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DESCRIPCION

Sonda de hibridacion para la deteccion de  acido nucléico, tallos universales, métodos
y kits

Descripcion

[0001] La presente invencidn hace referencia al campo de los ensayos que incluye las
sondas de hibridacion de acido nucléico. Los ensayos resultan Utiles para la deteccidn
de genes especificos, segmentos génicos, moléculas de ARN u otros 4cidos nucléicos.
Tales ensayos se utilizan clinicamente para, por ejemplo, muestras de tejido, sangre y

orina, asi como en la investigacion en tecnologia alimentaria, agricultura y biologia.

Antecedentes de la invencion

[0002] Las sondas de hibridacion de acido nucléico son utilizadas para detectar
secuencias diana especificas en una mezcla compleja. Los ensayos de hibridacién
convencionales y heterogéneos, como los descritos en Gillespie and Spiegelman
(1965), normalmente comprenden las siguientes fases: inmovilizacién de al menos el
acido nucléico diana en papel, perlas o superficies de plastico, con o sin utilizar sondas
de captura; adicién de un exceso de sondas marcadas que son complementarias a la
secuencia de la diana; hibridacion; eliminacion de las sondas no hibridadas; y
deteccidn de las sondas que contindan unidas a la diana inmovilizada.

[0003] Las sondas no hibridadas son eliminadas mediante el lavado a fondo de los
hibridos. Esta es normalmente la parte del procedimiento que mas tiempo ocupa, y a
menudo utiliza formatos complejos como hibridacion en sandwich. El uso de
superficies solidas alarga el tiempo que tarda la hibridacién al restringir la movilidad de
la diana, o el acceso a la misma. La gran area que presentan las superficies solidas
retiene no especificamente sondas no hibridadas, dando lugar a la senal de fondo.
Ademas, las superficies sélidas pueden interferir con la senal de las sondas. El
requisito de que los hibridos de la sonda-diana sean aislados excluye la deteccién in
vivo y la deteccion concurrente de los acidos nucléicos durante las reacciones de
sintesis (deteccién en tiempo real).

[0004] Se conocen diversos esquemas de deteccion en fase de solucion, a veces
conocidos como ensayos homogéneos. Con “homogéneo” queremos decir ensayos
gue se llevan a cabo sin separar las sondas no hibridadas de los hibridos de la sonda-
diana. Estos esquemas a menudo utilizan el hecho de que la fluorescencia de
numerosas etiquetas fluorescentes puede verse afectada por el entorno quimico
inmediato. Uno de estos esquemas esta descrito por Heller et al. (1983) y también por
Cardullo et al. (1988). Utiliza un par de sondas de oligodeoxinucledtido
complementarias a regiones contiguas de una cadena de ADN diana. Una sonda
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contiene un marcador fluorescente en su extremo 5 y la otra sonda contiene un
marcador fluorescente diferente en su extremo 3’. Cuando las sondas son hibridadas
con la secuencia diana, los dos marcadores se encuentran muy cerca uno de otro. Al
estimular la muestra con una luz de una frecuencia apropiada, se produce una
transferencia de energia de resonancia fluorescente (FRET, en inglés) de un marcador
al otro. Esta transferencia de energia produce un cambio medible en la respuesta
espectral, sefalando indirectamente la presencia de la diana. Estos marcadores a
veces se conocen como pares de FRET. Sin embargo, las propiedades espectrales
alteradas son sutiles, y los cambios son pequeios en relaciéon con la senal de fondo.
La monitorizacién exige instrumentos sofisticados, y, aun asi, la sensibilidad se
encuentra limitada. Ademas, la sefal de hibridacion es, en algunos casos, una sefal
negativa; es decir, la presencia de la diana da lugar a una reduccion en la cantidad de
fluorescencia medida a una longitud de onda determinada.

[0005] Esta técnica requiere que dos sondas no asociadas se unan simultdneamente a
una secuencia diana de una sola cadena. La cinética de esta hibridacion de tres
moléculas es demasiado lenta como para que esta técnica sea adecuada para la
deteccidn en tiempo real. Las exigencias de que la diana sea de una sola cadena hace
gue la técnica no sea adecuada para la deteccidn in vivo de acidos nucléicos de doble
cadena.

[0006] Otro esquema en fase de solucion también utiliza un par sondas de
oligodeoxinucle6tido. Sin embargo, aqui las dos sondas son completamente
complementarias tanto entre ellas como con las cadenas complementarias de un ADN
diana (Morrison, 1987; Morrison, 1989; Morrison et al., 1989; Morrison and Stols,
1993). Cada sonda incluye fluor6foro conjugado a su extremo 3’ y un extintor de
fluorescencia conjugado a su extremo 5'.

[0007] Cuando las dos sondas de oligonucle6tido estan anilladas entre si, el fluor6foro
de cada sonda se encuentra préximo al extintor de fluorescencia de la otra sonda. Si el
marcador fluorescente es entonces estimulado mediante una frecuencia adecuada de
luz, la fluorescencia es desactivada por el extintor de fluorescencia. Sin embargo,
cuando una sonda esta unida a la diana, no se da el efecto de extincién de la sonda
complementaria. Las sondas son lo suficientemente largas para no desactivarse a si
mismas cuando se unen a la diana.

[0008] En este tipo de ensayo, hay dos consideraciones del disefio opuestas. Es
recomendable contar con una concentracion alta de sondas para asegurar que la
hibridacion de las sondas con la diana sea rapida. También es recomendable contar
con una concentracién baja de sondas para que la sefial de las sondas unidas a la
diana no sea eclipsada por la sefial de fondo de las sondas no hibridadas con la diana



10

15

20

25

30

35

ES 2386 007 T3

0 con otras sondas. La situacién requiere esperar un periodo relativamente largo
para que la fluorescencia de fondo disminuya antes de leer la sefal fluorescente.
[0009] Los ensayos que siguen este esquema comienzan fundiendo una mezcla de
sondas y muestra que puede contener secuencias diana. Después, se baja la
temperatura, provocando la hibridacion competitiva. Algunas sondas hibridaran con la
diana, si la hay; algunas hibridaran con sondas complementarias; y algunas no
hibridaran y crearan la senal de fondo. Se lleva a cabo un ensayo de control paralelo
sin diana, obteniéndose solo un nivel de fondo de fluorescencia. Si la muestra contiene
suficiente diana, se obtiene un nivel detectablemente mas alto de fluorescencia
residual.

[0010] Con este esquema es necesario retrasar la lectura de la fluorescencia residual
durante un periodo de tiempo considerable para permitir que casi todo el exceso de
sondas se anille a sus complementarias. Se debe llevar a cabo también una reaccion
de control paralela. Ademas, se utiliza una baja concentraciéon de sondas para reducir
el fondo fluorescente. Asi, la cinética es pobre y da lugar a un ensayo inherentemente
lento. Esto excluye la deteccion en tiempo real. Estos problemas son particularmente
serios para las dianas de dos cadenas. Las sondas, asi como las dianas, tienen que
fundirse, lo que hace que el ensayo no sea adecuado para su uso in vivo. Ademas, la
sefal no es solo residual, es una senal diferencial, mediante la comparaciéon con un
control externo.

[0011] Se ha descrito otro esquema en fase de solucién que utiliza el fenémeno
conocido como desplazamiento de cadena descrito por Diamond et al., 1988, es decir,
la patente estadounidense n® 4.766.062. Normalmente, estos ensayos implican un
complejo de sonda de acido nucléico bimolecular. Una cadena sencilla més corta que
comprende un subconjunto de la secuencia diana se anilla a una sonda mas larga de
cadena sencilla que comprende la regién completa de la sonda de unién a la diana. El
complejo de sonda asi descrito comprende partes de cadena sencilla y de doble
cadena. Estas referencias sugerian que estos complejos de sonda podrian también
comprender un marcador P* unido a la cadena méas corta o un fluoréforo y un
extintor de fluorescencia que podrian situarse uno cerca del otro cuando se formara el
compuesto de sonda.

[0012] Se afirma que en los ensayos que utilizan estos compuestos de sonda, la
deteccién de la diana se logra mediante un proceso de dos fases. Primero, la parte de
cadena sencilla del compuesto hibrida con la diana. Se describe que el reconocimiento
de la diana sigue a continuacién cuando, mediante el mecanismo de prolongacién del
apareamiento, el acido nucléico diana desplaza la cadena mas corta que lleva el
marcador del compuesto de sonda. Se afirma que la cadena con el marcador se libera
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en la solucién, desde la que podra ser aislada y detectada. En una configuracién
alternativa presentada como una sonda marcada con P* para el procedimiento de
captura, los dos acidos nucléicos de cadena sencilla se unen en una sola molécula.
[0013] Estos compuestos de sonda con desplazamiento de cadena tienen
inconvenientes. EI mecanismo consta de dos fases, en las que el complejo de sonda
debe primero unirse a la diana, y después debe ocurrir el desplazamiento de cadena,
mediante prolongacion del apareamiento, antes de que se reconozca la diana o se
genere una senal. No se ha afirmado que los complejos de sonda bimoleculares se
formen con gran eficacia, lo que da como resultado que en las preparaciones de sonda
la mayoria de las regiones de union a la diana puedan no estar anilladas a una cadena
marcada. Esto puede provocar la competicién entre las regiones de union a la diana
marcadas o sin marcar por la misma secuencia de la diana. Aun mas, puede haber
problemas con la caida no especifica de cadenas marcadas. Ademas, puede resultar
necesario que la cadena marcada desplazada sea separada de los compuestos de
sonda no hibridados antes de que se pueda detectar la sefial. Este requisito hace que
dicho compuesto de sonda sea inadecuado para un ensayo homogéneo.

[0014] Las sondas de hibridacién también han tenido otros usos ademas del de
sondas de deteccion. La patente estadounidense n® 5.118.801 concedida a Lizardi et
al. describe una sonda que contiene un interruptor molecular para la detecciéon de una
secuencia diana de &acido nucléico poco comun. La sonda tiene tres elementos
esenciales: una secuencia de sonda de 20-60 nucleétidos rodeada de secuencias de
interruptor de 10-40 nucleétidos que son complementarios entre ellos; el estado del
interruptor es util para generar de manera selectiva una sefal detectable si la sonda
hibridiza con la diana. Las secuencias de interruptor no estan marcadas y la sonda no
emite sefal cuando las secuencias de interruptor estan abiertas. La interaccion con la
diana no es lo que genera la sefal. Cuando estan abiertas, las sondas de Lizardi et al.
participan en una reaccion de amplificacién. Se detectan los amplicones, mas que las
dianas. Se deduce la presencia de la diana de la presencia de amplicones, los cuales,
segun Lizardi et al., pueden ser detectados por los medios convencionales de 1988.
Se ha afirmado que las sondas descritas en la patente estadounidense n® 5.118.801
se basan en la interaccién con una tercera molécula para su funcionamiento mecanico,
sin la cual se unen a la diana y se cierran.

[0015] Es un objetivo de la presente invencién superar las limitaciones, mencionadas
arriba, de los ensayos y las sondas de hibridacién convencionales y de los ensayos y
sondas de hibridacion homogéneas existentes.

[0016] Otro objeto de esta invencion son las sondas de hibridacién que generan una

sefal cuando se produce la hibridacién con una secuencia de &cido nucléico diana
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pero que muestran una senal leve o no generan sefial alguna cuando no estan
hibridados, y los ensayos en los que se usan estas sondas.

[0017] Otros objetos de la presente invencion son los kits que pueden usarse para
obtener tales sondas de acido nucléico especificas para las secuencias diana
elegidas.

[0018] Otro objeto de esta invencion son los ensayos homogéneos en los que se usan
dichas sondas.

[0019] Otro objeto de esta invencién son las sondas de hibridacién y métodos rapidos
en los que la deteccidn se lleve a cabo de una manera rapida y sin retraso.

[0020] Otro objeto de la presente invencién son las sondas de hibridacién y los
métodos que pueden detectar acidos nucléicos in vivo.

[0021] Otro objeto de la presente invencién son las sondas de hibridacién y los
métodos que pueden detectar acidos nucléicos in situ.

[0022] Otro objeto de la presente invencion son las sondas de hibridaciéon y los
métodos que pueden detectar secuencias diana de &acido nucléico en una
amplificacién de acido nucléico y otras reacciones de sintesis en tiempo real.

[0023] Otro objeto de la presente invencion son las sondas de hibridacioén y ensayos
que permiten la deteccién de dianas de acido nucléico sin el uso de un equipo caro.
[0024] Con el fin de comprender el potencial completo del proceso de hibridacion en el
sector del diagnéstico y la investigacién, se necesita una técnica para observar la
hibridacion en soluciones con sondas que presentan poca senal, o ninguna por si
mismas, pero producen una sefal detectable cuando estan hibridadas con una diana.
Preferentemente, la sonda deberia permitir la observacién del progreso de las
reacciones que producen los acidos nucléicos con la cinética bien lineal o bien
exponencial. La sonda deberia también permitir la deteccion de &cidos nucléicos in
vivo (e in situ) sin la destruccion de tejido o células. Por supuesto, la sonda deberia
también ser Util en los ensayos de hibridacién convencionales. Ademéas, los ensayos
deberian permitir una deteccion de dianas muy sensible directamente o conjuntamente
con técnicas de amplificacion. Preferentemente, la sonda deberia también ser capaz
de generar una sefal de hibridaciéon detectable a simple vista. Por ultimo, las sondas
deberian permitir la deteccion de distintas dianas en un solo ensayo. Los objetos de la
presente invencién son ensayos y sondas de hibridacion de &acido nucléico que
satisfagan todos o casi todos los requisitos mencionados.

Resumen de la invencion

[0025] La invencidn incluye ensayos, kits y sondas de hibridacién detectables de
manera conformacional. También incluye tallos universales y kits que incluyen dichos

tallos para realizar sondas. Por tanto, los siguientes parrafos describen:
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1. Una sonda unitaria marcada para la deteccidén de al menos una cadena
de acido nucléico que contenga una secuencia diana de &cido nucléico
predeterminado en condiciones de ensayo preseleccionadas incluyendo la
temperatura de deteccién, comprendiendo dicha sonda:

una secuencia de complemento de diana de cadena sencilla que tiene
de 10 a 140 nucleétidos, que tiene un extremo terminal 5’ y un extremo
terminal 3’, y que es complementaria a la secuencia de la diana;
un tallo duplex de 3 a 25 nucledtidos de longitud que contiene una
secuencia de brazo 5’ adyacente a y unida de manera covalente a dicho
terminal 5’ y una secuencia de brazo 3’ adyacente a y unida de manera
covalente a dicho terminal 3’, teniendo dicho duplex una temperatura de
fusion por encima de dicha temperatura de deteccion en las condiciones
de ensayo preseleccionadas; y
al menos un par de marcadores, cada par comprende una primera parte
de marcador conjugado a la sonda en la proximidad de dicha secuencia
de brazo 5’ y una segunda parte de marcador préxima a dicho primer
marcador y conjugado a la sonda en la proximidad de dicha secuencia
de brazo 3,
teniendo dicha sonda; en dichas condiciones de ensayo
preseleccionadas en ausencia de dicha secuencia diana, una senal
caracteristica cuyo nivel se encuentra en funcion del grado de
interacciéon de dichas primera y segunda partes marcadoras, teniendo
dicha sefal un primer nivel a 10 °C por debajo de dicha temperatura de
fusién, un segundo nivel a 10 °C por encima de dicha temperatura de
fusién y un tercer nivel a dicha temperatura de deteccion,
en el que, en las condiciones de ensayo preseleccionadas, a la temperatura
deteccion y en presencia de un exceso de dicha secuencia diana, la hibridacién
de la secuencia complemento diana a la secuencia diana altera el nivel de
dicha sefal caracteristica de dicho tercer nivel hacia el segundo nivel en una
cantidad de al menos el diez por ciento de la diferencia entre el primer y el
segundo nivel.

2.La sonda del péarrafo 1, en la que dicha sonda unitaria es una sonda
unimolecular.

3. La sonda del parrafo 1, en la que dicha sonda unitaria es una sonda bimolecular
gue consta de una primera molécula que contiene aproximadamente la mitad
de dicha secuencia de complemento de diana incluyendo dicho extremo
terminal 5’, la secuencia de brazo 5’ y la primera parte de marcador; y una
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segunda molécula que contiene aproximadamente la mitad de la
secuencia de complemento de diana que incluye dicho terminal 3’, la secuencia
de brazo 3’ y la segunda parte de marcador.

4. La sonda del parrafo 1, en la que al menos un par de marcadores es un par de

FRET.

5. La sonda del parrafo 1, en la que dicha temperatura de fusién es al menos de

5°C por encima de dicha temperatura de deteccion.

6. La sonda del parrafo 5, en la que al menos un par de marcadores es un par de

o

FRET.

. Una sonda unimolecular segun el parrafo 6.
. La sonda segun el parrafo 6, en la que dichas secuencias de brazo 5’ y 3’ son

inmediatamente adyacentes a dicha secuencia de complemento de diana.

9. Una sonda unimolecular segun el parrafo 8.

10.

11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.

18.
19.

20.
21.

22.
23.

La sonda del parrafo 6, en la que dicha primera y segunda parte marcadora
estan unidas de manera covalente a dicha sonda unitaria.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 10.

La sonda del parrafo 6, en la que dicha temperatura de fusién es de al menos
10 °C por encima de dicha temperatura de deteccion.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 12.

La sonda del parrafo 6, en la que el par de FRET son un activador y un extintor
de la fluorescencia.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 14.

La sonda del parrafo 7, en la que dicho par de FRET es EDANS y DABCYL.

La sonda del parrafo 1, en la que dichas secuencias de brazo 5 y 3’ estan
unidas de manera covalente y directa a dicha secuencia de complemento de
diana.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 17.

La sonda del parrafo 1, en la que al menos una da dichas secuencias de brazo
5’y 3’ es al menos parcialmente complementaria a la cadena de acido nucléico
gue contiene la secuencia diana.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 19.

La sonda del parrafo 1, en la que cada una de dichas secuencias de brazo 5’y
3’ comprende secuencias complementarias vecinas de al menos tres
nucledtidos.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 21.

La sonda del parrafo 1, en la que las secuencias de sonda se seleccionan de
entre el grupo compuesto por ADN, ARN y mezclas de ADN y ARN.
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La sonda del parrafo 1, en la que dicha primera y segunda parte de
marcador estan unidas covalentemente a dicha sonda unitaria.

La sonda del parrafo 24, en la que dicha primera y segunda parte de marcador
estan unidas covalentemente a través de un espaciador de alquilo.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 25.

La sonda del parrafo 1 sujeta a una superficie sélida.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 27.

La sonda del parrafo 1, en la que dicha temperatura de fusion es al menos de
5°C por encima de dicha temperatura de deteccién, en la que dichas
secuencias de brazo 5’ y 3’ estan unidas de manera covalente y directa a dicha
secuencia de complemento de diana, en la que dicha primera y segunda parte
marcadora estan unidas covalentemente a dichas secuencias de brazo 5’y 3’,
y dicho al menos un par de marcadores son un activador y un extintor de
fluorescencia.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 29.

La sonda del parrafo 29 sujeta a un soporte sélido.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 31.

La sonda del parrafo 29, en la que dicha secuencia de complemento de diana
tiene de 20 a 60 nucledtidos.

Una sonda unimolecular segun el parrafo 33.

La sonda del parrafo 34 sujeta a un soporte sélido.

Una sonda de hibridacion unitaria para la deteccion de al menos un é&cido
nucléico diana que comprende una secuencia diana preseleccionada en un
ensayo de hibridacién de acido nucléico preseleccionado, siendo capaz dicha
sonda de asumir una conformacion cerrada y una conformacion abierta, que
comprenden:

i.  una secuencia de complemento de diana de 10 a aproximadamente
140 nucleé6tidos complementarios a dicha secuencia diana de acido
nucléico preseleccionada, teniendo un terminal 5’ y un terminal 3’,

ii. un par de afinidad que comprende una primera fraccion de afinidad
unida covalentemente a dicho extremo terminal 5’ y una segunda
fraccion de afinidad unida covalentemente a dicho extremo terminal 3’,
dicho par de afinidad interactua lo suficiente como para mantener dicha
sonda en la conformacion cerrada en dicho ensayo preseleccionado en
la ausencia de dicha diana de acido nucléico; y

ii. un par de marcadores que comprende una primera parte de marcador
conjugada a dicha sonda préxima a dicha primera fraccién de afinidad
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y una segunda parte de marcador conjugada a
dicha sonda proxima a dicha segunda fraccibn de afinidad,
interactuando dichos marcadores para afectar a una caracteristica
medible de al menos una de ellas cuando dicha sonda se encuentra en
la conformacion cerrada,
en el que la hibridacién de dicha secuencia complementaria diana a dicha
secuencia diana en dicho ensayo preseleccionado provoca que dicha sonda
asuma su conformacién abierta, en la que los marcadores no interactdan.
La sonda del parrafo 36, en la que dicha sonda unitaria es una sonda
unimolecular.
La sonda del parrafo 36, en la que dicha sonda unitaria es una sonda
bimolecular que consta de una primera molécula que contiene
aproximadamente la mitad de la secuencia de complemento de diana,
incluyendo el terminal 5’, la primera fraccién de afinidad y la primera parte de
marcador; y una segunda molécula que contiene aproximadamente la mitad de
dicha secuencia de complemento de diana, incluyendo dicho terminal 3’, la
segunda fraccion de afinidad y la segunda parte de marcador.
La sonda del parrafo 36, en la que dicha primera parte de marcador se conjuga
a la primera fraccién de afinidad y dicha segunda parte de marcador se conjuga
a dicha segunda fraccion de afinidad.
Una sonda unimolecular segun el parrafo 39.
La sonda del parrafo 36, en la que dicho par de afinidad comprende
secuencias de brazo de oligonucleétidos complementarias de 3 a 25
nucleétidos de longitud.
La sonda del parrafo 41, en la que dicha primera parte de marcador esta unida
covalentemente a dicha primera fraccion de afinidad y dicha segunda parte de
marcador esta unida covalentemente a dicha segunda fraccion de afinidad.
Una sonda unimolecular segun el parrafo 42.
La sonda del parrafo 39, en la que dicho par de marcadores comprende un par
de FRET.
Una sonda unimolecular segun el parrafo 44.
La sonda del parrafo 36, en la que dicho par de afinidad comprende un
anticuerpo y un antigeno.
La sonda del parrafo 36 sujeta a una superficie sélida.
Una sonda unimolecular segun el parrafo 47.

Un tallo universal que comprende:
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un primer oligonucleétido de 5 a 20 nucle6tidos que tiene un primer
grupo reactivo covalentemente en su extremo terminal 3’ y tiene
conjugado a él en una ubicacién distinta de su terminal 3’ al menos una
primera parte de marcador de un primer par de marcadores, y
un segundo oligonucleétido, complementario a dicho primer
oligonucledétido, de 5 a 20 nucleétidos que tiene un segundo grupo
reactivo covalentemente en su extremo terminal 5 y que tiene
conjugado a él en una ubicacién distinta de su terminal 5’ al menos una
segunda parte de marcador de dicho primer par de marcadores,
encontrandose  los  marcadores  proximos  cuando  dichos
oligonucledtidos hibridan el uno con el otro,

en el que, al menos una parte de marcador de dicho primer par de marcadores

afecta a una caracteristica fisicamente medible del otro cuando dichos primer y

segundo marcador se encuentran proximos el uno al otro hasta un punto

detectablemente diferente de cuando no se encuentran proximos el uno al otro.

El tallo universal del parrafo 49 en el que dicho primer y segundo

oligonucledtidos son elegidos de entre un grupo compuesto por ADN, ARN y

mezclas de ADN y ARN.

El tallo universal del parrafo 50, en el que dicho primer grupo reactivo

covalentemente y dicho segundo grupo reactivo covalentemente son elegidos

cada uno de entre el grupo compuesto por hidroxilo, fosfato, sulfhidrilo, amino,

alquil fosfato, alquilamino e hidroxil alquilo.

El tallo universal del parrafo 49, en el que cada uno de dichos primer y

segundo oligonucledétidos incluyen secuencias complementarias vecinas de al

menos tres nucleotidos.

El tallo universal del parrafo 49, en el que dicho primer par de marcadores es

un par de FRET.

El tallo universal del parrafo 49, en el que dichos primer y segundo

oligonucledtidos hibridan uno con el otro dando lugar a un saliente ligable en el

que uno de dicho extremo 5’ y dicho extremo 3’ se extiende mas alla del otro al

menos dos nucleotidos.

El tallo universal del parrafo 54 en el que dicho primer par de marcadores es un

par de FRET.

El tallo universal del parrafo 49 en el que dichos primer y segundo

oligonucledtidos se guardan por separado en un par de recipientes.

El tallo universal del parrafo 49 en el que uno de dichos primer y segundo

oligonucledtidos se encuentra sujeto a una superficie sélida.
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Un kit para utilizar un tallo universal para construir al menos
una sonda segun el modo de realizacién 1 que comprende:
un tallo universal segun el parrafo 49, e informacion suficiente para la
unién covalente a dicho tallo de una secuencia de complemento de
diana segun el parrafo 1.
El kit del parrafo 58, en el que el primer par de marcadores de dicho tallo
universal es un par de FRET.
El kit del parrafo 58, en el que el primer y el segundo oligonucleétido de dicho
tallo universal son envasados por separado.
El kit del parrafo 60, en el que dicha informacién es suficiente para unir
covalentemente al primer oligonucleétido una primera cadena de acido nucléico
que contenga aproximadamente la mitad de la secuencia de complemento de
diana segun el modo de realizacion 1, incluyendo el extremo terminal 3, y para
unir covalentemente al segundo oligonucleétido una segunda cadena de acido
nucléico que contenga aproximadamente la mitad de dicha secuencia de
complemento de diana, incluyendo su extremo terminal 5’.
El kit del parrafo 61 en el que uno de dichos primer y segundo oligonucleétidos
esta sujeto a una superficie sélida.
El kit del parrafo 58 en el que el primer y el segundo oligonucleétidos de dicho
tallo hibridan el uno con el otro dando lugar a un saliente ligable en el que uno
de dichos terminales 5 y 3’ se extiende mas alla del otro al menos dos
nucledtidos, y en el que dicha informacion es suficiente para ligar a dicho tallo
una cadena sencilla auto-hibridante que es complementaria a dicho saliente e
incluye una secuencia de complemento de diana segun el parrafo 1.
Un kit segun el parrafo 63 que contiene al menos dos tallos con diferente
temperatura de fusion bajo las condiciones de ensayo preseleccionadas.
El kit del parrafo 64, en el que dichos tallos tienen un primer y segundo
oligonucleétido comun.
El kit del parrafo 63 en el que el primer par de marcadores de dicho tallo
universal es un par de FRET.
El kit del parrafo 63, en el que cada uno de dichos primer y segundo
oligonucledtidos de dicho tallo incluyen secuencias complementarias vecinas
de al menos tres nucleédtidos.
El kit del parrafo 63, en el que uno de dichos primer y segundo oligonucleétidos
esta sujeto a una superficie sélida.
Un ensayo para detectar al menos una cadena de acido nucléico que contiene
una secuencia diana preseleccionada bajo condiciones de ensayo
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preseleccionadas, incluyendo una temperatura de deteccion,
comprendiendo los siguientes pasos:
anadir a una muestra una sonda unitaria segun el parrafo 1 en dichas
condiciones de ensayo preseleccionadas, y
determinar cualquier cambio en el nivel de dicha sefal caracteristica a
dicha temperatura de deteccion.
El ensayo del parrafo 69, en el que dicho paso de determinacién comprende la
medicion.
Un ensayo en tiempo real segun el parrafo 70.
Un ensayo en tiempo real segun el parrafo 69.
El ensayo del parrafo 70, en el que dicho paso de determinacién comprende la
medicion en funcion del tiempo.
El ensayo del parrafo 70 que ademas comprende el paso de afadir a un
control sin diana la sonda del modo de realizacién 1 en las condiciones de
ensayo preseleccionadas y medir cualquier cambio en dicho nivel para dicho
control, en el que dicho paso de determinacién incluye calcular la diferencia
entre el cambio en el nivel para dicho control y el cambio en el nivel para dicha
muestra.
El ensayo del parrafo 69 que ademas comprende el paso de afadir a un
control sin diana la sonda del modo de realizacién 1.
El ensayo del parrafo 69, en el que dicha sonda es una sonda bimolecular
segun el modo de realizacidn 3, y el ensayo se lleva a cabo en su totalidad por
debajo de la temperatura de fusion de dicha sonda.
El ensayo del parrafo 69, en el que la temperatura de fusion de dicha sonda es
de al menos 5 °C por encima de dicha temperatura de deteccién, en el que
dichas secuencias de brazo 5’ y 3’ se unen covalentemente y directamente a
dicha secuencia de complemento de diana, en el que dichos primer y segundo
marcadores se unen covalentemente a dicha secuencia de brazo 5’y 3, y
dicho al menos un par de marcadores son un activador y un extintor de la
fluorescencia.
Un ensayo en tiempo real segun el parrafo 77.
El ensayo del parrafo 77, en el que dicha sonda es una sonda bimolecular
segun el modo de realizacion 3, y el ensayo se lleva a cabo en su totalidad por
debajo de la temperatura de fusion de dicha sonda.
El ensayo del parrafo 69, en el que el paso de la determinacién es cuantitativo.
El ensayo del parrafo 69, en el que dicha sonda es una sonda unimolecular.
El ensayo del parrafo 81, en el que el paso de la determinacién es cuantitativo.
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Un ensayo segun el parrafo 81 que comprende ademas el paso
de afnadir a un control sin diana dicha sonda unimolecular segun el parrafo 2.

El ensayo del parrafo 81, en el que la temperatura de fusién de dicha sonda es
de al menos 5 °C por encima de la temperatura de deteccion, en el que dichas
secuencias de brazo 5’ y 3’ se unen covalentemente y directamente a dicha
secuencia de complemento de diana, en el que dicha primera y segunda parte
de marcador se unen covalentemente a dichas secuencias de brazo 5’y 3', y
dicho al menos un par de marcadores son un activador y un extintor de la
fluorescencia.

El ensayo del parrafo 81, en el que dicha secuencia diana de &acido nucléico es
un producto de una reaccién de amplificacién, y en el que dicho paso de anadir
dicha sonda a una muestra precede a la finalizacion de dicha reaccion de
amplificacién.

Un ensayo segun el parrafo 85, que ademas comprende el paso de afnadir
dicha sonda a un control negativo, paso que precede a la finalizacién de dicha
reaccion de amplificacién en dicho control negativo.

Un ensayo en tiempo real segun el parrafo 86.

El ensayo del parrafo 87, en el que dicho paso de determinacion incluye el
calculo de la diferencia entre el cambio en el nivel para dicho control y el
cambio en el nivel para dicha muestra.

El ensayo del parrafo 85, en el que dicho paso de determinacion incluye la
medicién repetida a lo largo del tiempo durante dicha reaccién de amplificacion.
El ensayo del parrafo 89, en el que la temperatura de fusion de dicha sonda es
de al menos 5 °C por encima de la temperatura de deteccion, en el que dichas
secuencias de brazo 5’ y 3’ se unen covalentemente y directamente a dicha
secuencia de complemento de diana, en el que dichas primera y segunda parte
de marcador se unen covalentemente a dichas secuencias de brazo 5’y 3', y
dicho al menos un par de marcadores son un activador y un extintor de la
fluorescencia.

El ensayo del parrafo 85, en el que dicha reaccion de amplificacion es una
amplificacién de un indicador de ARN por ARN polimerasa.

El ensayo del parrafo 85 en el que dicha reaccién de amplificacion es una
reaccion PCR.

El ensayo del parrafo 85 en el que dicha reaccién de amplificacion es una
reaccion SDA.

El ensayo del parrafo 85 en el que dicho par de marcadores es un par de
FRET.
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95. El ensayo del parrafo 69 en el que dicha sonda, segun el modo de
realizacion 1, esta sujeta a una superficie solida.

96. El ensayo del parrafo 95 que incluye al menos una sonda sujeta adicional
segun esta invencidn que tenga una secuencia de complemento de diana
diferente y esté unida a la misma superficie de soporte en una determinada
ubicacion.

97. Un ensayo para detectar al menos una diana de acido nucléico que contenga
una secuencia diana preseleccionada que comprende los siguientes pasos:

anadir a una muestra una sonda unitaria segun el parrafo 36 en dichas
condiciones de ensayo preseleccionadas, y
determinar cualquier cambio en el nivel de dicha caracteristica medible.

98. El ensayo del parrafo 97 en el que dicho paso de determinacion comprende la
medicion.

99. El ensayo del parrafo 98 en el que dicha medicion comprende comparar
visualmente con un estandar.

100. El ensayo del parrafo 97 en el que dicha diana de acido nucléico es producto
de una reaccién de amplificacién, y en el que dicha sonda es unimolecular.

101. El ensayo del parrafo 100 en el que dicho paso de afadir dicha sonda
precede a la finalizacién de dicha reaccion de amplificacion.

102. Un kit para realizar el ensayo del parrafo 69 que comprende una sonda segun
el modo de realizacion 1 e instrucciones para llevar a cabo el ensayo.

103. El kit del parrafo 102 que ademas incluye uno o mas reactivos elegidos del
grupo compuesto por sales, tampones, inhibidores de la nucleasa, enzimas de
restriccion y desnaturalizantes.

104. Un kit de amplificacion segun el parrafo 102 que incluye uno o mas
componentes elegidos del grupo compuesto por cebadores, nucledtidos,
polimerasas y polimerasas-molde.

105. El kit de amplificacion del parrafo 102 en el que la sonda es unimolecular.

106. Un kit de ensayo de colorante vital segun el parrafo 102 que incluye uno o
mas componentes elegidos del grupo compuesto por agentes
permeabilizantes, precursores de liposomas y contracolorantes.

107. Un kit de ensayo in situ segun el parrafo 102 que incluye uno o mas
componentes elegidos del grupo compuesto por fijadores, agentes
deshidratantes, proteasas y detergentes.

108. El kit de campo del parrafo 102 en el que dicha sonda es una sonda sujeta.
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109. Un kit segun el parrafo 108 que incluye al menos una sonda sujeta
adicional segun esta invencién que tiene una secuencia de complemento de
diana diferente y unida a la misma superficie de apoyo en un punto
predeterminado.

110. Un kit segun el parrafo 108 que incluye una sonda de control positivo segun la
presente invencion.

111. Un kit segun el parrafo 108 en el que dicha sonda es unimolecular.

[0026] Las sondas segun esta invencién son “unitarias”, con lo que queremos decir
bien sondas bimoleculares unidas como una pareja y operables en un ensayo como
unidas, o bien cadenas sencillas unimoleculares. Estas comprenden al menos: una
secuencia de acido nucléico monocatenaria que es complementaria al acido nucléico
diana deseado, aqui denominado “secuencia de complemento de diana”; regiones 5’ y
3’ que flanquean la secuencia de complemento de diana que interactian de manera
reversible mediante secuencias de acido nucléico complementario o miembros
adjuntos de otro par de afinidad; y un grupo de marcadores interactivos para generar
una senal. Las sondas preferidas de la presente invencién incluyen secuencias de
acido nucléico complementarias, o “brazos”, que interactian de manera reversible
mediante hibridacién la una con la otra en las condiciones de deteccién cuando la
secuencia de complemento de diana no estd unida a la diana. Cuando la sonda
unitaria es unimolecular, todos los componentes anteriores se encuentran en una
molécula. Cuando la sonda unitaria es bimolecular, en cada molécula se encuentra
media, o aproximadamente media secuencia de complemento de diana, un miembro
del par de afinidad y un miembro del par de marcadores.

[0027] Las partes de marcadores generadores de sefial son “pares” ajustados de tal
manera que al menos una parte de marcador puede alterar al menos una
caracteristica fisicamente medible de otra parte de marcador cuando se encuentran a
escasa distancia pero no cuando estdn separadas lo suficiente. Las partes de
marcadores se hayan conjugadas a la sonda de manera que la proximidad entre
marcadores se regula mediante el estado de la interaccién del par de afinidad. En
ausencia de la diana, las partes de marcadores se mantienen cerca unas de otras
mediante la interacciéon de unién del par de afinidad. Denominamos esta conformacion
como estado “cerrado”. Cuando no se genera la sefial detectable que indica la diana
en el estado cerrado, cosa que sucede en la mayoria de los modos de realizacion,
decimos que el estado cerrado es el estado “apagado”.

[0028] Cuando la secuencia de complemento de diana hibrida con su diana, tiene
lugar un cambio conformacional en la sonda unitaria, separando el par de afinidad vy,
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como consecuencia, las partes de marcadores. Denominamos esta
conformacion como el estado “abierto”, que en la mayoria de los modos de realizacion
es el estado “encendido”. La separacién es causada por la termodinamica de la
formacioén de la hélice de la secuencia de complemento de diana y la secuencia diana.
La formacién de la hélice de la secuencia de complemento de diana y la secuencia
diana, tanto completa como fragmentada, reduce la atraccion del par de afinidad en las
condiciones del ensayo. Se genera una senal porque la separacion del par de afinidad
altera la interaccion de las partes de marcadores y uno puede medir desde ese
momento una diferencia en al menos una caracteristica de al menos una parte de
marcador conjugada a la sonda. Un aspecto importante de las sondas de la presente
invencion es que no cambian a la conformacion abierta cuando estédn unidas de
manera no especifica.

[0029] Las sondas segun esta invencién tiene una caracteristica medible, que
denominamos a veces “sefal”, que difiere dependiendo de si la sonda se encuentra
abierta o cerrada. La caracteristica medible se haya en funcién de la interaccién de las
partes de marcadores y el grado de interaccion entre tales partes de marcadores varia
en funcién de su separacion. Como se ha afirmado, las sondas unitarias de la presente
invencién tienen una conformacién cerrada y una conformacién abierta. Las partes de
marcadores se encuentran mas separadas en la conformacion abierta que en la
cerrada, y esta diferencia es suficiente para producir un cambio detectable en al
menos una caracteristica medible. En la conformacion cerrada, las partes de
marcadores se encuentran “proximas” entre si, es decir, estan lo suficientemente cerca
como para interactuar de manera que la caracteristica medible difiera en la cantidad,
calidad o nivel detectable de la conformacion abierta, cuando no interactian de esta
manera. Por supuesto, es recomendable que la diferencia sea lo mas grande posible.
En algunos casos es recomendable que en el estado “apagado” la caracteristica
medible sea una senal tan proxima a cero como sea posible.

[0030] La caracteristica medible puede ser una sefal de luz caracteristica que resulte
de la estimulacion de al menos un miembro de un par de transferencia de energia de
resonancia fluorescente (FRET). Puede ser un cambio de color como resultado de la
accién de un par supresor de enzimas o un par cofactor de enzimas en un sustrato
para formar un producto detectable. En todos estos casos, decimos que las sondas
tienen una senal caracteristica cuyo nivel depende de si las partes de marcadores se
encuentran proximas entre si debido a que las sondas estan en la posicion cerrada o
estan separadas debido a que las sondas estan en la posicién abierta.

[0031] Como se ha afirmado, la sonda puede generar una sefial detectable tanto en la

conformacion abierta como en la cerrada. La eleccién de marcadores dicta en qué
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estado se genera una sefal o que se generen diferentes sefiales en cada
estado. Nuestros marcadores interactivos preferidos son un par de fluoréforo/extintor,
preferentemente conjugados covalentemente a la sonda, mas preferentemente a las
partes del brazo que no son complementarias a la diana. De este modo, nuestras
sondas més preferidas generan una senal fluorescente positiva de una determinada
longitud de onda cuando estan unidas a la diana en el estado abierto y son
estimuladas con una fuente de luz apropiada. Cuando nos referimos a estas sondas
también nos referimos a esta conformacion como el estado “encendido”.

[0032] Se describen aqui “tallos universales” y kits que contienen los mismos. Un tallo
universal segun esta invencion puede usarse para construir sondas segun esta
invencion para la deteccion de una u otra secuencia diana ligando o uniendo
covalentemente al tallo universal un oligonucleétido o oligonucleétidos que contengan
una secuencia complementaria a la secuencia diana deseada.

[0033] La invencion también comprende métodos de ensayo que utilizan al menos
una sonda unitaria segun la presente invencién. Los ensayos de esta invencion
pueden usarse para dianas que sean de una sola cadena o de dos cadenas. Sin
embargo, para los ensayos que incluyan un paso o pasos que puedan separar el par
de afinidad de manera independiente a la diana, s6lo serdn adecuadas las sondas
unimoleculares. Los ensayos de la presente invencidén pueden llevarse a cabo in vitro
o in vivo. Los ensayos pueden llevarse a cabo in situ en tejidos vivos o fijados sin
destruccién del tejido. Los ensayos preferidos de la presente invencién no requieren
separacion o lavado para eliminar las sondas no unidas, aunque el lavado puede
mejorar el rendimiento. Nuestros ensayos mas preferidos son ensayos homogéneos.
[0034] Los ensayos segun la presente invencion comprenden al menos anadir al
menos una sonda unitaria segun esta invencion a una muestra que pueda contener
cadenas de acido nucléico que contengan la secuencia diana, en condiciones de
ensayo apropiadas para la sonda, y determinando si hay un cambio en la
caracteristica medible de la sonda en comparacion con la caracteristica en las mismas
condiciones en ausencia de la secuencia diana. Los ensayos pueden ser cualitativos
o cuantitativos. En algunos modos de realizacion, puede ser deseable realizar un
control que no contenga diana y comparar la respuesta de la muestra con la respuesta
del control. El nivel de la sefial puede medirse para determinaciones cuantitativas. Un
cambio puede detectarse simplemente para ensayos cualitativos. Cuando se usa un
control, puede calcularse la diferencia en el cambio de sefal entre la muestra y el
control.

[0035] Los ensayos segun la presente invenciéon pueden incluir poner en contacto al

menos una sonda unimolecular de la invencién con reacciones de amplificacién u otras

18



10

15

20

25

30

35

ES 2386 007 T3

reacciones de sintesis de acido nucléico, por ejemplo: reacciones en cadena de
polimerasa, PCR, (Erlich et al., 1991); reacciones de amplificacion mediadas por
replicasa Q-beta, (Lomeli et al., 1989); reacciones de amplificacién por
desplazamiento de hebra (Walker et al., 1992); replicacion automantenida de
secuencia, 3SR, (Guatelli et al., 1990); y reacciones de transcripcién y replicacion. Las
sondas bimoleculares, como se ha afirmado arriba, no son adecuadas para su uso en
cualquier reaccion, p.ej., PCR, en la que el par de afinidad se separaria de manera
independiente a la diana; pero pueden usarse en otras reacciones, p.ej., la
transcripcion. Sin embargo, en dichas reacciones preferimos sondas unimoleculares.
Estos ensayos pueden ser cualitativos o cuantitativos. Pueden detectar diana
sintetizada en tiempo real. Por supuesto, pueden utilizarse tanto sondas
unimoleculares como sondas bimoleculares de la invencion en ensayos de reacciones
completadas.
[0036] Esta invencion también proporciona un medio para localizar y asilar diana
amplificada. Por ejemplo, utilizando una sonda preferida que contiene un par de
marcadores de fluoroforo/extintor, se pueden identificar productos de PCR,
cuantificarlos y, de manera opcional, aislarlos tras la electroforesis en un gel mediante
la estimulacion de la sonda hibridada en el gel, indicando cualquier sefal resultante la
presencia, cantidad e ubicacion de la diana. Del mismo modo, la invencidn facilita un
medio para identificar y, de manera opcional, aislar cualquier &cido nucléico deseado
de una mezcla de acidos nucléicos que es separada mediante medios fisicos, como
cromatografia o electroforesis.
[0037] Se describen aqui kits de reactivos y macromoléculas para llevar a cabo los
ensayos segun la presente invencion.
[0038] En esta descripcion nos referimos a veces a “sonda”, “diana”, “oligonucleétido”,
“acido nucléico”, “cadena” y otros términos en singular. Los profesionales del sector
entienden que muchos términos utilizados para describir moléculas pueden usarse en
singular y referirse tanto a una sola molécula como a numerosas moléculas. Por
ejemplo, aunque una secuencia diana pueda ser detectada por una sonda en un
ensayo (y de hecho cada sonda individual interactta con una secuencia diana
individual), los ensayos exigen numerosas copias de la diana. En estos casos, los
términos deben entenderse en su contexto. Tales términos no deben quedar limitados
a significar bien una sola molécula o bien multiples moléculas.
Breve descripcion de los dibujos
[0039]

La FIG. 1 es una representacion esquematica de una sonda bimolecular

preferida segun la invencién en la conformacion “cerrada”.
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La FIG. 2 es una representacion esquematica de la sonda de la FIG. 1 en
la conformacién “abierta”.

La FIG. 3 es una representacién esquematica de la sonda del Ejemplo |,
nuestra sonda unimolecular preferida.

La FIG. 4 es una representacion esquematica del uso de un tallo universal
como en el Ejemplo Il.

La FIG. 5 es una representacion esquematica de la sonda unimolecular del
Ejemplo 111

La FIG. 6 representa las curvas de desnaturalizacion térmica de las sondas del
Ejemplo 1 y lII.

La FIG. 7 es una fotografia que ilustra los resultados del Ejemplo V.

La FIG. 8 es un grafico de la cinética de hibridacion de las sondas del Ejemplo
V.

La FIG. 9 es una representacién esquematica de la sonda unimolecular con
secuencias de horquilla en los brazos, unida a la secuencia diana.

La FIG. 10 es una representacion esquematica de una sonda unimolecular

fijada o sujeta segun la invencién.

Descripcion detallada de la invencidn

[0040] Las sondas de hibridacion de la invencién se pueden fabricar a partir de ADN,
ARN o de alguna combinacion de ambos. Las sondas pueden incluir nucleotidos
modificados. Las conexiones entre nuclettidos en las sondas pueden incluir enlaces
diferentes de los enlaces fosfodiéster. La FIG. 1 muestra de manera esquematica una
version bimolecular de la sonda unitaria 1. La sonda 1 incluye una secuencia de
complemento de diana monocatenaria 2 que tiene un extremo terminal 5’ y un extremo
terminal 3’, que en la sonda bimolecular 1 incluye la secuencia 2a y la secuencia 2b,
gue juntas son complementarias a la secuencia diana preseleccionada contenida en
una cadena diana de &cido nucléico. La sonda 1 puede considerarse como una
cadena sencilla, la version unimolecular, en la que una secuencia 2 de complemento
de diana sencilla es cortada por su punto medio aproximadamente. La siguiente
descripcion describe la sonda 1 considerada de tal modo, es decir, como la versién
unimolecular, por conveniencia. De este modo, la descripcién se dirige a tanto las
versiones unimoleculares como a las bimoleculares.

[0041] Desde la secuencia 2, y unida a la misma, se encuentra un par de afinidad,
representado aqui como los brazos de oligonucleétidos 3, 4. El par de afinidad
interactla de manera reversible con suficiente fuerza como para mantener la sonda en

el estado cerrado en las condiciones de deteccién en ausencia de secuencia diana,
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pero con la suficiente debilidad para favorecer la hibridacion de la secuencia
de complemento de diana y su secuencia diana de manera termodinamica durante la
interaccion del par de afinidad. Este equilibro permite que la sonda experimente un
cambio en su conformacion del estado cerrado al estado abierto. Ademas, el par de
afinidad debe separarse so6lo cuando la sonda se una a la diana y no cuando la sonda
se una de manera no especifica.

[0042] ElI mecanismo por el que la sonda cambia de la conformacién cerrada a la
abierta se describira para el modo de realizacion en el que el par de afinidad son
brazos de oligonucleétidos complementarios, pero se deducira la generalizacion a
otros pares de afinidad. En relacién con la FIG. 1, los brazos 3, 4 se eligen de manera
gue en las condiciones de ensayo preseleccionadas, que incluyen la temperatura de
deteccion, hibridan uno con el otro, formando un tallo duplex 5, al que nos referimos a
veces como tallo de brazos. En ausencia de diana, la asociacion de los brazos 3, 4 se
favorece de manera termodinamica y se mantiene el tallo duplex 5, manteniendo a la
sonda 1 en la conformacién cerrada mostrada en la FIG. 1. En la FIG. 2, la secuencia
de complemento de diana 2 (que comprende las secuencias 2a y 2b) es hibridada a la
secuencia diana 8 del acido nucléico diana 9. Esa hibridacién forma una hélice doble
relativamente rigida de una longitud adecuada. La version bimolecular mostrada en la
FIG. 2 es una hélice rota. En las sondas de esta invencion, la formacién de una hélice
por la interaccién de la secuencia de complemento de diana y la secuencia diana se
favorece de forma termodinamica en las condiciones de ensayo a una temperatura de
deteccion y provoca la separaciéon de los brazos 3, 4, lo que tiene como resultado la
disolucion del tallo duplex 5 y el mantenimiento de la conformacion abierta mostrada
en la FIG. 2. Las regiones de brazo 3 y 4 no interactian la una con la otra para formar
el tallo duplex cuando la secuencia de complemento de diana 2 estd hibridada a la
secuencia diana 8. Puesto que la interaccién de la secuencia de complemento de
diana 2 con la secuencia diana 8 produce la separacion de los brazos 3 y 4, nos
referimos a veces a este mecanismo como un “salto”. El cambio de la conformacion
cerrada a la conformacion abierta que se produce cuando la secuencia de
complemento de diana hibrida con la secuencia diana puede producirse a pesar de la
presencia de una mella o la presencia de uno o mas nucleétidos mal emparejados.
Cabe destacar que la uniéon no especifica de la sonda no disminuye la asociacién de
los brazos de este modo. Esta caracteristica da lugar a una sefal de fondo muy baja
de sondas “abiertas” de manera poco adecuada.

[0043] El par de afinidad ilustrado en el modo de realizacion preferido de las FIG. 1y 2
es un par de secuencias de acido nucléico complementarias. Los brazos 3, 4 se eligen
de manera que el tallo duplex 5 (FIG. 1) sea un hibrido mas pequefio que el hibrido de
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la secuencia de complemento de diana 2 y la secuencia diana 8 (FIG. 2). En la
versién bimolecular, el tallo duplex 5 debe ser mas pequefio que cada parte de la
hélice rota que incluye 2a y 2b. Si se cumple esta limitacién, afirmamos que cada uno
de 2a y 2b contienen “aproximadamente la mitad” de la secuencia de complemento de
diana 2. Los pares de afinidad adecuados pueden ser conjugados a la secuencia de
complemento de diana mediante los métodos conocidos en la técnica. Nosotros
preferimos que el par de afinidad se una de manera covalente y directa a la secuencia
de complemento de diana.

[0044] Una sonda unitaria segun la presente invencion cuenta con una caracteristica
medible, que a veces llamamos sefial caracteristica o simplemente la sefial, debido al
par de marcadores. La sonda 1 incluye las fracciones de marcadores 6, 7 conjugadas
a y formando parte de la sonda 1 en el extremo 5 y 3, respectivamente, del tallo
duplex 5. Las partes de marcadores 6, 7 estan situadas de manera que su proximidad,
y por lo tanto su interaccién la una con la otra, sea alterada por la interaccién de los
brazos 3, 4. Los marcadores 6, 7 pueden conjugarse en otro sitio a los brazos 3,4 0 a
la secuencia 2 cerca de su enlace con el tallo 5, es decir, cerca de los brazos 3, 4.
Algunos marcadores interactuaran en un grado detectablemente superior cuando se
conjuguen internamente a lo largo de los brazos. Esto se debe a que no se veran
afectados por la desintegracién de los extremos.

[0045] Se puede usar mas de un par de fracciones de marcadores. Ademas, no es
necesaria una correspondencia molecular de uno a uno entre los miembros del par de
marcadores, especialmente donde un miembro pueda afectar a, o ser afectado por,
mas de una molécula de otro miembro. Las partes de marcadores adecuadas para su
uso en las sondas de la presente invencién interactian de manera que al menos una
parte pueda alterar al menos una caracteristica medible fisicamente de otra parte de
marcador de manera dependiente de la proximidad. La sefal caracteristica del par de
marcadores es detectablemente diferente segun si la sonda esta en su conformacion
abierta o en la conformacion cerrada.

[0046] Por ejemplo, en relacién con las FIGS. 1 y 2, las fracciones de marcadores
preferidas son un par de FRET, méas preferentemente un fluoréforo 7 y un extintor 6.
En ese modo de realizacion, la senal caracteristica es la fluorescencia de una
determinada longitud de onda. Cuando la sonda 1 se encuentra en el estado cerrado
(FIG. 1), la parte marcadora 6 extingue la fluorescencia de la parte 7. Cuando la parte
7 es estimulada por una frecuencia de luz adecuada, se genera una sefal fluorescente

Lk

desde la sonda en un primer nivel, que puede ser cero. La sonda 1 esta “apagada”.
Cuando la sonda 1 se encuentra en estado abierto (FIG. 2), la parte de marcador 6 se

encuentra lo suficientemente separada de la parte de marcador 7 de manera que la
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transferencia de energia de resonancia fluorescente entre ellos se impide de
manera sustancial, si no por completo. Por lo tanto, la parte de marcador 6 no es
capaz de extinguir de manera efectiva la fluorescencia de la parte de marcador 7. Si la
parte 7 es estimulada, se genera una sefal fluorescente de un segundo nivel, mas alta
que la primera. La sonda 1 esta “encendida”. La diferencia entre los dos niveles de
fluorescencia es detectable y medible. Mediante este uso de fracciones fluorescentes y
extintoras, la sonda sélo esta “encendida” en la conformacién “abierta” e indica que la
sonda estd unida a la diana mediante la emanacion de una senal facilmente
detectable. El estado conformacional de la sonda altera la sefial generada desde la
sonda mediante la regulacion de la interaccion entre los marcadores.

[0047] En los modos de realizacién en los que el par de afinidad son brazos de
oligonucledtidos complementarios, se eligen determinadas longitudes de secuencias
de complemento de diana y secuencias de brazo para el correcto funcionamiento
termodindmico de la sonda en las condiciones del ensayo de hibridacién proyectado.
Las personas con experiencia en los ensayos de hibridacién entenderan que las
condiciones pertinentes incluyen concentraciones de la sonda, la diana y solucion,
temperatura de deteccion, presencia de desnaturalizantes y exclusores por volumen, y
otros factores que influyen en la hibridacion. La longitud de la secuencia de
complemento de diana puede variar de 10 nucleétidos a aproximadamente 140
nucleétidos. En los modos de realizacién bimoleculares, cada parte de la secuencia de
complemento de diana debe tener una longitud de al menos 10 nucleétidos. El limite
inferior se establece por la distancia minima a la que no hay una diferencia detectable
en la caracteristica medible (o sefnal caracteristica) afectada por la interaccién entre
las partes de marcadores utilizadas cuando la sonda esta cerrada, de cuando la sonda
esta abierta. De ese modo, la longitud minima de la secuencia de complemento de
diana 2 para una sonda particular depende de la identidad del par de marcadores y su
conjugacion a la sonda. Nuestros grupos de marcadores preferidos son la fraccion
fluorescente acido 5-[(2-aminoetillamino]-naftaleno-1-sulfénico (EDANS) y la fraccion
de extintor acido 4 -[4-(dimetilamino)-fenilazo] benzoico (DABCYL). Para EDANS y
DABCYL, la extincibn se elimina esencialmente mediante una separacion de 60
Angstroms, que equivale en longitud a 20 pares de nucle6tidos en un acido nucléico
de doble hélice. De este modo, en el modo de realizacion preferido de las FIGS. 1y 2,
la secuencia de complemento de diana 2, que comprende a 2a y 2b, deberia ser al
menos de 20 nucledtidos de largo. Acortar la secuencia 2 debilitaria progresivamente
la senal de las sondas hibridadas, reduciendo asi la diferencia en el nivel de senal
entre las sondas abiertas y cerradas.
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[0048] La longitud maxima de la sonda es menos estricta y se determina por la
flexibilidad conocida de las moléculas de acido nucléico de doble hélice (Shore et al.,
1981). Debido a la flexibilidad en el hibrido sonda-diana, es posible que los extremos
de las moléculas de acido nucléico de doble hélice se toquen si la longitud de la doble
hélice de sonda-diana supera los 140 pares de nucleétidos aproximadamente. Como
sera evidente para los profesionales de la técnica, esta distancia puede variar segun
los acidos nucléicos en la doble hélice (ADN:ADN, ADN:ARN o ARN:ARN) y el tipo de
doble hélice formado (forma A, forma B, forma Z, etc). Por ejemplo, si la secuencia de
complemento de diana 2 (FIG. 1) es mas larga de 140 nucle6tidos aproximadamente y
se une a una diana para formar una doble hélice de ADN:ARN de forma A, puede
darse una extincién no deseable en la conformacion abierta. La extincion ocasional,
aunque puede no destruir completamente la capacidad de la sonda de generar una
sefnal detectable, tiende a degradar el rendimiento de la sonda. La extincién no
deseable puede reducirse conjugando el par de marcadores a una ubicacién diferente
de la de los extremos de los brazos u otro par de afinidad.

[0049] La longitud maxima de la secuencia de complemento de diana esta limitada
por el requisito funcional de que una sonda asume una conformacién abierta
favorecida de manera termodindmica cuando esta unida a la diana. Las secuencias de
complemento de diana excesivamente largas forman hélices dobles de sonda-diana
con una flexibilidad suficiente para que tanto la hélice sonda-diana como la hélice del
tallo de brazos puedan estar presentes en el mismo compuesto. La sonda
permaneceria entonces en estado cerrado. Por lo tanto, la longitud maxima de la
secuencia de complemento de diana debe ser lo suficientemente corta, y la hélice
sonda-diana resultante por tanto lo suficientemente rigida, para que la sonda asuma
una conformacién abierta cuando esté unida a la diana. Por las razones anteriores, la
longitud méxima de la secuencia de complemento de diana no debe exceder en
ningun caso los 140 nucledtidos aproximadamente, con lo que queremos decir dentro
del 10% de ese numero segun los factores explicados arriba.

[0050] Cuando se disefien sondas segun esta invencién, se debe prestar atencion a la
naturaleza helicoidal del ADN de doble cadena. Cuando una sonda unimolecular se
encuentra en la conformacién abierta, la separacibn maxima de las partes de
marcadores se consigue si las partes estan ubicadas en lados opuestos de la hélice
doble sonda-diana. Por ejemplo, si los marcadores estan conjugados al extremo 5’y 3’
del tallo duplex distal del enlace de la secuencia de complemento de diana, y se
espera una hélice doble de la secuencia diana-secuencia de complemento de diana de
forma B, la eleccion de secuencias de complemento de diana de 16, 26, 37, 47, 58, 68
0 79 nucleétidos de longitud conseguird la maxima separacién orientando las partes
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marcadoras en una configuracién trans en lados opuestos de la doble hélice, como
las partes de marcador 6, 7 mostradas en la FIG. 2. En este margen de tamafios,
preferimos las secuencias de complemento de diana que se encuentran de 1 a 3
nucledtidos de estas longitudes. Preferimos las secuencias de complemento de diana
que tienen una longitud en el rango de los 20 a 60 nucleédtidos. La secuencia de
complemento de diana de nuestro modo de realizacién preferido construido hasta el
momento es de 35 nucleétidos.

[0051] En los modos de realizacion preferidos que tienen secuencias de acido nucléico
como par de afinidad, las secuencias de brazo deben ser lo suficientemente largas
para que, en las condiciones del ensayo y a la temperatura de deteccién, cuando la
sonda no esté unida a una diana, los brazos estén asociados, y las partes de
marcadores se mantengan muy cerca unas de otras. Segun las condiciones de ensayo
utilizadas, las longitudes de brazo de 3-25 nucle6tidos pueden llevar a cabo esta
funcién. A menudo, un margen intermedio de 6-15 nucle6tidos es apropiado. La
longitud real se elegird en relacion con la secuencia de complemento de diana de
manera que la sonda permanezca en la conformacién cerrada en ausencia de diana y
asuma la conformacién abierta cuando esté unida a la diana. A medida que la
secuencia de complemento de diana aumenta su tamafo hasta 100 nucledétidos, la
longitud del brazo puede aumentar hasta 15-25 nucleétidos. Por encima de la
secuencia de complemento de diana de 100 nucleétidos de longitud, la longitud del
brazo no aumenta mas.

[0052] Cuando se usan secuencias de oligonucleétidos como par de afinidad, el limite
superior de la longitud de los brazos se rige por dos criterios relacionados con la
termodindamica de las sondas segun la invencién. Primero, preferimos que la
temperatura de fusion del tallo del brazo, en las condiciones del ensayo, sea superior a
la temperatura de deteccion del ensayo. Preferimos tallos con temperaturas de fusién
al menos 5°C superiores a la temperatura del ensayo y, mas preferentemente al
menos 10 °C superior.

[0053] Segundo, la energia liberada mediante la formacion del tallo debe ser menor
que la energia liberada mediante la formacion del hibrido de secuencia diana-
secuencia de complemento de diana de manera que la apertura de la sonda mediante
la diana sea favorecida de manera termodinamica. Asi, la temperatura de fusién del
hibrido secuencia diana-secuencia de complemento de diana es mayor que la
temperatura de fusion del tallo. Por lo tanto, las secuencias de brazo deben ser mas
cortas que la secuencia de complemento de diana. En los modos de realizacién
bimoleculares, como ya se ha afirmado, las secuencias de brazo deben ser mas cortas
que cada parte de la secuencia de complemento de diana.
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[0054] Por lo tanto, la temperatura de fusién del tallo de brazos debe estar por
encima de la temperatura del ensayo, de manera que la sonda no se abra antes de
gue la secuencia de complemento de diana hibride con la diana, pero suficientemente
por debajo de la temperatura de fusién del hibrido, completo o fragmentado, de la
secuencia de complemento de diana con la secuencia diana para asegurar el correcto
funcionamiento de la sonda vy, asi, la generacion de una senal detectable. Preferimos
una temperatura de fusién del tallo de brazos de al menos 5°C, mas preferentemente
al menos 10 °C, por encima de la temperatura del ensayo y al menos unos 20 °C por
debajo de la temperatura de fusion del hibrido de la secuencia de complemento de
diana con la secuencia diana.

[0055] Un experto en la técnica se dara cuenta de que estos parametros variaran con
las condiciones del ensayo de hibridacién y de que esas condiciones deben ser
consideradas a la hora de disefias las secuencias de acido nucléico de sondas de la
presente invencién. Dicho de otra manera, la sonda debe construirse para que
funcione como se ha descrito arriba en las condiciones del ensayo en el que se vaya a
usar para que se trate de una sonda segun la presente invencion. Una construccion
determinada puede ser una sonda segun esta invencién para un conjunto de
condiciones de ensayo pero no para otro conjunto de condiciones de ensayo. La
longitud de los brazos y su contenido de guanosina-citidina afectan a la temperatura
de fusion del tallo duplex. Para una temperatura de fusion deseada, en unas
condiciones de ensayo determinadas, los profesionales de la técnica pueden calcular
facilmente una longitud y un contenido de guanosina-citidina de los brazos. La
temperatura de fusién del tallo duplex de la sonda puede determinarse empiricamente
para unas condiciones de ensayo dadas utilizando los métodos descritos a
continuacion en el Ejemplo IV.

[0056] Vemos estos parametros como consideraciones de disefio que son Utiles como
directrices. Puesto que el comportamiento de las sondas en soluciones compuestas
no puede siempre predecirse con seguridad, las pruebas empiricas son muy utiles
para confeccionar sondas segun la invencién para funcionar de manera 6ptima en
unas condiciones de ensayo determinadas, es decir, para maximizar la diferencia de la
sefal de encendido frente a la sefal de apagado vy, si se desea, minimizar el nivel de
la sefal de apagado.

[0057] En determinados modos de realizacion preferidos, la secuencia de cada brazo
forma una estructura interna secundaria, como un tallo en estructura de horquilla,
cuando la sonda esta abierta. Se ilustra una sonda unitaria 90 de este disefio en la
FIG. 9. La sonda 90 es unimolecular, pero esta caracteristica del disefio se aplica

también a las sondas bimoleculares. Una vez que la secuencia de complemento de
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diana 91 se ha unido a la secuencia diana 92 de la diana 93 y han formado una
hélice sonda-diana, los brazos 94, 95 se separan, y se genera una sefial mediante la
separacion de las fracciones de marcadores 96, 97. La conformacién abierta mostrada
en la FIG. 9 esta estabilizada porque los brazos abiertos 94, 95 se pliegan sobre si
mismos para formar las horquillas 98, 99. Las horquillas estdn compuestas de
secuencias complementarias vecinas que forman un tallo que tiene al menos 3 pares
de nucledtidos de longitud. Esto estabiliza la conformacion abierta, porque se libera
energia adicional cuando cada brazo separado 94, 95 forma una estructura de
horquilla interna. Ademas, los brazos que contienen estas estructuras de horquilla se
acortan de forma efectiva y de ese modo es menos probable que interactian entre si.
Con esta caracteristica, es posible utilizar brazos, en el intervalo de los 10-25
nucleétidos, que son relativamente mas largos de lo que resultaria apropiado para
que los brazos sin esta caracteristica mantuvieran las partes de marcadores mas
unidas en la conformacién cerrada. Por consiguiente, las sondas con esta
caracteristica pueden presentar una sefial mas definida debido al nivel mas bajo de
fondo en la conformacién cerrada.

[0058] Otro medio para estabilizar la conformacion abierta es que una o ambas
secuencias de brazo sea al menos parcialmente complementaria a las secuencias
adyacentes a la secuencia diana. Las secuencias complementarias pueden situarse en
el brazo en una ubicacién proximal o distal de la unién del brazo y la secuencia de
complemento de diana. Ademas, una secuencia de brazo puede ser completamente
complementaria a las secuencias adyacentes a la diana sin establecer restricciones
indebidas al disefio de una sonda elaborada para una diana especifica. Esta
caracteristica aumenta la estabilidad termodinamica de la conformacion abierta.
Observamos que aunque algunas partes de los brazos puedan ser complementarias a
la diana, la interaccion de la secuencia de complemento de diana con la secuencia
diana debe ser suficiente para cambiar la sonda a la conformacion abierta. Esta
caracteristica del disefio se aplica tanto a los modos de realizacion unimoleculares
como a los modos de realizacién bimoleculares.

[0059] Las FIGS. 1-5 muestran nuestro par de marcadores preferido como una parte
luminiscente (7, 37, 46, 55) y una parte extintora (6, 38, 45, 56). Se puede utilizar
cualquier par de marcadores para generar una senal donde un miembro del par pueda
alterar de manera detectable al menos una caracteristica medible fisicamente del otro
cuando estdn muy cerca, pero hasta un punto diferente cuando estan separados.
Alternativamente, ambos miembros pueden alterar de manera detectable tal

caracteristica de un miembro cuando se encuentran muy cerca, pero de manera
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diferente cuando estan lejos. Ademas, es necesario que los marcadores estén
conjugados a la sonda.

[0060] Los marcadores luminiscentes que deben emparejarse con los extintores
adecuados pueden elegirse de cualquiera de las siguientes categorias conocidas: un
marcador fluorescente, un marcador radioluminiscente, un marcador
quimioluminiscente, un marcador bioluminiscente y un marcador
electroquimioluminiscente. El uso de multiples partes de extintores con una sola parte
luminiscente aumentara la extincion. En este caso, un par de marcadores comprende
una parte fluorescente “emparejada” con varias partes extintoras, otros pares de
marcadores utiles incluyen una enzima indicadora y el inhibidor apropiado.

[0061] Aunque no se prefiere, un par util de marcadores puede generar una sefnal en
la conformacién cerrada y estar inactivo en la conformacion abierta. Los ejemplos de
tales pares son una enzima y su cofactor y fragmentos o subunidades de enzimas que
deben estar cerca unos de otros para que la enzima esté activa. En los modos de
realizacion de este tipo, la conformacién cerrada es el estado “encendido”.

[0062] Nuestros marcadores favoritos se eligen de manera que la transferencia de
energia de resonancia fluorescente sea el modo de interaccion entre los dos
marcadores. En esos casos, la caracteristica fisica medible de los marcadores podria
ser una disminucion en la vida del estado de excitacion de un marcador, la completa o
parcial extincién de la fluorescencia de un marcador, un aumento de la fluorescencia
de un marcador o una despolarizacion de la fluorescencia de un marcador. Los
marcadores pueden excitarse con una banda de radiacién de longitud de onda
estrecha o ancha. Del mismo modo, la radiacion emitida puede ser observada en un
intervalo estrecho o amplio de longitudes de onda, bien con la ayuda de un
instrumento, o bien mediante observacién visual directa. Los ejemplos de tales pares
son  fluoresceina/sulforodamina 101,  fluoresceina/butanoato  de  pireno,
fluoresceina/fluoresceina, acridina/fluoresceina, acridina/sulforodamina 101,
fluoresceina/etenoadenosina, fluoresceina/eosina, fluoresceina/eritrosina y
antranilamida-3-nitrotirosina/fluoresceina. Seran evidentes otros pares de marcadores
para los profesionales del sector.

[0063] Nuestras sondas preferidas, tanto unimoleculares como bimoleculares,
descritas mas especificamente en los Ejemplos, permiten la deteccién de la
hibridacion a simple vista y s6lo se necesita una lampara ultravioleta simple como
dispositivo de excitacion. Estas sondas cumplen los siguientes criterios: sélo una parte
de marcadores es fluorescente, y su fluorescencia es visible a simple vista; la otra
parte de marcadores extingue esta fluorescencia de una forma extremadamente

eficaz; y no se produce una extincién significativa a distancias superiores de dos
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vueltas de una hélice doble de &cido nucléico aproximadamente. Por supuesto,
pueden usarse multiples copias de una o ambas partes de los marcadores.

[0064] Nuestro marcador fluorescente preferido es EDANS y nuestra parte de
extincion preferida es DABCYL. El espectro de absorcién del DABCYL tiene una
buena coincidencia con el espectro de emision del EDANS, dando lugar a una
transferencia de energia muy eficiente. Se ha demostrado que se puede lograr una
reduccién de 40 veces la fluorescencia de EDANS al unirla a DABCYL a través de un
espaciador de octapéptidos, y una reduccion de mas de 200 veces en la fluorescencia
uniendo EDANS directamente a DABCYL. Ademas, no se da la extincion de la
fluorescencia de EDANS por DABCYL a distancias superiores a 60 Angstroms.
Finalmente, DABCYL no tiene fluorescencia propia (Matayoshi et al., 1990; Wang et
al., 1991).

[0065] Se conjugan EDANS y DABCYL a la sonda en la regién de los brazos de
oligonucledtidos u otro par de afinidad. En nuestras sondas preferidas hasta la fecha,
tanto unimoleculares como bimoleculares, EDANS y DABCYL se unen covalentemente
a los extremos libres 5’ y 3’ de los brazos, en posicidn distal al enlace de los brazos y
la secuencia de complemento de los brazos. Por supuesto, las posiciones de EDANS y
DABCYL en los extremos 5’ y 3’ respectivamente, pueden invertirse. Las partes de
EDANS y DABCYL pueden conjugarse a cualquier posicién a lo largo de las porciones
terminales de la sonda, siempre que se encuentren préximas entre si en la
conformacion cerrada de la sonda, y lo suficientemente separadas una de otra en la
conformacion abierta.

[0066] En relacion con la FIG. 1, situar las partes de marcadores a lo largo del tallo
duplex 5, en lugar de en los extremos libres 5’ y 3’ de los brazos, puede aumentar la
interaccién entre las partes de marcadores cuando la sonda se encuentra en la
conformacion cerrada. Es bien sabido que los nucleétidos terminales de una hélice
doble se desenredaran y rehibridan de forma aleatoria a una velocidad que depende
de la temperatura. Por lo tanto, situar las partes de marcadores de manera interna a lo
largo del tallo tendra como resultado una separacion menor de las partes debida a que
los extremos se desenreden.

[0067] Cuando se sitlan los marcadores a lo largo del tallo duplex, debe prestarse
atencién a la estructura helicoidal del tallo duplex. Las partes de los marcadores
pueden estar conjugadas a los nucleétidos escalonados a lo largo de cada brazo de
manera que cuando los brazos se anillen, las partes de marcadores se encuentren en
el mismo lado de la hélice de tallo duplex. Esta ubicacion maximizara todavia mas la

interaccién de las partes de marcadores en la conformacién cerrada.
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[0068] Como se ha afirmado con anterioridad, se pueden utilizar multiples
marcadores, p.ej., multiples partes de EDANS y DABCYL. El uso de mudltiples
marcadores, en algunos casos, permite ensayos con una mayor sensibilidad. Por
ejemplo, cuando el par de afinidad son brazos de oligonucle6tidos, se puede lograr
una multiplicidad de marcadores distribuyendo un nimero de partes de EDANS en un
brazo y un numero correspondiente de partes de DABCYL en el otro brazo, de manera
que cada parte de EDANS puesta estar cerca de una parte de DABCYL cuando se
forma la hélice del tallo de los brazos. También se puede lograr una multiplicidad
uniendo covalentemente multiples marcadores a los brazos, de manera que imiten un
racimo de uvas. No debe usarse una multiplicidad de marcadores con partes de
marcadores que se extingan a si mismas. En la aplicacion preferida, puede mejorarse
la extincion en la conformacién cerrada ubicando una sola parte de EDANS en un
brazo y multiples partes de DABCYL en el otro brazo de manera que cuando se forma
la hélice del tallo, al menos una parte de DABCYL sea adyacente a una parte de
EDANS en un momento dado.

[0069] La conjugacion de las partes de marcador con cualquier ubicacion en la sonda
debe ser estable en las condiciones del ensayo. La conjugacién debe ser covalente,
forma que nosotros preferimos. Los ejemplos de conjugacién no covalente incluyen,
sin caracter limitativo, enlaces i6nicos, intercalacion, unién ligando-proteina e
interacciones hidrofdbicas e hidrofilicas. De manera apropiada, seran evidentes los
medios estables de asociacién de las partes de marcadores a las sondas para los
profesionales del sector. El uso del término “conjugacion” aqui engloba todos los
medios de asociacion de las partes de marcadores a la sonda que sean estables en
las condiciones de uso. Consideramos que las partes de marcadores conjugadas de
manera estable se incluyen en la molécula de la sonda a la que se conjugan.

[0070] A veces conjugamos partes de marcadores a las sondas mediante enlace
covalente a través de espaciadores, preferentemente espaciadores de alquilo lineales.
La naturaleza del espaciador no es critica. Por ejemplo, EDANS y DABCYL pueden
unirse mediante espaciadores de alquilo de seis carbonos, conocidos y cominmente
utilizados en la técnica. Los espaciadores de alquilo aportan a las partes de
marcadores una flexibilidad suficiente para interactuar entre si para una eficaz
transferencia de energia de resonancia fluorescente, y como consecuencia, una
extincion eficiente. Los componentes quimicos de los espaciadores adecuados seran
evidentes para los profesionales de la técnica. La longitud de un espaciador de cadena
de carbono puede variar de forma considerable, al menos de 1 a 15 carbonos. Sin
embargo, en el caso de multiples marcadores conjugados a un brazo en configuracién

de “racimo de uva”, es deseable un espaciador bifurcado multiple.
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[0071] Las sondas de hibridacion y los tallos universales de la presente
invencion pueden comprender moléculas de &cido nucléico que pueden unirse
mediante los métodos de sintesis en fase soélida comunmente conocidos, mediante
ligamiento de secuencias sintéticas o fragmentos de restriccion o mediante la
combinacion de estas técnicas. Las sondas mas simples pueden unirse mediante
sintesis de un solo oligonucleétido que comprende una secuencia de brazo que
flanquea la secuencia de complemento de diana. Las partes de marcadores son
entonces conjugadas a los extremos de los oligonucleétidos. Se puede preparar una
sonda bimolecular como dos oligonucleétidos marcados y sintetizados por separado.
Se puede convertir una sonda bimolecular en la sonda unimolecular correspondiente
uniendo las porciones de secuencia de complemento de diana, como mediante el
ligamiento en un puente. La sintesis directa es especialmente apropiada en los casos
en los que se puede llevar a cabo con un rendimiento aceptable.

[0072] El uso de una combinacién de sintesis y ligamiento es ilustrado mediante la
reunion de una sonda de ADN unimolecular a partir de dos oligodeoxinucleétidos
sintetizados directamente. Un oligonucleétido contiene la secuencia de complemento
de diana, una secuencia del primer brazo completo unido covalentemente a una de las
partes del marcador, y una parte de la secuencia del segundo brazo. El brazo y la
parte del brazo de este oligonucleétido hibridan entre si. El segundo oligonucleétido
comprende el resto de la secuencia del segundo brazo unido covalentemente a la otra
parte de marcador. El segundo oligonucleétido es complementario a la regién del
primero saliente y no hibridada. Los dos oligonucle6tidos se anillan entre si.
Finalmente, la sonda se compone mediante ligamiento del compuesto anillado.

[0073] Alternativamente, se sintetizan los dos oligonucle6tidos, comprendiendo cada
uno una parte sustancial, “aproximadamente la mitad” segun nuestro uso del término,
de la secuencia de complemento de diana, una secuencia de brazo situada en 5’ en un
oligonucledtido y en 3’ en el otro y partes de marcadores adecuados. Si se desea una
sonda unimolecular, estos dos oligonucleétidos se anillan a través de un
oligonucledtido puente y se ligan. A continuacion, se purifica la sonda desde el puente
mediante purificacion en gel u otros medios conocidos en la técnica. Si se desea una
sonda bimolecular, la sonda se compone mediante el anillado de dos oligonucledétidos.
[0074] Se describen aqui kits que contienen un tallo universal e instrucciones para
usar el tallo universal para preparar sondas segun la invencién para la detecciéon de
una variedad de secuencias diana preseleccionadas. El tallo universal comprende
partes de regiones de brazos, cada una conjugada a un miembro del par de
marcadores. En su uso para la fabricacibn de sondas unimoleculares segun esta

invencién, el tallo puede proporcionarse y usarse como una unidad, con los brazos
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hibridados el uno con el otro, de manera que se forma un extremo de enlace del
duplex, que comprende grupos reactivos. De modo opcional, el extremo de enlace
puede incluir un saliente o extremo romo ligable. Alternativamente, otros agentes de
enlace bioquimicos, o agentes quimicos, pueden estar presentes en los extremos de
enlace 5’y 3 del tallo universal. El ligamiento quimico puede implicar grupos reactivos,
como hidroxilo, fosfato, sulfhidrilo, amino, alquil fosfato, alquilamino o hidroxil alquilo.
Preferimos los grupos reactivos de modo covalente.

[0075] Es ventajoso tener el tallo universal hibridado en el momento en el que se
prepara la sonda, porque esto evita automaticamente unir la misma region del brazo a
ambos extremos de la sonda. Sin embargo, de modo alternativo, el tallo universal no
necesita estar hibridado durante la preparacion de la sonda si se usan reacciones de
unién mutuamente excluyentes para cada porcion del brazo. En el dltimo caso, las
partes del brazo pueden mantenerse separadas para la reacciéon secuencial, pero aun
nos referimos a las porciones de brazo como un tallo universal. En la preparacién de
sondas bimoleculares, y en la preparacion de sondas unimoleculares mediante
ligamiento de sondas bimoleculares, preferimos que las dos partes del tallo se faciliten
y se usen por separado.

[0076] Se describen aqui tallos universales que comprenden partes de brazo de
oligonucledtidos de 5 a 20 nucleétidos de longitud. Los nucleétidos de las partes de
brazo en el tallo universal no necesitan estar implicados en el reconocimiento de la
secuencia diana y no lo estaran excepto en casos especiales, tal y como se entendera.
El tallo s6lo tiene que participar en la regulacién del estado conformacional de la sonda
unitaria. Los tallos universales aqui descritos incluyen pares de FRET como
marcadores, mas preferentemente EDANS y DABCYL, cada uno conjugado a un
extremo del tallo duplex, distal al extremo de enlace, como se describe a continuacion.
Hemos preparado los dos oligonucleétidos de tallo universal mediante sintesis en
estado solido. Sin embargo, las secuencias naturales con una longitud y una
temperatura de fusién adecuadas también pueden adaptarse para su uso como tallos.
[0077] Como reconocerd un profesional de la técnica, los tallos que tienen
oligonucledtidos que comprenden una secuencia saliente que es complementaria a si
misma pueden provocar la asociacion no deseable de dos tallos. De ese modo, se
prefiere, aunque no sea un requisito, evitar el uso de oligonucleétidos que formen tales
dimeros.

[0078] El uso de un tallo universal puede incluir la sintesis de un oligonucleétido que
comprenda una secuencia de complemento de diana flanqueada por las partes
restantes de las secuencias de brazos de la sonda final. Este oligonucle6tido hibrida

por si mismo mediante las partes de brazos restantes, creando un extremo enlazable.
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Si el tallo universal incluye un saliente, el oligonucle6tido deberd tener un saliente
complementario al saliente del tallo universal. Este oligonucle6tido es entonces unido
al tallo universal, preferentemente mediante ligamiento enzimético o quimico, como se
ha descrito arriba. De ese modo, el tallo universal es incorporado al tallo de sonda final
de una sonda unimolecular.

[0079] Un tallo universal resulta especialmente beneficioso para los investigadores
que deseen disefiar una variedad de sondas unimoleculares o bimoleculares. Los
tallos universales pueden formar parte de un kit que comprenda uno o mas tallos e
instrucciones para preparar los oligonucleétidos de secuencia de complemento de
diana apropiados, o los fragmentos de restriccién apropiados, y su union posterior a un
tallo. Las instrucciones deben describir las partes de las secuencias de brazos, si las
hay, requeridas para flanquear la secuencia de complemento de diana y formar los
extremos enlazables adecuados descritos arriba. Un kit puede incluir numerosos tallos
universales variando en la temperatura de fusién y/o la longitud del tallo de sonda final
que se formara. El kit puede tener un oligonucleétido de tallo comudn y mdultiples
versiones de otro oligonucle6tido de tallo variando su longitud. De este modo, el kit
puede incluir tallos adecuados para la preparacién de sondas con diversas longitudes
de secuencia diana o con la misma secuencia diana para su uso en una variedad de
condiciones de ensayo diferentes preseleccionadas. Las instrucciones en el kit de
tales caracteristicas dirigiria al usuario al tallo universal adecuado para su uso con una
determinada secuencia de complemento de diana segun los principios aqui expuestos.
Los kits también pueden incluir, de modo opcional, enzimas y reactivos, de manera
que el usuario del kit pueda usar facilmente el tallo universal para disefiar y preparar
sondas.

[0080] Los ensayos de acuerdo con la presente invencién, que pueden ser cualitativos
o cuantitativos, no requieren lavado para eliminar las sondas no unidas. Un ensayo
segun esta invencion puede comprender asi anadir una sonda unitaria segun esta
invencion a una muestra que pueda contener cadenas que contengan secuencia diana
y determinar si se produce la sefal detectable o no en las condiciones de ensayo a la
temperatura de deteccion. Se prefieren los ensayos homogéneos, aunque las sondas
segun esta invencién pueden usarse en ensayos de hibridacion heterogénea. Se
puede realizar un control sin secuencia diana de manera simultanea, en cuyo caso se
puede comparar la generacion de sefial de la muestra y del control, bien de forma
cualitativa o cuantitativa, midiendo ambas y calculando la diferencia. Los ensayos de
esta invencion incluyen la deteccion en tiempo real y en el punto final de productos
especificos monocatenarios o bicatenarios de reacciones de sintesis de acido

nucléico, como la transcripcion, la replicacion, la reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR), la replicacion automantenida de secuencia (3SR), reaccion de
amplificacién por desplazamiento de hebra (SDA) y la reaccién de amplificacién
mediada por replicasa Q-beta. En los ensayos en los que las sondas unitarias se
sometan a fusién u otra desnaturalizacion, las sondas deben ser unimoleculares.
[0081] Los ensayos cuantitativos pueden emplear los métodos cuantitativos conocidos
en la técnica. Un punto final de una muestra puede compararse a puntos finales de
una serie de diluciones diana, por ejemplo. Ademas, se pueden tomar lecturas con el
paso del tiempo y compararlas con las lecturas de un control positivo o negativo, o
ambos, o compararlas con las curvas de uno 0 mas miembros de una serie de
diluciones diana.

[0082] Los ensayos segun la presente invencion incluyen la deteccion in situ,
cualitativa o cuantitativa, de &cidos nucléicos en, por ejemplo, tejidos fijados sin
destruccién del tejido. Puesto que se puede utilizar un gran exceso de sondas sin
necesidad de lavado y sin generar una gran sefal de fondo, los ensayos in situ de
esta invencion son especialmente Utiles. Los ensayos de hibridacion in situ, segun esta
invencién incluyen “pintado cromosoémico”, para el mapeo de cromosomas, y para la
deteccion de anomalias cromosémicas (Lichter et al., 1990).

[0083] Los ensayos de esta invencion incluyen ensayos in vivo. Se puede usar un gran
exceso de sondas sin la necesidad de lavado. Los ensayos pueden ser para dianas
bicatenarias, asi como para dianas monocatenarias. Las sondas segun la presente
invencién son utiles como “colorante vital” (agentes que pueden tefiir constituyentes
especificos de células sin matarlas) en ensayos para la deteccién de dianas in vivo.
Pueden usarse en ensayos para localizar acidos nucléicos especificos entre diversas
células vivas u orgénulos en células vivas. Pueden utilizarse en ensayos para
identificar tipos especificos de células en un tejido o en un organismo vivo. En los
ensayos segun la presente invencién, las sondas pueden situarse en el interior de las
células segun las técnicas conocidas, p.ej., mediante liposomas o haciendo que las
membranas celulares sean porosas para las moléculas de acido nucléico.

[0084] Mediante el uso de multiples sondas que generen sefales detectables
diferentes y que no interfieren, p.ej., fluorescencia con diferentes longitudes de onda o
fluorescencia y formacion de productos tefidos, los ensayos de esta invencion pueden
detectar multiples dianas en un solo ensayo. Ademas, pueden usarse mdultiples
sondas, cada una de ellas especifica para diferentes regiones del mismo acido
nucléico diana, pero teniendo el mismo par de marcadores, para aumentar la sefal. Si
se usan multiples sondas para una misma diana, deben unirse a la diana de manera

qgue las sondas vecinas no se extingan unas a otras.
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[0085] Ademas, se pueden disefar sondas especiales segln esta invencién
para detectar multiples secuencias diana. Si se incorporan multiples secuencias de
complemento de diana a una sonda, el disefio de la sonda debe hacerse de forma que
la hibridacién de cualquiera de las secuencias con su diana haga que la sonda cambie
de la conformacion cerrada a la conformacion abierta.

[0086] Determinados modos de realizacién preferidos de ensayos segun la presente
invencion comprenden la adicion de sondas segun esta invenciéon a una muestra y la
visualizacién a simple vista para la deteccién de una secuencia especifica de &cido
nucléico diana en la mezcla compleja. Mediante la comparacion con los estandares
positivos o los resultados obtenidos con los estandares positivos, la visualizacién
puede ser cuantitativa de manera aproximada. En determinadas situaciones, como en
el caso de desear informacion sobre el tamafo de un &cido nucléico, el &cido nucléico
en la muestra puede ser primero fraccionado mediante electroforesis en gel no
desnaturalizante, y luego el gel mismo puede someterse a ensayo directamente.
Alternativamente, se puede llevar a cabo la hibridacién en fragmentos de restriccion,
bien sin fraccionamiento o bien antes del fraccionamiento, como en el Ejemplo VI.
[0087] De este modo, con esta invencion se puede eliminar la necesidad de
procedimientos a menudo utilizados como la técnica de Southern y Northern Blot
(Sambrook et al., 1989). Sin embargo, las sondas de la presente invencién son
también muy Utiles en tales ensayos heterogéneos. Un gran inconveniente de estos
ensayos, como es la necesidad de lavado a fondo para reducir la sefial de fondo de las
sondas que no han hibridado con la diana, se mejora mediante el uso de las sondas
de esta invencion.

[0088] Nuestras sondas preferidas, tanto unimoleculares como bimoleculares, emanan
un alto nivel de sefal positiva s6lo en la conformacion abierta unidos a la diana,
mientras que emiten una sefal escasa o nula en la conformacién cerrada. Ademas,
nuestras sondas preferidas no asumen la conformacion abierta a menos que estén
unidas a la diana, y permanecen cerradas cuando se unen de manera no especifica.
Como se ha descrito arriba, esto lleva a una senal de fondo que es inexistente o muy
baja de forma natural. Por lo tanto, el uso de estas sondas simplifica enormemente los
ensayos convencionales heterogéneos porque 0 no se requiere lavado, o se requiere
un lavado suave y poco riguroso para reducir la sefial de fondo presente tras la
hibridacion. Ademas, las hibridaciones convencionales se pueden llevar a cabo en
condiciones generalmente menos rigurosas.

[0089] Las sondas segun la invencién se abren muy rapidamente en el momento de
interaccién con una secuencia diana. La capacidad de interactuar depende de la

concentracion, tal y como reconoceran los expertos en ensayos de hibridacién. Las
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condiciones del ensayo podran elegirse de manera que las sondas respondan a la
presencia de acidos nucléicos diana y generen la sefial muy rapidamente. Debido a
esto, los ensayos segun la presente invencién incluyen el control en tiempo real de la
produccion de &acidos nucléicos especificos. Los procesos de sintesis como la
transcripcion, replicacion o amplificacion pueden vigilarse incluyendo sondas en la
mezcla de reaccion y midiendo la fluorescencia de manera continua o intermitente. Se
usan las sondas en un exceso considerable de manera que las sondas relativamente
abundantes encuentren sus dianas en las cadenas de &cido nucléico nacientes antes
de que las dianas sean secuestradas por la uniéon de cadenas complementarias.

[0090] El uso de las sondas de esta invencidn en ensayos para la identificacion de
productos de las reacciones de amplificacién de acido nucléico elimina generalmente
la necesidad de un andlisis posterior a la amplificacién para detectar los productos
deseados y diferenciar los productos deseados de las reacciones secundarias o
productos de fondo no deseados. Por supuesto, las sondas segun la invencién pueden
anadirse al final de un proceso de sintesis para una deteccién de punto final de
productos. En los ensayos para controlar el progreso de una reaccion de amplificacion,
las sondas pueden estar presentes durante la sintesis. La presencia de las sondas
mejora el margen de exactitud, precisiébn y margen dinamico de las estimaciones de la
concentracion de acido nucléico diana. Las reacciones en tubos cerrados pueden
controlarse sin abrir los tubos. Por tanto, los ensayos que utilizan estas sondas pueden
limitar el nUmero de falsos positivos, porque la contaminacién puede ser limitada.

[0091] Las sondas unimoleculares segun la invencion son especialmente Utiles en
ensayos para el seguimiento de reacciones en cadena de polimerasa, puesto que las
sondas segun esta invencion pueden abrirse y cerrarse con una velocidad superior a
la velocidad del ciclo térmico. Una sonda, preferentemente una que esté “apagada” en
la posicién cerrada, y que incluya una secuencia de complemento de diana que
presente complementariedad con un producto de la amplificacién esperado, se incluye
en una mezcla de reaccién en cadena de polimerasa. En este modo de realizacién, la
sonda tiene tal temperatura de fusion que permanece cerrada en las condiciones de
reaccion a la temperatura de anillamiento de la reacciéon en cadena de polimerasa. La
sonda puede permanecer cerrada, aunque no es necesario, a la temperatura de
extensién, si ésta es superior a la temperatura de anillamiento. A la temperatura de
anillamiento, la secuencia de complemento de diana hibrida con su diana y la sonda
genera sefal. Durante la disminucion desde la temperatura de desnaturalizacion a la
temperatura de anillamiento y una vez a la temperatura de anillamiento, las sondas
fundidas (es decir, abiertas), que no encuentran su diana se cierran rapidamente a

través de un evento intramolecular. La sefal, p.ej., la fluorescencia, puede por lo tanto
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leerse a la temperatura de anillamiento. También es posible programar una
temperatura diferente en el ciclo de reaccion a la que se lea la fluorescencia. En el
disefio de una sonda para su uso en una reaccion de PCR, se elegiria naturalmente
una secuencia de complemento de diana que no sea complementaria a uno de los
cebadores de PCR.

[0092] Algunas sondas pueden ser desplazadas de su secuencia diana mediante el
anillamiento de la cadena complementaria del producto, como los cebadores de PCR.
Esto puede evitarse aumentando la concentracién de sondas o disefiando una
asimetria en la sintesis de las cadenas de los productos en la reaccion en cadena de
polimerasa. En la amplificacién asimétrica, se sintetiza una parte mayor de la cadena
que contiene la diana en relacion con la sintesis de la cadena complementaria.

[0093] Del mismo modo, otros esquemas de amplificacion de acido nucléico (véase
Landegren, 1993, para una revision) pueden ser vigilados, o0 sometidos a ensayo, con
modos de realizacién de las sondas de esta invencién. Pueden utilizarse las sondas
apropiadas, por ejemplo, en reacciones de amplificacion mediada por replicasa Q-
beta, replicacion automantenida de secuencia, amplificacion basada en la
transcripcién, y amplificacion por desplazamiento de hebra, sin ninguna modificacion
en el esquema de amplificacion.

[0094] Determinados modos de realizacién de ensayos segun la presente invencién
utilizan multiples sondas de hibridacién unidas a una superficie o superficies sélidas.
Puesto que se usan sondas de la invencién, no es necesario un lavado. Cuando las
sondas estan unidas a una superficie sélida, nos referimos a ellas como “sondas
sujetas”. Se muestra una sonda de este tipo en la FIG. 10, la cual muestra una sonda
101 que tiene una secuencia de complemento de diana 104, los brazos
complementarios 105y 106, y un par de marcadores 107, 108 conjugados a los brazos
105, 106. La sonda 101 esta sujeta a la superficie sélida 103 mediante una fraccién de
unién 102. La fraccion de union 102 puede ser covalente o no covalente. Preferimos el
enlace covalente. Se puede utilizar cualquier tipo de superficie 103, incluyendo perlas,
membranas, pocillos de microvaloracion, y tiras reactivas. Preferimos las superficies
gue son neutrales con respecto a los componentes de la sonda, es decir, superficies
que no interactuan con los acidos nucléicos, no interactdan con los marcadores y no
interfieren con la sefial de la sonda. Un ejemplo de tal superficie seria una superficie
recubierta con un agente siliconizante.

[0095] Una superficie util no interfiere de forma significativa con: a) la capacidad del
par de afinidad, preferentemente secuencias de brazos, de la sonda de mantener la
conformacion cerrada; b) la hibridacién de la secuencia de complemento de diana a la
diana; c) la capacidad del par de afinidad de permanecer desplazado, preferentemente
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de las secuencias de brazo de la sonda para permanecer no hibridadas entre si
en la conformacién abierta; d) la interaccion de partes de marcadores cercanos en la
conformacion cerrada, preferentemente la extincion de una parte luminiscente por la
parte extintora; y €) la accién de las partes de marcadores en la conformacién abierta,
preferentemente la capacidad de la parte luminiscente de producir luminiscencia
cuando se estimula con luz de una frecuencia apropiada. Tales superficies son
conocidas en la técnica.

[0096] Las sondas de esta invencion pueden sujetarse mediante numerosas
fracciones moleculares de enlace 102 conocidas por aquellos expertos en la técnica.
Por ejemplo, una parte de enlace adecuada 102 comprende una cadena de alquilo o
una cadena de oligonucleétidos (como la oligouridine). Preferimos las partes de
enlace de oligonucleétidos porque se incorporan facilmente a las sondas. Como
apreciaran los expertos en la técnica, la secuencia de nucleétidos de tal fraccién de
enlace de oligonucleétidos no debe ser sustancialmente complementaria a ninguna
otra secuencia de la sonda.

[0097] Las sondas sujetas son utiles, de manera ventajosa, en ensayos para la
determinacion simultanea de un conjuntos predeterminado de secuencias diana. Por
ejemplo, puede prepararse una serie de sondas luminiscentes, comprendiendo cada
una de ellas una secuencia de complemento de diana diferente. Cada sonda puede
unirse a la misma superficie de apoyo, como una tira reactiva, en su propia
localizacién predeterminada. Tras entrar en contacto con el soporte y la muestra en
condiciones de hibridacion, el soporte puede estimularse con luz de una frecuencia
apropiada. Se producird la luminiscencia en aquellas localizaciones en las que las
sondas sujetas hayan formado hibridos con moléculas diana de la muestra.

[0098] Tales ensayos resultan especialmente Utiles en situaciones clinicas, p.ej., en
las que un paciente tiene una infeccién obvia, y el médico necesita saber la identidad
del agente infeccioso para prescribir un tratamiento efectivo con rapidez.

[0099] Los kits de ensayo aqui descritos incluyen al menos una sonda de esta
invencion e instrucciones para llevar a acabo un ensayo. Los kits pueden incluir
también reactivos de ensayo, p.ej., sales, tampones, inhibidores de la nucleasa,
enzimas de restriccion y desnaturalizantes. Los kits pueden incluir una diana o una
diana modelo para una prueba de control positivo, y una “muestra” sin diana para una
prueba de control negativo.

[0100] Los kits para ensayos de amplificacién pueden incluir, ademas de parte de lo
anterior, o todo, cebadores, nucleétidos, polimerasas y polimerasa-molde para el
ensayo y para los ensayos de control.
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[0101] Los kits de colorante vital pueden incluir, ademas de la sonda y las
instrucciones, agentes permeabilizantes, precursores de liposomas, tampones, sales,
contracolorantes y filtros épticos.

[0102] Los kits in situ pueden incluir, ademas de la sonda y las instrucciones, fijadores,
agentes deshidratantes, proteasas, contracolorantes, detergentes, filtros &pticos y
platinas de microscopia recubiertas.

[0103] Los kits de campo pueden incluir, ademas de las instrucciones, sondas sujetas
segun esta invencion. Al menos una sonda puede estar sujeta a las perlas, pocillos 0 a
la tira reactiva. Se pueden incluir multiples sondas, incluyendo una sonda de control
positivo que hibridara con un componente de muestras no infectadas.

[0104] Los kits de campo pueden incluir, ademas de las instrucciones, sondas no
sujetas segun esta invencién. Tales kits pueden ser para agentes o genes infecciosos.
Los kits para genes pueden incluir una diana negativa, y a veces, una positiva.

[0105] Las sondas construidas pueden probarse para determinar si son sondas
unitarias de la presente invencion en las condiciones de ensayo determinadas. Se
puede disenar una prueba que sea apropiada para el par de afinidad y las fracciones
marcadoras utilizadas en la sonda construida. La prueba debe llevarse a cabo en las
condiciones del ensayo de hibridacion, utilizando el detector que se usard, y
generalmente comprende los siguientes pasos: primero, se mide el nivel de senal que
se genera en ausencia de diana, después se mide el nivel de sefial que se genera
cuando hay un exceso de sondas en presencia de un nivel minimo de diana necesario
para que pueda detectarse. Si el nivel de senal de la primera medicién es acorde al
nivel esperado de los marcadores cercanos, si el nivel de sefal de la segunda
medicién es acorde al nivel esperado debido a la apertura de las sondas, y si el
detector puede distinguir de manera fiable entre los niveles de senal de las dos
mediciones, la construccién es una sonda segun esta invencién en ese ensayo.

[0106] Si la sonda construida tiene brazos de oligonucle6tidos como par de afinidad, la
sonda construida debe pasar la prueba descrita en el Ejemplo IV para ser una sonda
segun esta invencion.

[0107] Los siguientes Ejemplos ilustran diversos modos de realizacion de la invencion.
No pretenden restringir la invencién, que no queda limitada a estos modos de

realizacion especificos.

EJEMPLO I: Sintesis de la Sonda A
[0108] La Sonda A se muestra en la FIG. 3. La FIG. 3 muestra la secuencia de
nucleétidos de una sonda unimolecular 30 que comprende la secuencia de

complemento de diana 31 y los brazos complementarios. La sonda concreta que se
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muestra en la FIG. 3 es para la deteccibn del gen de la integrasa del virus de
inmunodeficiencia humana VIH-1 (Muesing et al., 1985). La secuencia de
complemento de diana 31, que se extiende, de 5’ a 3’, del nucledtido 32 al nuclebtido
33 es complementaria a la secuencia diana 5'-
AATGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGC-3'. Se entendera que se podra
sustituir ~ una secuencia de complemento de diana de la misma longitud,
complementario a otra diana. La sonda 30 se compuso utilizando el método de
ligamiento de los dos primeros oligonucleétidos descrito arriba. Cada uno de los dos
oligonucledtidos 34, 35 fue preparado mediante sintesis en estado sélido. Durante la
sintesis del oligodeoxinucleétido 34, identificado mediante un recuadro en la FIG. 3,
se introdujo un nuceldtido modificado en el extremo terminal 5. El nucle6tido
comprende un grupo sulfhidrilo unido covalentemente al fosfato 5’ por medio de un
espaciador hexaalquilo. El oligonucle6tido 34 se uni6 entonces a la parte de marcador
de EDANS 37. Se utilizé el método de Connoly y Rider (1985), incorporado aqui
mediante referencia, para unir una forma reactiva de sulfhidriio de EDANS (1,5-
IAEDANS, Molecular Probes, Eugene, oregon) a un oligonucleétido por medio de una
union tioéter. Despues, se purificé el oligonucleétido 34 mediante cromatografia liquida
de alta presién (HPLC). Durante la sintesis del oligonucleétido 35, se utilizé el método
de Nelson et al. (1989), que se incorpora aqui mediante referencia, para introducir un
grupo amino primario unido covalentemente por medio de espaciador hexaalquilo al
oxigeno 3’ del nucleétido del extremo terminal 3. Se fosforilaron alrededor de 2,5 mg
de oligonucleétido 35 en el extremo 5’ con P* utilizando polinucleétido quinasa T4. El
P% se us6 para seguir el oligonucleétido durante la sintesis y la purificacién. Después,
el oligonucledtido fosforilado se disolvié en 300 1 de 0,2 M de bicarbonato de sodio y
reaccion6 con 300 1 60 mg/ml de la forma de reactivo amino de la parte de marcador
38, éster succinimidilico DABCYL (Molecular Probes, Eugene, Oregon). Se afadio el
reactivo amino DABCYL a una mezcla de reaccién en continua agitacion en 15
alicuotas de 20 1 cada una, a lo largo de un periodo de 72 horas. Después, se
precipité la mezcla de reaccién con alcohol etilico. A continuacion, se purificd el
oligonucledtido 35 mediante HPLC. Los oligonucleétidos 34 y 35, se anillaron entonces
el uno al otro y se ligaron mediante incubacion con T4 ADN ligasa, a 16 °C. Los
productos ligados fueron purificados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de 7 M de urea. La banda que contenia la Sonda A mostré una
fluorescencia blanca-azulada en presencia de urea (debido al EDANS), era de color
naranja (debido al DABCYL), y era radioactiva (debido al P*%). La Sonda A purificada
se eluy6 del gel y se guardd en 10 mM de Tris-HCI, pH 8.0 que contenia 1 mM de
EDTA (Tampon TE).
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EJEMPLO II: Tallo universal y método para usar el mismo

[0109] La FIG. 4 muestra la sonda 40, denominada también Sonda B, disefiada
utilizando un tallo universal segun esta invencion. En relaciéon con la FIG. 4, el tallo
universal 41, definido por la linea 42 para mayor claridad, comprende las regiones de
brazo 43, 44, a la que puede ligarse una cadena que contenga cualquier secuencia de
complemento de diana, como se describe a continuacion.

[0110] Para formar el tallo universal 41, se produjeron dos oligonucleé6tidos 43, 44
mediante sintesis en estado sélido. El oligonuclettido 43 fue fosforilado utilizando
polinucledtido quinasa T4. Los oligonucleétidos 43, 44 son complementarios. Uno de
ellos, en este caso el oligonucleétido 43, es 5 nucledtidos mas largo que el otro, el
oligonucledtido 44. En relacion con la FIG. 4, esos cinco nucleétidos son 5'-ATCCG. El
oligonucledtido 43 se conjugé a la parte de marcador 45, una parte de DABCYL, en el
extremo 3'. El oligonucle6tido 44 fue conjugado a la parte de marcador 46, una parte
de EDANS, en el extremo 5. Se llevaron a cabo estas conjugaciones y los
oligonucledtidos conjugados fueron purificados como se describe en el Ejemplo |.
Después, se anillaron los oligonucleétidos 43, 44 situando asi las partes de
marcadores 45, 46 muy proximas una de otra.

[0111] El oligonucleétido 47, preparado mediante sintesis en estado sélido, incluye
una secuencia de complemento de diana, representada con una linea en la FIG. 4,
flanqueada por las regiones que comprenden las partes restantes 48, 49 de las
secuencias de brazo. Las partes de brazo 48, 49 se anillaron una a otra para formar un
saliente complementario al saliente en el tallo universal. El saliente, 5-CGGAT,
comprende los primeros cinco nucleétidos de la parte de brazo 48. Después, el
oligonucledtido 47 se anillé al tallo universal 41 y se ligé al mismo, en las condiciones
del Ejemplo I. La Sonda B fue aislada de la mezcla de ligamiento mediante
electroforesis en gel. Aunque las secuencias de tallo 43, 44 y las partes de brazo 48,
49 estaban anilladas por separado antes de ser mezcladas, podrian haberse anillado
tras la mezcla. El tallo de brazo final de la sonda 40 comprende la combinacién de las
regiones 44 y 48 y las regiones 43 y 49, respectivamente.

EJEMPLO lllI: Sintesis de la Sonda C

[0112] La Sonda C, una sonda unimolecular mostrada en la FIG. 5, se construy6
mediante el segundo método de dos oligonucleétidos descrito arriba. El oligonucleétido
51, que se extiende del extremo 5’ de la sonda 50 al nucleétido 52, y el oligonucleétido
53, que se extiende desde el nucleétido 54 hasta el extremo terminal 3’ de la sonda
50, fueron preparados mediante sintesis en estado sélido. El oligonucle6tido 51 fue
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conjugado a EDANS 55 en el extremo 5’y el oligonucle6tido 53 fue conjugado a
BADCYL 56 en el extremo terminal 3. Las conjugaciones y la purificacion de los
oligonucledtidos conjugados se llevaron a cabo como se ha descrito en el Ejemplo |.
[0113] En este punto, las dos moléculas, los oligonucleétidos 51 y 53 pueden ser
anillados para formar una sonda bimolecular de esta invencion. Se form6 una sonda
unimolecular a partir de estos oligonucleétidos mediante el anillamiento de los mismos
a un oligonucledtido puente que tiene la secuencia 5'-
AATGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGC-3' y ligada a la unién de los
nucledtidos 52 y 54. La sonda unimolecular fue purificada entonces mediante
electroforesis como se describe en el Ejemplo I. La Sonda C tiene la misma secuencia
de complemento de diana que la Sonda A pero fue disefiada para su uso en
condiciones diferentes. La secuencia de complemento de diana, 5’ a 3’, del nucleétido
57 al nucledtido 58. El tallo duplex 59 de la Sonda C tiene ocho pares de bases de
longitud.

EJEMPLO IV: Pruebas de las sondas construidas

[0114] Este ejemplo describe la prueba para determinar si una sonda construida con
secuencias de brazo de acido nucléico es una sonda segun la presente invencién en
unas condiciones determinadas de ensayo. Se proporcionan los datos de una de tales
sondas construidas, la Sonda A, y se evaltan. Se determiné que la Sonda A era una
sonda segun esta invencién en un ensayo a 20 °C sin ninguna sal.

[0115] Las sondas de esta invencidbn presentan una temperatura de fusion
caracteristica, Tm, la temperatura a la que dos cadenas de acido nucléico hibridadas
se separan debido a la energia térmica. Se determind la temperatura de fusién de la
Sonda A mediante la observacion del nivel de la sefal de fluorescencia a medida que
la temperatura aumantaba de 10 °C a 80 °C en condiciones de ensayo
predeterminadas: el tampdn TE sin sal anadida. La concentracién de las sondas era
de 150 pmoles en un volumen de tampo6n TE de 2 ml. Las curvas de desnaturalizacién
o transicion térmica se registraron con un fluorometro Perkin-Elmer LS-5B. La parte de
EDANS de la Sonda A fue excitada a 336 nm, y se observo el nivel de fluorescencia a
480 nm. Se muestran los resultados en la FIG. 6. El seguimiento instrumental 60
representa la curva de desnaturalizacion térmica de la Sonda A en las condiciones de
ensayo. La Tm de la sonda se indica mediante el punto de inflexién de la curva de
desnaturalizacién térmica. La temperatura de fusién, Tm, de la Sonda A era de 27 °C.
[0116] Los siguientes niveles de senal, en este caso, fluorescencia, se anotaron de la
curva de desnaturalizacién térmica: un primer nivel a Tm-10°C, un segundo nivel a

Tm+10°C, y un tercer nivel a la temperatura de deteccidon del ensayo preseleccionado.
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Una sonda construida es una sonda de esta invencién en condiciones de ensayo
preseleccionadas si en tales condiciones a la temperatura de deteccion, la adicion de
exceso de dianas modelo da como resultado un cambio en el nivel de sefal en la
direccion hacia el nivel a Tm+10°C en una cantidad igual a al menos el diez por ciento
de la diferencia entre los niveles de sefial a Tm-10°C y Tm+10°C. La “diana modelo”
es una cadena de &cido nucléico que contiene una secuencia complementaria a la
secuencia de complemento de diana de la sonda construida y no mas de un nucleétido
adicional inmediatamente adyacente, 5 o 3’, a la misma. A menudo, la diana real
cumplira esta definicion. La concentracién de sondas construidas utilizadas para medir
el nivel de sefial en presencia de diana modelo es la misma concentracion utilizada
para medir los niveles de sefal en ausencia de diana, es decir, la concentracion
utilizada para obtener la curva de desnaturalizacién térmica.

[0117] En la Sonda A, los niveles de sefal se determinaron mediante el seguimiento
instrumental 60 presentado en la FIG. 6, como sigue: a Tm-10°C, un nivel de dos
unidades; a Tm+10°C, un nivel de 16 unidades; y a la temperatura de deteccién, 20
°C, un nivel de 2,5 unidades. La adicién de un exceso de diana a la temperatura de
deteccion cambidé el nivel de 2,5 unidades a 14,5 unidades en 3 horas utilizando
grandes excesos de diana modelo, como se describe a continuacion. De ese modo, la
Sonda A es una sonda de esta invencion en estas condiciones de ensayo
preseleccionadas.

[0118] La diana modelo era una cadena de ADN que tenia la secuencia: 5'-
CAGACAATGGCAGCAATTTCACCAGTACTACAGTTAAGGCCGCCTGT-3' producida
mediante sintesis en estado soélido y purificada por HPLC. La secuencia subrayada
identifica la secuencia diana en la Sonda A. La diana modelo, 25 nmoles, se anadié a
2 ml de tamp6n TE que contenian 150pmoles de Sonda A. Se observd la fluorescencia
con el paso del tiempo en un fluorometro Perkin-Elmer LS-5B con una cubeta de
cuarzo mantenida a la temperatura de deteccion. El seguimiento instrumental 82 en la
FIG. 8 muestra los resultados. La FIG. 8 muestra que pronto se dio una alta tasa de
cambio de la fluorescencia, disminuida con el paso del tiempo y se aproxima a una
meseta. El punto de prueba es el nivel de la meseta, aunque, en este caso, no se
necesita esperar mucho tiempo si se logra un nivel “que pase la prueba” antes. Como
se reconocera, el tiempo hasta el nivel de la meseta depende de la concentracion de
diana modelo. Por ejemplo, cuando se redujo la concentracién de diana modelo a una
quinta parte, el seguimiento instrumental 81 en la FIG. 8, no se alcanz6 la meseta ni
siquiera después de 10 horas.

[0119] Otra construccion, la Sonda C, se sometié a ensayo en unas condiciones
preseleccionadas diferentes, 10 mM de MgCl, en tampén TE a 37°C. Su curva de
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desnaturalizacién térmica, el seguimiento instrumental 61 en la FIG. 6, da su Tm a
61°C. A partir de los datos del seguimiento instrumental 61, y de la medicion de la
sefal en presencia de un exceso de diana modelo a 37°C, se determind que la Sonda
C era una sonda segun esta invencion en las condiciones de ensayo
preseleccionadas. Un modo de realizacion bimolecular de la Sonda C se someti6 a
ensayo en las mismas condiciones preseleccionadas utilizadas en la prueba del modo
de realizacién unimolecular de la Sonda C unitaria. Se determin6 que la sonda
bimolecular era una sonda de la presente invencion. Las sondas bimoleculares
presentan practicamente la misma cinética de hibridacion que sus homélogas

unimoleculares.

EJEMPLO V: Demostracion de la funcién de la sonda

[0120] Se realizaron pruebas adicionales con la Sonda A para demostrar la funcion de
la sonda. La Sonda A fue sometida a ensayo con exceso de ADN diana y con un
exceso de ARN diana. EI ADN diana era la diana modelo descrita arriba. El ARN diana
era un ARN de 880 nucleétidos correspondiente al gen de la integrasa del VIH-1
(Muesing et al., 1985). La secuencia de la diana modelo de ADN esta contenida en la
secuencia de ARN diana.

[0121] Los &cidos nucléicos diana y la Sonda A fueron suspendidas en tampén TE. Se
prepararon cinco tubos de plastico con tapa a presién de 0,5 ml que contenian: 1)
1.000 pmoles de ADN diana; 2) 80 pmoles de ARN diana; 3) 80 pmoles de ARN diana
y 15 pmoles de Sonda A; 4) 1.000 pmoles de ADN diana y 15 pmoles de Sonda A;y 5)
15 pmoles de Sonda A. El volumen final de cada prueba se ajust6 a 6 pl con tampén
TE.

[0122] Mientras se iluminaban los tubos con luz ultravioleta de un Transiluminador
(Modelo n® 3-3100, Fotodyne, New Berlin, Wisconsin), se mezclaron los tubos
pipeteando suavemente dos veces con una micropipeta Gilson. Se observé una
fluorescencia azul intenso, que indica que la deteccion de las dianas por la Sonda A se
observo a simple vista y se fotografio. Los resultados 71-75, correspondientes a los
tubos 1-5, respectivamente, se muestran en la FIG. 7.

[0123] La aparicion de una sefal fluorescente fue practicamente instantanea en el
tubo que contenia el ADN diana y se produjo en algunos minutos en el tubo con el
ARN diana. Se cree que el retraso con el ARN diana se debe a la cantidad mas baja
de diana utilizada, aunque podria deberse al secuestro de la secuencia diana por la
secuencias de alrededor en el ARN. En una prueba de control, se mezclaron &acidos
nucléicos no relacionados con la Sonda A. No se observé fluorescencia en estos
controles (datos no mostrados).
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[0124] A partir de los resultados de estos experimentos, deducimos que: a) en
ausencia de diana, las sondas bien disefiadas de esta invencién presentan un nivel de
sefnal de fondo muy bajo; b) la hibridacién sonda-diana puede producir un cambio de
sefal detectable para el ojo humano; c) las sondas de esta invencién funcionan tanto
con dianas de ADN como de ARN; y d) en presencia de diana, las sondas de esta
invencion pueden “encenderse” muy rapidamente, en escasos segundos. Ademas, el
enfriamiento o calentamiento rapido de la Sonda A en ausencia de secuencia diana
demostré que la sonda también se “apaga” muy rapidamente, casi de manera
instantanea.

[0125] La muestra usada en la prueba descrita en la FIG. 8, el seguimiento 82, fue
calentada posteriormente a 95°C, enfriada rapidamente en un bafio de hielo, e
incubada de nuevo a 20°C, la temperatura de deteccién. Se siguid la cinética de la
generacion de sefial como antes. El seguimiento durante la incubacion a 20°C fue
casi indistinguible del seguimiento 82. Esto demuestra que con sondas unimoleculares
bien disenadas de esta invencién que tengan brazos de oligonucleétidos como par de
afinidad, los hibridos sonda-diana son desnaturalizables térmicamente de forma
reversible. Asi, estos modos de realizacion son adecuados para su incorporacion en
las reacciones de ciclo térmico, como para PCR, para la deteccién en tiempo real de
productos de amplificacion.

EJEMPLOS VI: Ensayos

[0126] Los ensayos que utilizan las sondas de esta invencion empiezan simplemente
con la adicion de las sondas al material de interés en condiciones que sean propicias
para la hibridacion. Los métodos para procesar las muestras y observar la sefal de
fluorescencia pueden variar con la naturaleza de las muestras. Los tejidos pueden
fragmentarse mecanicamente o mediante incubacion con sales caotrépicas. Los
tejidos mas fragmentados pueden usarse directamente en los ensayos. Sin embargo,
algunos tejidos contienen materiales fluorescentes de manera natural que pueden
interferir con la deteccidén de la sefal. En esos casos, los acidos nucléicos pueden
aislarse de los materiales fluorescentes bien antes o bien después de la hibridacion.
La fluorescencia de las sondas abiertas puede ser observada mediante fluorometros.
[0127] Las sondas unitarias preferidas de la presente invencién son Utiles en pruebas
de campo para las enfermedades infecciosas. Por ejemplo, una prueba para la malaria
puede comenzar con la adiciéon de tiocianato de guanidina a una muestra de sangre
para la lisis de las células, la desintoxicacion de las células y la desnaturalizacion de
los componentes. Un gran exceso de sonda (en relacion con la concentracion de diana

maxima esperada) que es complementaria al ARN ribosémico de los parasitos de la
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malaria pueden anadirse entonces, y se permite que ocurra la hibridacién. Se
puede observar la fluorescencia de las sondas abiertas visualmente o con la ayuda de
un fluorémetro. La deteccion de una sefal fluorescente positiva indica una infeccion
por el parasito de la malaria.

[0128] Las sondas segun esta invencién pueden usarse para localizar fragmentos de
acido nucléico especificos en un gel u otro medio, por ejemplo en el que se desea
informacion sobre el tamafo de un &cido nucléico determinado. Los acidos nucléicos
en la muestra pueden ser primero fraccionados mediante electroforesis en gel y
después banar el gel en una solucién que contenga las sondas. La localizacién en el
gel a la que migren los acidos nucléicos diana sera detectable por la sefal
caracteristica como resultado de la hibridacion.

[0129] Las sondas de la presente invencidén, preferentemente unimoleculares,
preferentemente con un fluorescente y un extintor como partes de marcador, pueden
utilizarse como colorantes vitales para la deteccion de células que albergan un &cido
nucléico diana. Los nucleétidos modificados son especialmente Utiles para tales
sondas. Para situar las sondas en las células, se afiade un agente permeabilizante,
como tolueno, al tejido antes de la adicion de las sondas. Alternativamente, las sondas
pueden ser encapsuladas en liposomas y estos liposomas se funden con las células.
Tras la llegada de las sondas, tiene lugar la hibridacion dentro de las células. Cuando
el tejido se observa con un microscopio fluorescente, las células que contienen el
acido nucléico diana se veran fluorescentes. La localizacién subcelular de un &cido
nucléico diana también puede percibirse en estos experimentos.

[0130] La produccion de acidos nucléicos en las reacciones de sintesis puede
observarse incluyendo las sondas disefiadas de manera adecuada en la mezcla de
reaccion y observando el nivel de senal, p.ej., la fluorescencia, en tiempo real. Las
sondas deben ser disefiadas para que sean complementarias a un segmento de &cido
nucléico que sea producido. Los ejemplos de tales reacciones son la sintesis de ARN
por ARN polimerasa dependiente de ADN y por Q-beta replicasa. Las sondas
unimoleculares son especialmente Utiles en el seguimiento de una reaccion en
cadena de la polimerasa, puesto que se abren y se cierran a una velocidad mayor que
la de los ciclos térmicos utilizados en esta reaccion. Una temperatura adicional en
cada ciclo, que es de 5-12°C mas baja que la temperatura de fusién del tallo de la
sonda, puede incluirse como temperatura de deteccién. En cada ciclo, el nivel de
fluorescencia indicara la cantidad de cadena de ADN diana presente. Debe utilizarse
en la mezcla de reaccion un exceso de sondas, como un exceso de cebadores de
PCR. La PCR puede ser asimétrica. La observaciéon en tiempo real de los productos

correctos, en oposicién a la deteccion de punto final, mejora la precision y el margen
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dindmico de las estimaciones de las concentraciones de acido nucléico diana
de las reacciones en cadena de polimerasa y elude la necesidad de analisis posterior
a la amplificacién.

[0131] Las sondas de esta invencién pueden usarse también para controlar otras
reacciones de amplificacion de acido nucléico, como las reacciones de amplificacion
por desplazamiento de hebra y las reacciones de replicacion automantenida de
secuencia. Se disefian sondas utiles y se utilizan de manera similar a las sondas para

productos de la reaccién en cadena de polimerasa.

EJEMPLO VII: Sondas sujetas

[0132] Las sondas de la presente invencién pueden usarse en ensayos en los que
estén sujetas a un soporte sélido como se ha explicado arriba y como se muestra en la
FIG. 10.

[0133] En un modo de realizacién preferido, se preparan multiples sondas. Cada
sonda contiene una secuencia de complemento de diana Unica. Todas pueden
contener el mismo par de marcadores, un fluoréforo y un extintor. Cada sonda también
incluye una cadena de oligonucle6tidos que se extiende desde el extremo de un
brazo.

[0134] Cada sonda se encuentra sujeta mediante una cadena de oligonucleétidos a
una localizacion especifica en una tira reactiva asignada a la misma. El disefio
permite a las secuencias de complemento de diana participar liboremente en la
hibridacion homogénea. En un ensayo en el que se usa este modo de realizacion, la
tira reactiva esta en contacto con una muestra que puede contener una o varias
secuencias diana diferentes.

[0135] Las sondas sujetas interacttan entonces con sus secuencias diana
correspondientes. Las sondas que interactian de dicho modo cambiaran al estado
abierto. La tira reactiva se ilumina con luz de una frecuencia apropiada. La
fluorescencia de determinadas ubicaciones en la tira reactiva indica la presencia de las
secuencias diana correspondientes. Seran evidentes otras configuraciones de los
ensayos de la sonda sujeta para aquellos expertos en la técnica.
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Reivindicaciones

1. Un proceso para la deteccién de la presencia o ausencia de al menos una

10

15

20

25

30

35

secuencia diana de &cido nucléico que comprende:

i. afadir a una muestra que pueda contener dicha al menos una
secuencia diana una sonda de hibridacion de oligonucleétidos con
conformacion doble que tiene una secuencia de complemento de diana
hibridable a dicha al menos una secuencia diana flanqueada por un par
de secuencias de brazo complementarias que pueden interactuar de
manera reversible y son capaces de hibridar entre ellas para formar un
tallo duplex y en el que las secuencias de brazo complementarias estan
marcadas, respectivamente, con un par de partes de marcadores
interactivas, en las que al menos una de las partes de marcadores
puede modificar una caracteristica fisicamente medible de la otra parte
de marcador cuando se encuentra muy cerca de la otra parte de
marcador mencionada, pero no cuando se encuentran lo
suficientemente separadas; y

ii. detectar a una temperatura que es al menos 5°C mas baja que la
temperatura de fusién de dicho tallo duplex, como indicador de la
presencia de dicha al menos una secuencia diana en la muestra, un
cambio en la caracteristica fisicamente medible en condiciones en las
que la secuencia de complemento de diana hibrida con dicha al menos
una secuencia diana y las secuencias de brazo complementarias se
separan dando lugar a la disolucién del duplex.

El proceso de la reivindicacién 1 en el que el par de marcadores son una parte
luminiscente y una parte extintora.

El proceso de la reivindicacion 2 en el que el par de marcadores es un par de
FRET y en el que la parte luminiscente es un fluoréforo, p.ej., EDANS, y la
parte extintora es un extintor no fluorescente, p.ej., DABCYL.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3 en el que dicha
muestra es un tejido fijado y dicha deteccién es una deteccion in situ sin
destruccién del tejido.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3 en el que el
proceso es un ensayo in vitro y la secuencia diana es una secuencia de acido
nucléico en una célula viva.

El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3 en el que la

muestra se encuentra en un gel.
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7. El proceso de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 6 para
la deteccidén de la presencia o ausencia de al menos dos secuencias diana que
comprende afadir a la muestra una sonda de conformacién doble hibridable
con cada secuencia diana y generar una sefal que es diferente y no interfiere
con la senal de otra sonda o sondas de conformacion doble.
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