61
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Biotina
<222>(1)..(1)

<220>
<221> ARN
<222> (18)..(19)

<400> 138

aaaaaaaagg tttecteguc cotgggeage tggtcatcca gecagacaacg aggttgtact g

<210> 139
<211> 61
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (45)..(46)

<220>
<221> Biotina
<222> (61)..(61)

<400> 139

cggttggtga ggctagcetgt gttcgacaat ggcaaggttt cctcguccect gggcaaaaaa a

<210> 140
<211> 31
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Biotina
<222>(31)..(31)

<400> 140
gccattgtcg aacacctgct ggatgaccag ¢ 31

<210> 141
<211> 43
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 141
gaaggtgtaa tccgtctcca cagacaaggce caggactcgt ttg 43
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<210> 142
<211>28
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 142
tgagctacag tcggtcgaaa tagtgagt 28

<210> 143
<211> 27
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 143
catctcttct ccgagegcett catetea 27

<210> 144
<211> 42
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 144
ggcactaacg tgcctgagct acagtcggtc gaaatagtga gt

<210> 145
<211> 41
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 145
catctcttct ccgagegctt catctcacga cgataacgte g

<210> 146
<211> 22
<212> ADN
<213> Sintético

<400> 146
tgagatgaag cactgtagct ca 22

<210> 147
<211> 40
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacion
<222> (40)..(40)

<400> 147
caaacgagtc ctggecttat ctacaacgag aggaaacctt

<210> 148
<211> 39
<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> Fosforilacién
<222> (39)..(39)

<400> 148
tgcccaggga gactagetgt ggagacggat tacaccttc

42

41

40

39

110



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2370910 T3

<210> 149
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<2225 (2)..(2)

<400> 149
tacaacga 8

<210> 150
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 150
cggtcgaa 8

<210> 151
<211>7

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 151
acaacga 7

<210> 152
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 152
tacaacga 8

<210> 153
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<220>
<221> ARN
<222> (7)..(7)

<400> 153
tacaacga 8

<210> 154
<400> 154
000

<210> 155
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 155
tacaacaa 8

<210> 156
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético
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<400> 156
ttcaacga

<210> 157
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 157
tacatcga

<210> 158
<400> 158
000

<210> 159
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 159
tactacga

<210> 160
<400> 160
000

<210> 161
<211>6

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 161
caacga

<210> 162
<400> 162
000

<210> 163
<400> 163
000

<210> 164
<400> 164
000

<210> 165
<400> 165
000

<210> 166
<211>6

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 166

8

6

ccgage 6

<210> 167
<211>8

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 167
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ggctagcet 8

<210> 168
<211>7

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 168
ggctage 7

<210> 169
<211>7

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 169
ggctaga 7

<210> 170
<211>7

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 170
ggccagce 7

<210> 171
<400> 171
000

<210> 172
<211>9

<212> ADN
<213> Sintético

<400> 172
ggctageta 9
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende al menos dos o mas componentes oligonucleotidicos en la que al menos un
primer componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia
de un facilitador de ensamblaje de MNAzima para formar una enzima de acido nucleico multicomponente (MNAzima)
cataliticamente activa, en la que cada uno de dichos al menos primer y dicho segundo componentes
oligonucleotidicos comprende una parte de rama se sustrato, una parte de nicleo catalitico y una parte de rama
sensora;

en la que tras el autoensamblaje, la parte de rama sensora de dichos primer y segundo componentes
oligonucleotidicos actian como ramas sensoras de la MNAzima, la parte de rama de sustrato del primer y segundo
componentes oligonucleotidicos actian como ramas de sustrato de la MNAzima, y el nacleo catalitico del primer y
segundo componentes oligonucleotidicos actia como un nucleo catalitico de la MNAzima;

y en la que las ramas sensoras de la MNAzima interaccionan con dicho facilitador de ensamblaje de MNAzima para
mantener el primer y segundo componentes oligonucleotidicos en proximidad para asociacion de sus respectivas
partes de nucleo catalitico para formar el ndcleo catalitico de la MNAzima, siendo capaz dicho nucleo catalitico de
modificar al menos un sustrato y en la que dichas ramas de sustrato de dicha MNAzima interaccionan con un
sustrato de modo que dicho nucleo catalitico de dicha MNAzima puede modificar dicho sustrato.

2. La composicién de la reivindicacion 1 en la que al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos,
facilitador de ensamblaje o sustrato estan comprendidos por ADN o un anélogo del mismo.

3. La composicién de la reivindicacién 1 o 2 en la que dicho facilitador de ensamblaje es una diana a identificar,
detectar o cuantificar.

4. La composicion de la reivindicacion 3 en la que dicha diana es un acido nucleico.

5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende adicionalmente al menos un tercer
componente oligonucleotidico que actta para estabilizar al menos una de dichas partes de rama de sustrato o partes
de rama sensora.

6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 en la que al menos uno de dicho facilitador de
ensamblaje, dichos componentes oligonucleotidicos o sustrato o una combinacién de los mismos esta comprendido
por mas de una molécula.

7. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que las partes de nucleo catalitico del primer
componente oligonucleotidico se seleccionan del grupo que comprende SEC ID N°: 149 - 153, 155 - 157, 159y 161
y las partes del nicleo catalitico del segundo componente oligonucleotidico se seleccionan del grupo que
comprende SEC ID N°: 166 - 170 y 172.

8. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en la que al menos uno de dichos componentes
oligonucleotidicos o faciltador de ensamblaje o sustrato o una combinacion de los mismos comprende
adicionalmente al menos un aptamero o parte del mismo.

9. La composicion de la reivindicacion 8 en la que dichos aptameros o parte de los mismos estan comprendidos por
al menos uno de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina o un derivado o combinacién de los mismos.

10. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 que comprende adicionalmente un inhibidor de
dicho autoensamblaje de dicha MNAzima.

11. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en la que al menos uno de dicho primer o
segundo componentes oligonucleotidicos o dicho facilitador de ensamblaje o dicho sustrato comprende
adicionalmente al menos una parte de secuencia autocomplementaria capaz de formar una estructura en horquilla.

12. La composicion de la reivindicacion 11 en la que dicha estructura en horquilla inhibe el autoensamblaje de dicha
MNAzima.

13. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-12 en la que dicho facilitador de ensamblaje es un
acido nucleico o una proteina.

14. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en la que dicho sustrato comprende
adicionalmente al menos una nanoparticula o microparticula o combinacion de las mismas.

15. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en la que dicho sustrato comprende una parte
detectable y una parte interruptora, en la que tras la modificacion de dicho sustrato por dicha MNAzima un efecto
detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.

16. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-15 en la que dicha modificacion de dicho sustrato
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por dicha MNAzima proporciona un efecto detectable.

17. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16 en la que dicha modificacién de dicho sustrato se
selecciona del grupo que comprende escision, ligacién, metalacion de porfirina, formacion de enlaces carbono-
carbono, enlaces éster o enlaces amida o cualquier combinacién de los mismos.

18. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17 en la que al menos uno de dichos componentes
oligonucleotidicos, dicho facilitador de ensamblaje, dicho sustrato o dicho inhibidor se selecciona del grupo que
comprende ADN, ARN, analogos de acidos nucleicos, acidos péptido nucleicos, acidos nucleicos bloqueados,
quimeras de &cido nucleico-péptido o una combinacion de los mismos.

19. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1-18 en la que dichos facilitador de ensamblaje y dicho
sustrato son acidos nucleicos que son completamente o parcialmente complementarios a al menos parte de dicho
primer o segundo componente oligonucleotidicos.

20. La composiciéon de una cualquiera de las reivindicaciones 1-19 que comprende adicionalmente al menos un
tercer componente oligonucleotidico y un cuarto componente oligonucleotidico que se autoensamblan en presencia
de al menos un facilitador de ensamblaje adicional para formar al menos una MNAzima cataliticamente activa
adicional, en la que cada uno de dichos al menos tercer y cuarto componentes oligonucleotidicos comprenden una
pare de rama de sustrato, una parte de nucleo catalitico y una parte de rama sensora;

en la que tras el autoensamblaje de al menos un tercer componente oligonucleotidico y un cuarto componente
oligonucleotidico, la parte de rama sensora de dicho al menos tercer y dicho al menos cuarto componentes
oligonucleotidicos forman ramas sensoras de dicha al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional, la parte
de rama de sustrato de dicho al menos tercer y dicho al menos cuarto componentes oligonucleotidicos forman ramas
de sustrato de dicha al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional y la parte de nucleo catalitico de dicho
al menos tercer y dicho al menos cuarto componentes oligonucleotidicos forman un nucleo catalitico de dicha al
menos una MNAzima cataliticamente activa adicional;

y en la que las ramas sensoras de dicha al menos una MNAzima adicional interaccionan con dicho al menos un
facilitador de ensamblaje adicional para mantener dicho al menos tercer y dicho al menos cuarto componente
oligonucleotidico en proximidad para asociacion de sus partes de nicleo catalitico respectivas para formar el nacleo
catalitico de dicha al menos una MNAzima adicional, siendo dichos nulcleos cataliticos capaces de actuar en al
menos un sustrato adicional y en la que las ramas de sustrato de dicha al menos una MNAzima adicional se une con
al menos un sustrato adicional de modo que el nucleo catalitico de dicha al menos una MNAzima adicional puede
actuar en dicho al menos un sustrato adicional.

21. La composicion de la reivindicacion 20 en la que cada uno de los sustratos adicionales es la mismo, diferente o
una combinacion de los mismos.

22. Un procedimiento para detectar la presencia de al menos un facilitador de ensamblaje que comprende:

(a) proporcionar dos 0 mas componentes oligonucleotidicos, en los que al menos un primer componente
oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia de al menos un
primer facilitador de ensamblaje para formar al menos una primera enzima de acido nucleico multicomponente
(MNAzima) cataliticamente activa;

(b) proporcionar al menos un primer sustrato, siendo capaz dicho primer sustrato de modificarse por dicha
primera MNAzima, proporcionando dicha modificacién de dicho sustrato por dicha MNAzima un efecto
detectable;

(c) poner en contacto dichos dos 0 mas componentes oligonucleotidicos con una muestra que potencialmente
contiene dicho al menos primer facilitador de ensamblaje en condiciones que permiten:

(1) el autoensamblaje de dicha al menos primera MNAzima y
(2) la actividad catalitica de dicha al menos primera MNAzima; y

(d) detectar dicho efecto detectable, detectando de este modo la presencia de dicho al menos un facilitador de
ensamblaje.

23. El procedimiento de la reivindicacion 22 en el que al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos,
facilitador de ensamblaje o sustrato esta comprendido por ADN o un analogo del mismo.

24. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-23 en el que al menos uno de dicho facilitador de
ensamblaje, dicho primer o segundo componentes oligonucleotidicos o sustrato o combinacién de los mismos esta
comprendido por mas de una molécula.

25. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 23-24 en el que dicho facilitador de ensamblaje es un
acido nucleico o una proteina.

26. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-25 que comprende adicionalmente proporcionar al
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menos un tercer y cuarto componente oligonucleotidico, en el que dicho al menos tercer y al menos cuarto
componente oligonucleotidico es capaz de autoensamblarse en presencia de al menos un facilitador de ensamblaje
adicional para formar al menos una MNAzima cataliticamente activa adicional y

en el que al menos un sustrato adicional estd presente en la muestra, siendo capaz dicho sustrato adicional de
modificarse solamente por la MNAzima adicional, proporcionando dicha modificacion un efecto detectable adicional.

27. El procedimiento de la reivindicacion 26 en el que dicho un sustrato adicional se une a al menos un soporte
insoluble de modo que se produce un efecto detectable cuando el sustrato se modifica por su MNAzima respectiva.

28. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 27 en el que al menos un de dichos primer y
segundo componentes oligonucleotidicos comprende adicionalmente al menos un aptamero; y en el que dichas
condiciones permiten

(1) unién de dicho facilitador de ensamblaje con dicho al menos un aptamero y
(2) modificaciones cataliticas de dicho sustrato por dicha MNAzima; y

determinar la presencia de la modificacion catalitica de la MNAzima, siendo la presencia de la modificacion catalitica
indicativa de la presencia de dicho facilitador de ensamblaje.

29. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-28 que comprende adicionalmente proporcionar al
menos un primer inhibidor que es capaz de inhibir dicho autoensamblaje de dicha MNAzima cataliticamente activa
en ausencia de dicho facilitador de ensamblaje.

30. El procedimiento de la reivindicacién 29 en el que al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos,
facilitador de ensamblaje o aptdmero comprende adicionalmente dicho inhibidor.

31. El procedimiento de la reivindicacion 30 en el que dicha inhibicion de autoensamblaje de dicha MNAzima
cataliticamente activa se retira tras el contacto de dicho aptamero con dicho facilitador de ensamblaje.

32. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 29-31 en el que dicho inhibidor es capaz de unirse al
menos a uno de dicho aptamero o parte del mismo.

33. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-32 en el que dicho efecto detectable se mide
cuantitativa o cualitativamente.

34. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-33 en el que el facilitador de ensamblaje es una
variante de secuencia de acido nucleico o un &cido nucleico metilado.

35. El procedimiento de la reivindicacion 34 en el que la variante de secuencia se selecciona del grupo que
comprende polimorfismos de nucle6tido sencillo, polimorfismos de mudltiples nucleétidos, inserciones, deleciones,
duplicaciones, translocaciones, variantes de secuencia de desplazamiento de fase, variantes de secuencia sin
sentido o cualquier combinacion de los mismos.

36. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-35 en el que uno o ambos de dicho primer
componente oligonucleotidico y dicho segundo componente oligonucleotidico estan comprendidos por mas de una
molécula.

37. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 34 o0 35 que comprende adicionalmente una etapa de
amplificar dicha variante de secuencia de acido nucleico.

38. El procedimiento de la reivindicacion 37 que comprende adicionalmente la determinacion de la presencia de
dicha variante de secuencia de acido nucleico durante o después de dicha amplificacion.

39. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 34 o 35 en el que la ausencia de la actividad catalitica
es indicativa de la presencia de dicha variante de secuencia.

40. El procedimiento para detectar un &cido nucleico metilado de la reivindicacion 34 en el que dichas condiciones
comprenden adicionalmente una temperatura que facilita la hibridacién de dicha MNAzima con dicho acido nucleico
metilado pero no con acido nucleico no metilado.

41. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-38 o 40 que comprende adicionalmente amplificar
el efecto detectable mediante el uso de una cascada de amplificacion de efecto detectable.

42. El procedimiento de la reivindicacion 41 en el que la cascada de amplificacion de efecto detectable comprende
una o mas de una cascada de ribozima/ligasa, una cascada de enzima de acido nucleico circular, una cascada de
enzima proteica o una 0 mas enzimas unidas a un soporte o cualquier combinacién de las mismas.

43. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-42 que comprende adicionalmente proporcionar
un soporte insoluble que tiene al menos uno de dicho sustrato o dicho primer o segundo componentes
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oligonucleotidicos, o dicho inhibidor, o dicho facilitador de ensamblaje, 0 una combinacién de los mismos unida al
mismo.

44. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-38 o0 39-43 en el que dicho efecto detectable se
detecta por espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmén superficial, espectroscopia de masas, RMN,
resonancia de spin electronico, espectroscopia de fluorescencia de polarizacién, dicroismo circular, inmunoensayo,
cromatografia, radiometria, fotometria, gammagrafia, procedimientos electrénicos, espectroscopia de UV, luz visible
o infrarrojos, procedimientos enzimaticos o cualquier combinacién de los mismos.

45. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-44 en el que dicho sustrato comprende una parte
detectable y una parte interruptora, en el que tras la modificacidon de dicho sustrato por dicha MNAzima, un efecto
detectable proporcionado por dicha parte detectable aumenta o se reduce.

46. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 22-45 en el que dicha modificacion se selecciona del
grupo que comprende escision, ligacion, instalacion de porfirina, formaciéon de enlaces carbono-carbono, enlaces
éster o enlaces amida.

47. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26-46 en el que dicho al menos un efecto detectable
adicional es detectable de forma independiente.

48. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26-46 en el que cada uno de los sustratos adicionales
son el mismo, diferentes o una combinacion de los mismos.

49. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 26-46 en el que al menos uno de cada sustrato
adicional se une a un soporte insoluble de modo que solamente una de una parte detectable y una parte interruptora
del sustrato adicional permanece unida al soporte cuando dicho sustrato adicional se modifica por dicha MNAzima
adicional.

50. El procedimiento de la reivindicacion 22 que comprende adicionalmente proporcionar un soporte insoluble que
tiene al menos dicho primer sustrato unido al mismo, dicho primer sustrato es capaz de modificarse por dicha
MNAzima, en el que dicho primer sustrato comprende adicionalmente al menos una tercera molécula que
comprende al menos una primera enzima cataliticamente activa que se libera tras la modificacion de dicho primer
sustrato por dicha primera MNAzima.

51. El procedimiento de la reivindicacion 50 que comprende adicionalmente proporcionar un soporte insoluble que
tiene al menos un segundo sustrato unido al mismo, dicho segundo sustrato escindible por dicha primera enzima
cataliticamente activa comprendiendo dicho segundo sustrato al menos una cuarta molécula que comprende al
menos un resto detectable que se libera a través de la modificacion de dicho segundo sustrato por dicha primer
enzima;y

(a) en el que dicha primera enzima cataliticamente activa modifica una pluralidad de dicho segundo sustrato
liberando de este modo una pluralidad de restos detectables

(b) en el que dichos restos detectables son detectables después de modificacion de dicho segundo sustrato por
dicha primera enzima cataliticamente activa y;

(c) en el que la deteccion de dichos restos detectables es indicativa de la presencia de dicho facilitador de
ensamblaje.

52. El procedimiento de la reivindicacién 51 en el que dichos restos detectables comprenden adicionalmente una
segunda enzima cataliticamente activa adicional capaz de modificar dicho primer sustrato liberando de este modo
enzima cataliticamente activa adicional.

53. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 50 a 52 en el que al menos una de dicha primera o
dicha segunda enzimas cataliticamente activas se selecciona del grupo que comprende MNAzimas, ADNzimas,
ribozimas, enzimas hidroliticas, endonucleasas de restriccién, exonucleasas, proteasas, proteinasas, hidrolasas,
liticasas, peptidasas, dipeptidasas, esterasas, caspasas, catepsinas, desulfhidrasas, amidasas, glucosidasas.

54. Un procedimiento para preparar una pluralidad de enzimas de &cido nucleico multicomponentes (MNAzimas) que
reconocen cada una al menos un facilitador de ensamblaje y modifican un sustrato, comprendiendo el
procedimiento:

(a) proporcionar una pluralidad de facilitadores de ensamblaje a identificar, detectar o cuantificar,

(b) disefiar dos o mas componentes oligonucleotidicos en los que al menos un primer componente
oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se autoensamblan en presencia de un facilitador
de ensamblaje para formar una enzima de acido nucleico multicomponente (MNAzima) cataliticamente activa,
en que cada uno de los al menos primer y segundo componentes oligonucleotidicos comprende una parte de
rama de sustrato, una parte de nlcleo catalitico y una parte de rama sensora, en el que tras el autoensamblaje,
la parte de rama sensora del primer y segundo componentes oligonucleotidicos forman ramas sensoras de la
MNAzima, la parte de rama de sustrato del primer y segundo componentes oligonucleotidicos forman ramas de
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sustrato de la MNAzima y la parte del nucleo catalitico del primer y segundo componentes oligonucleotidicos
forman un nudcleo catalitico de la MNAzima;

y en el que las ramas sensoras de la MNAzima interaccionan con un facilitador de ensamblaje de modo que
mantienen el primer y segundo componentes oligonucleotidicos en proximidad para asociacion de sus partes
de nucleo catalitico respectivas para formar el ndcleo catalitico de la MNAzima, dicho nucleo catalitico capaz
de actuar en al menos un sustrato, y en el que las ramas de sustrato de la MNAzima se unen a un sustrato de
modo que el ndcleo catalitico de la MNAzima pueda modificar dicho sustrato;

(c) alterar dichos dos 0 mas componentes oligonucleotidicos de modo que la parte de rama de sustrato y la
parte de ndcleo catalitico del primer y segundo componentes oligonucleotidicos sea constante y la parte de
rama sensora de al menos uno del primer y segundo componentes oligonucleotidicos se adapte para reconocer
otro de la pluralidad de facilitadores de ensamblaje y

(d) repetir la etapa de alteracion para cada uno de la pluralidad de facilitadores de ensamblaje.

55. Uso de al menos un oligonucleétido como un sustrato de enzima de acido nucleico multicomponente (MNAzima)
en el que dicho sustrato se modifica por dicha MNAzima después de la unién de dicho sustrato por las ramas de
sustrato de dicha MNAzima.

56. Un procedimiento para fabricar MNAzimas que incorporan secuencias parciales de una ADNzima; ensayando las
secuencias de nucleo catalitico parcial derivadas de un nucleo catalitico de ADNzima que, tras la incorporacion en
partezimas, generan MNAzimas funcionalmente activas; o identificando qué posiciones dentro de una secuencia de
nucleo catalitico de ADNzima son adecuadas para dividir en secuencias de nucleo catalitico parcial que, tras la
incorporacion en partezimas, dan como resultado MNAzimas funcionalmente activas; comprendiendo dicho
procedimiento:

a) dividir la secuencia de nucleo catalitico de dicha ADNzima;

b) incorporar las secuencias de nucleo catalitico parcial resultantes en partezimas; y

c) detectar actividad de MNAzima funcional en presencia de un facilitador de ensamblaje para determinar qué
combinacion de dichas secuencias de nucleo catalitico parcial en dichas partezimas es compatible con la
formacion de MNAzimas activas.
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Figura 7
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Figura 17
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Figura 21

(i)

Aptamero/inhibidor de MNAzima 5°
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