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DESCRIPCION

Método para reducir los efectos de las variaciones en la secuencia y los efectos de un incremento de la linea de
base en un ensayo de hibridacion de diagndstico, ensayo para realizar tal método y sonda para uso en el ensayo

La presente invencion se refiere a un método para reducir el efecto de las variaciones en la secuencia en ensayos
de hibridaciéon de diagndstico que utilizan una sonda de acido nucleico para detectar una sustancia a analizar de
acido nucleico amplificado. La presente invencién se refiere también a un método para reducir el efecto del IBL no
deseado (aumento de la linea de base, del inglés “Increase of Base Line”), que limita el uso de sondas fluorescibles
en ensayos de hibridacion de diagnoéstico. La invencion se refiere ademas a los ensayos asi obtenidos, y a sondas
para uso en tales ensayos, los ensayos de diagnostico y las sondas que emplean al menos uno de estos dos
métodos para reducir consecuencias no deseables sobre los resultados de diagnéstico. Muchos ensayos de
diagnéstico se basan en la amplificacion de una molécula de acido nucleico o de parte de la misma con la ayuda de
cebadores, y la deteccion del material amplificado por medio de una sonda. Bajo unas condiciones de reaccion
apropiadas, los cebadores se hibridan con la sustancia a analizar que se va a detectar, e inician la amplificacién de
la secuencia diana. Esto dara lugar a la generaciéon de amplicones.

Entretanto se han desarrollado diversas técnicas de amplificacion, como PCR, LCR, NASBA, TMA, RCR, 3SR y
SDA, y son bien conocidas por el experto en la técnica. Una informacion adecuada sobre estas técnicas se puede
encontrar en varios documentos:

* PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), descrita en los documentos de patentes US-A-4.683.195, US-A-
4.683.202 y US-A-4.800.159, y su derivado RT-PCR (PCR con ftranscripcion inversa), para llevar a cabo la
amplificacion del ARN, descrita particularmente en el documento EP-B-0.569.272,

* LCR (Reaccién en Cadena de la Ligasa), expuesta en el documento EP-A-0.201.184,

« NASBA (Amplificacién Basada en la Secuencia de Acidos Nucleicos) se describe en el documento WO-A-
91/02818, y

* TMA (Amplificacion basada en la Transcripcion) descrita en el documento de patente US-A-5.399.491,
* RCR (Reaccion de Reparacion en Cadena) expuesta en el documento de solicitud WO-A-90/01069,
* 3SR (Replicacion de Secuencia Autoprolongada) bien explicada en el documento de solicitud WO-A-90/06995.

Durante o después de la amplificacion de la sustancia a analizar o de parte de la misma, se debe detectar la
presencia o la cantidad de amplicones generados. Esto se puede realizar con varias técnicas conocidas, tales como
la separacion de la muestra en un gel con una transferencia posterior e exploracion. Esto sélo puede realizarse
después de que haya terminado la amplificacion.

En un procedimiento homogéneo, la amplificacion y la deteccidon se producen sin separar los componentes de la
reaccion. Los amplicones se detectan durante la amplificacion. Por lo tanto, la generacion de amplicones se puede
controlar en tiempo real y los datos asi obtenidos se pueden utilizar para determinar la presencia o ausencia, o la
cantidad del amplicon. Un tipo de sonda que es muy util en tales técnicas homogéneas es la sonda fluorescible.

Las sondas fluorescibles son oligonucleétidos monocatenarios que tienen una estructura de horquilla. La porcion del
bucle contiene la secuencia complementaria al acido nucleico diana (ADN o ARN). El vastago se forma por la
hibridacién de la secuencia complementaria del extremo 3' con el extremo 5'. El vastago puede no estar relacionado
con la diana y es bicatenario. Un brazo del vastago estd marcado con un colorante fluorescente (fluoréforo),
mientras que el otro esta acoplado a una molécula extintora de la fluorescencia. En el estado de horquilla, la sonda
no produce fluorescencia porque la energia del fluoréforo se transfiere a la molécula extintora de la fluorescencia.
Cuando la sonda fluorescible se hibrida con la diana, se pierde la estructura de horquilla y el extintor y el fluoréforo
se separan. En esta fase la fluorescencia emitida por el fluoréforo se puede detectar y cuantificar. Recientemente el
solicitante ha observado durante el desarrollo de ensayos utilizando MBs (del inglés “molecular beacon”, sonda
fluorescible) para la deteccién de la diana, que la calidad de las enzimas disponibles comercialmente (por ejemplo,
polimerasa de ARN de T7 (T7)) que se utilizan normalmente, durante el proceso de amplificacion difiere. Esto llevd a
la observacion de que diferentes lotes de T7, incluso del mismo proveedor, con la misma actividad especifica y
actividad de volumen, tenian diferentes niveles de abertura no deseada de las MBs (efecto IBL), si estas MBs
consisten en desoxirribonucleétidos naturales. Por lo tanto, aparece una seial fluorescente incluso en ausencia de
secuencias dirigidas a la diana de forma especifica, en la muestra biolégica que se va a someter a ensayo,
generando un posible resultado de falso positivo.

Si personas cualificadas podrian haber relacionado el efecto IBL con la propia T7, nuestras investigaciones
mostraron inesperadamente que no es la propia T7 la que genera este fendmeno, sino que es mas probable que sea
al menos un contaminante desconocido en la T7, que puede variar de lote a lote. De acuerdo con las publicaciones
expuestas en relacion con el método para reducir el efecto de las variaciones en la secuencia en ensayos de
hibridacion de diagnostico, el experto en la técnica podria haber determinado la utilidad de una MB que consiste s6lo
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en derivados de 2'-O-metilo para superar el efecto del IBL. El solicitante observé inesperadamente, que es mucho
mas eficaz introducir menos grupos 2'-O-metilo en la MB, y que la sustitucion de todos los desoxirribonucleétidos
naturales conduce a MBs no funcionales o menos funcionales.

En cuanto al efecto de las variaciones en la secuencia en ensayos de hibridacion de diagnostico, los amplicones
generados en la reaccion de amplificacion se pueden detectar cuantitativa o cualitativamente. En el primer caso, se
cuantifica la cantidad de amplicones generados. En un ensayo cualitativo solo se determina la presencia o ausencia
de la sustancia a analizar.

Las variaciones en la secuencia (polimorfismos) de la sustancia a analizar pueden conducir a una hipocuantificacion
de la misma. También en el caso de ensayos cualitativos, las variaciones de la secuencia pueden dar como
resultado falsos negativos. En general se supone que esto esta causado por desemparejamientos entre la sustancia
a analizar y los cebadores utilizados para amplificar la sustancia a analizar o por la estructura de la sustancia a
analizar, que hace que los cebadores no se unan.

Se sabe que existen diversas cepas patégenas polimorficas de virus, como por ejemplo para las sustancias a
analizar VIH, CMV, HSV, etc. Estas cepas polimorficas difieren entre si por lo general en uno o varios nucledétidos.
Cuando un cebador difiere de la sustancia a analizar, no se empareja muy bien lo que lleva a una amplificacion
reducida. Cuando la sustancia a analizar no es lineal sino que tiene una estructura particular, es menos accesible
para el cebador, lo que a su vez conduce también a una amplificacién reducida.

Ademas, las diferencias en la secuencia entre la secuencia diana amplificada de la sustancia a analizar y la sonda
utilizada para la deteccion, disminuyen adicionalmente la eficacia de la deteccion. Las sustancias a analizar con
polimorfismos se detectan por tanto peor que las sustancias a analizar que se emparejan perfectamente con la
secuencia de consenso de la sonda. Sin embargo, la deteccién se realiza generalmente a temperaturas mas bajas
que la amplificacion, y por lo tanto el efecto negativo de los desemparejamientos entre la sonda y la diana se espera
que sea mucho menor que el que esta causado por diferencias entre el cebador y la sustancia a analizar.

La sonda se puede mejorar para que se corresponda con polimorfismos conocidos. Sin embargo, en el caso de
polimorfismos desconocidos esto no es posible. Esto es particularmente un problema, ya que los polimorfismos
nuevos y desconocidos se generan continuamente, lo que dificulta una deteccién o cuantificacion fiable
especialmente en el caso del VIH.

En la investigacién que condujo a la invencién se encontré que en una reaccion de amplificacion NASBA de una
muestra (clinica) de un virus VIH con un polimorfismo desconocido, no se generaron ninguna sefial o solo sefiales
débiles en el sistema de deteccion de sondas fluorescibles. Sin embargo, se pudieron detectar sorprendentemente
amplicones cuando la sonda fluorescible se modificod de tal manera que se incrementé la temperatura de fusion de la
sonda con la sustancia a analizar. Esto condujo a la conclusion inesperada de que los amplicones se seguian
produciendo en efecto, pero no se detectaban o sélo se detectaban parcialmente.

En cuanto al efecto del IBL, el solicitante observé también que este efecto, debido a la abertura no deseada del
vastago de las sondas fluorescibles por la accién de contaminante(s) presente(s) dentro del lote de las enzimas,
tales como las utilizadas durante la amplificacion NASBA (AMV-RT, polimerasa de ARN de T7 y ARNasa H), se
puede reducir cuando el vastago de las sondas fluorescibles se modificaba de tal manera que los nucledtidos en el
vastago se sustituian parcialmente por derivados de 2'-O-metilo.

La modificacion de los nucledtidos que constituyen las sondas y especialmente las sondas fluorescibles, es una
técnica extendida tal y como se puede determinar por las publicaciones mencionadas a continuacion.

Por ejemplo, en el documento de solicitud WO-A-00/66604, se describe el uso de nucledtidos L-ribo-LNA en la
construccion de oligonucledtidos. Los L-ribo-LNAs se pueden utilizar como un medio para aumentar la afinidad y/o la
especificidad de las sondas y también para igualar la afinidad de diferentes oligonucledtidos hacia sus secuencias
complementarias. Una forma especial de este LNA en combinacion con sondas cortas también podria utilizarse para
distinguir entre sondas de ARN vy las sondas de ADN. Esto se puede conseguir mediante el reemplazo de
nucledsidos seleccionados en el oligonucledtido con L-ribo-LNAs para mejorar los procedimientos de diagndstico y
de biologia molecular.

La publicacion de Majlessi y col. (vol. 26, n°® 9, 1998, paginas 2224-2229 (documento XP002241700)) describe
sondas lineales que contienen solamente oligonucledtidos 2'-O-metilo. El objetivo de esta publicacion se limita a una
comparacion entre las sondas 2'-O-metilo y sondas normales 2'-desoxi, para mostrar la mejora de la Tm y la cinética
de hibridacion mas rapida de las sondas modificadas. Llegan a la conclusién de que la variacién de los valores de
Tm entre duplex emparejados y desemparejados era mucho mayor para las sondas 2'-O-metilo que las sondas 2'-
desoxi. Esta afirmacion es cierta para toda la longitud de las sondas examinadas (8-26 nucledtidos) y la diferencia
en la Tm fue mas espectacular cuando las longitudes de las sondas eran 16 bases o menos.

Otra publicacién de Tsourkas y col. (vol. 30, n° 23, 1 de diciembre de 2002, paginas 5168-5174 (documento
XP002241701)) propone disminuir la degradacién con nucleasas de las sondas fluorescibles. Para este propoésito,
protegen las MBs y mejoran la afinidad entre las sondas y el ARN, sustituyendo al mismo tiempo todos los 2’-desoxi-
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nucleétidos de una sonda fluorescible, por 2'-O-metil-oligonucledtidos.

En un documento de Brown-Driver y col. (vol. 9, n° 2, abril de 1999 (1999-1904), paginas 145-154 (documento
XP009008881)), se propone utilizar oligonucleétidos no codificantes complementarios del ARN de VHC, en lugar de
oligonucledtidos no modificados, para inhibir la traduccién de VHC. Uno de los oligonucleétidos modificados, que es
un buen candidato entre otros, es el 2'-O-metil-oligonucleétido. Tal y como se establece para las dos publicaciones
mencionadas, todos los nucleétidos de cada oligonucleétido no codificante modificado estan constituidos por 2'-O-
metil-nucledtidos. La consecuencia de esta estructura es el aumento de la afinidad y, a continuacion la fuerte union
entre la diana y los oligonucleé6tidos modificados.

En contraste con la técnica anterior mencionado mas arriba, la invencién muestra que las sondas fluorescibles que
incorporan solo algunos 2'-O-metil-nucleétidos por sonda (entre 6 y 15 de los 26 nucledtidos que se hibridan) es
decir, entre 23% y 58% de incorporacion) son utiles para la deteccion de dianas de ARN e incluso mas eficaces que
los oligonucleotidos que estan totalmente sustituidos con 2'-O-metil-oligonucleétidos.

En cuanto al efecto de las variaciones de secuencias en ensayos de hibridacion de diagnostico, los analogos de LNA
también son candidatos adecuados para llegar al resultado final de esta invencion: las sondas fluorescibles, que
estan parcialmente modificadas con LNAs, se convierten en una herramienta muy versatil para reducir la
dependencia frente a la variacion de la secuencia de la diana en ensayos de diagndstico.

De la misma manera, el efecto del IBL debido a la posible abertura de la estructura de horquilla de las sondas
fluorescibles debido a contaminante(s) presente(s) en la mezcla de enzimas de la amplificacion, se reduce cuando
estas sondas fluorescibles estan parcialmente modificadas con 2'-O-metil-nucleétidos. Esto llevd a la conclusion
inesperada de que con esta estructura mejorada, las sondas fluorescibles tenian una estabilidad mejorada y no se
abrian espontaneamente en presencia de enzimas (contaminantes de la amplificacion).

Por consiguiente, el objeto de la presente invencién es reducir el efecto del IBL debido a la posible abertura de la
estructura de horquilla de las sondas fluorescibles y opcionalmente los efectos de polimorfismos de la secuencia en
un ensayo de hibridacion, mediante la manipulacién de la afinidad entre la sonda y la sustancia a analizar. Esto se
consigue de acuerdo con la invencion introduciendo en el vastago de la sonda uno o varios 2'-O-metil-nucleétidos y
uno o varios nucleétidos no modificados, lo que da como resultado un incremento de la afinidad entre la sustancia a
analizar y la sonda.

La invencion se refiere por tanto a una sonda fluorescible, en donde el vastago de la sonda comprende uno o varios
2'-O-metil-nucledtidos, y uno o varios nucleétidos no modificados. La invencion también se refiere a tal sonda
fluorescible en donde el bucle de la sonda comprende uno o varios nucleétidos y/o analogos de nucleétidos que
tienen una modificacion que incrementa la afinidad, seleccionados entre nucledtidos 2'-O-derivatizados y acidos
nucleicos bloqueados, y uno o varios nucleétidos no modificados.

La sonda fluorescible de la invencion se puede utilizar en un ensayo de hibridacion de diagndstico para disminuir el
efecto de las variaciones de la secuencia en una sustancia a analizar de acido nucleico, comprendiendo dicho
ensayo las etapas de poner en contacto una serie de cebadores y una muestra que contiene la sustancia a analizar
de acido nucleico, para amplificar la sustancia a analizar y detectar la sustancia a analizar amplificada o su
complemento, por medio de la sonda, en donde la sonda comprende uno o varios nucleétidos y/o analogos de
nucleétidos que tienen una modificacion que incrementa la afinidad, y el ensayo de diagndstico es para determinar la
cantidad de sustancia a analizar presente en la muestra.

La sonda fluorescible de la invencién también se puede utilizar en un ensayo de hibridacion de diagnéstico para
disminuir el efecto de las variaciones de la secuencia en una sustancia a analizar de acido nucleico, comprendiendo
dicho ensayo las etapas de poner en contacto una serie de cebadores y una muestra que contiene la sustancia a
analizar de acido nucleico, para amplificar la sustancia a analizar y detectar la sustancia a analizar amplificada o su
complemento por medio de la sonda, en donde la sonda comprende uno o varios nucleétidos y/o analogos de
nucledétidos que tienen una modificacién que incrementa la afinidad, es decir a una temperatura de hibridacién
constante, la temperatura de fusién de la sonda con cualquier polimorfismo posible de la sustancia a analizar se
incrementa en comparacion con la temperatura de fusiéon de una sonda sin modificar con cualquier polimorfismo de
la sustancia a analizar, y el ensayo de diagndstico es para determinar la presencia de la sustancia a analizar en la
muestra.

La invencion se refiere a la utilizacion en un ensayo de hibridacion de diagndstico de la sonda fluorescible para
reducir el efecto del IBL, debido a la posible abertura del vastago de las sondas fluorescibles, gracias al menos a un
contaminante presente en la mezcla de enzimas para la amplificacion, comprendiendo dicho ensayo las etapas de
poner en contacto una serie de cebadores y una muestra que contiene la sustancia a analizar de acido nucleico para
amplificar la sustancia a analizar y detectar la sustancia a analizar amplificada o su complemento, por medio de la
sonda, en donde el vastago de la sonda comprende:

* uno o varios 2'-O-metil-nucleoétidos, y

* uno o varios nucleétidos no modificados.
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La invencién también se refiere a la utilizacion en un ensayo de hibridacion de diagnodstico, de la sonda para
disminuir:

» el efecto de variaciones de la secuencia en una sustancia a analizar de acido nucleico, y

« el efecto del IBL debido a la posible abertura de la estructura de horquilla de las sondas fluorescibles por medio de
enzimas contaminadas,

comprendiendo dicho ensayo las etapas de poner en contacto una serie de cebadores y una muestra que contiene
la sustancia a analizar de acido nucleico para amplificar la sustancia a analizar y detectar la sustancia a analizar
amplificada o su complemento por medio de la sonda, en donde el bucle de la sonda comprende:

* uno o varios nucleétidos y/o analogos de nucledtidos que tienen una modificacion que incrementa la afinidad,
seleccionados a partir de nucleétidos 2'-O-derivatizados y acidos nucleicos bloqueados, y

* uno o varios nucleétidos no modificados,
y el vastago de la sonda comprende:

* uno o varios 2'-O-metil-nucleoétidos, y

* uno o varios nucleétidos no modificados.

En cuanto a la reduccion del efecto de las variaciones de la secuencia en un ensayo con acidos nucleicos, la union
entre una sonda y una diana es un equilibrio entre la diana no unida y la sonda no unida por un lado, y el duplex
entre los dos, por otro lado.

Este equilibrio se describe por la temperatura de fusion (Tf) del duplex, que se define en esta memoria como la
temperatura a la que el 50% de la sonda esta unida con el acido nucleico diana en un duplex. Se puede lograr
desplazar el equilibrio hacia el duplex mediante un aumento de la temperatura de fusién. En un ensayo esto
conducira a una cuantificacion igual de sustancias a analizar perfectamente emparejadas, una cuantificacion mejor
(es decir, superior) de las sustancias a analizar que contienen polimorfismos en la secuencia que es complementaria
a la sonda y una deteccién mejorada de cantidades muy pequefias de sustancias a analizar (polimorficas).

Tal y como se utiliza en esta memoria, el término "sonda" incluye un tramo de nucleétidos que se hibridan con la
diana. Preferiblemente, la parte que se hibrida es un tramo de 10-50, mas preferentemente 15-35, lo mas preferido
15-30 nucledtidos.

La expresion "que incrementa la afinidad" significa que la temperatura de fusién de un duplex entre una sonda que
comprende una modificacion que incrementa la afinidad y una sustancia a analizar, se incrementa, en comparacion
con la temperatura de fusion entre la sustancia a analizar y la sonda no modificada.

Los nucledtidos o los analogos de nucledtidos en el bucle que tienen una modificacion que incrementa la afinidad de
una sonda que los contiene, frente a dianas de ADN o ARN, se seleccionan entre el grupo que consiste en
nucledtidos 2'-O-derivatizados y acidos nucleicos bloqueados (LNAs). En el caso de nucleétidos 2'-O-derivatizados
se prefiere un 2'-O-metil-nucledtido.

La sonda de acuerdo con la invencion es una sonda denominada fluorescible (MB, del inglés “Molecular Beacon”).
Estas sondas reconocen sus dianas con mayor especificidad que las sondas lineales y se pueden diferenciar
facilmente las dianas que difieren una de otra por un solo nucleétido. Mediante la introduccién de uno o varios
nucledtidos y/o analogos de nucledtidos que tienen una modificacion que incrementa la afinidad, en el bucle de la
sonda fluorescible, la sensibilidad hacia polimorfismos se reduce debido a que se incrementa la afinidad de la sonda
hacia la sustancia a analizar polimdrfica y se obtienen resultados mas precisos en el ensayo. Asi, la sonda
fluorescible modificada se convierte en una herramienta muy versatil para reducir la dependencia frente a la
variacion de la secuencia de la diana en un ensayo homogéneo.

Con respecto al efecto del IBL, la expresion "sonda fluorescible" significa un tramo de nucleétidos que pertenecen a
la secuencia del extremo 3’ de la sonda que se hibrida con la secuencia complementaria del extremo 5’ de la sonda.
Preferiblemente, la parte que se hibrida es un tramo de 4-15, mas preferiblemente 5-10, lo mas preferido 6-8
nucledtidos.

Los nucledtidos modificados se utilizan para preparar una sonda quimérica en la que solo se sustituye un niumero de
nucleétidos por un nucleétido modificado.

La cantidad de modificaciones que es minimamente necesaria para neutralizar los desemparejamientos depende de
la cantidad de diferencias entre la secuencia de consenso de una sustancia a analizar y la secuencia de la sustancia
a analizar que se va a detectar. En general, se puede afirmar que la cantidad de modificaciones debe ser tal que la
temperatura de fusion del duplex entre la sonda y la sustancia a analizar que se va a detectar, debe estar por
encima de la temperatura de deteccion, es decir, la temperatura a la cual se realiza la deteccion.
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La cantidad de nucledtidos modificados en una sonda también depende del tipo de modificaciéon utilizada. El
aumento de la Tf (la temperatura de fusion de la sonda con su diana) después de la introducciéon de un solo
nucledtido LNA en la sonda es mucho mayor, en comparacion con el efecto de un solo 2'-O-metil-nucledtido. En los
Ejemplos se muestra, por ejemplo, que la introduccién de dos nucleétidos LNA en la sonda aumentaba la Tf en
15°C, mientras que eran necesarios doce 2'-O-metil-nucledétidos para obtener el mismo incremento en la Tf.

Las sustancias a analizar que se van a detectar, tales como VIH, pueden contener los llamados "puntos calientes"
que son propensos a mutaciones, lo que conduce por tanto a polimorfismos. Cuando la posicién de esos puntos
calientes u otras posiciones de los desemparejamientos de la sustancia a analizar y la sonda, son conocidas, tal
como en el caso de material aislado conocido, se prefiere disponer los nucleétidos o los analogos de nucledtidos que
tienen una modificacion que incrementa la afinidad alrededor de la posiciéon del polimorfismo, preferiblemente en
posiciones conservadas.

La presente invencion se refiere ademas a un ensayo de hibridacion que emplea la sonda fluorescible para detectar
una sustancia a analizar de acido nucleico, en donde la sonda comprende uno o varios nucleétidos y/o analogos de
nucledtidos que tienen una modificacion que incrementa la afinidad y uno o varios nucleétidos no modificados. Los
nucledtidos modificados y/o los analogos de los mismos utilizados en la sonda son tal y como se han definido
anteriormente.

Los ensayos de hibridacion de la invencién pueden ser de cualquier tipo en el cual se utiliza una sonda de acido
nucleico para detectar una sustancia a analizar de acido nucleico. Tales ensayos se pueden basar en la deteccion
de sustancias a analizar amplificadas, como en los ensayos que se basan en PCR, TMA o NASBA. Sin embargo, la
sonda también se puede utilizar en matrices. La invencion se puede utilizar tanto en ensayos de diagndstico
cuantitativos como cualitativos en los que los polimorfismos de la secuencia de la diana influyen en la fiabilidad del
ensayo.

Los ensayos de diagndstico que se benefician de la invencion son, por ejemplo ensayos para la deteccién de virus,
bacterias y otros biomarcadores, tales como por ejemplo VIH, VHB, VHC, VHS, CMV, virus Ebola, Legionella,
Mycoplasma, Chlamydia, Bordetella, RSV, MRSA, VHS, TNF-a, ER-a, siempre y cuando estos ensayos de
diagnostico se caractericen de tal manera que hagan uso de la hibridacion entre la sustancia a analizar de interés y
el oligonucledétido modificado.

En esta solicitud, los términos “sustancia a analizar”, “amplicon” y “diana” o “secuencia diana” se pueden utilizar
indistintamente.

La sustancia a analizar es la molécula original de acido nucleico que se va a detectar. La secuencia diana es la parte
de la sustancia a analizar que se amplifica por medio de los cebadores. La amplificaciéon conduce a la formacién de
amplicones, que son las moléculas de acido nucleico que se detectan fisicamente mediante hibridacién con la
sonda. La secuencia de los amplicones es la misma o complementaria a la secuencia diana dentro de la sustancia a
analizar.

La invencion se describira ahora con los ejemplos y los dibujos que siguen y que no pretenden limitar la invencion de
ninguna manera. A continuacion, la invencion se ilustra adicionalmente con referencia a los dibujos adjuntos:

» Figura 1: Representacion esquematica de un sonda fluorescible que permite la deteccion de bacterias Legionella,
de acuerdo con el estado de la técnica, denominada en lo sucesivo como Legionella.

* Figura 2: Representacion esquematica de una sonda fluorescible mejorada de acuerdo con la presente invencion,
que permite tanto la deteccién de la propia bacteria Legionella como disminuye el efecto del IBL, denominada en lo
sucesivo Leg-met1.

» Figura 3: Representacion esquematica de un sonda fluorescible que permite la deteccion de bacterias
Mycoplasma, de acuerdo con el estado de la técnica, denominada en lo sucesivo Mycoplasma.

* Figura 4: Representacion esquematica de una primera realizacién de sonda fluorescible mejorada de acuerdo con
la presente invencion que permite tanto la deteccion de la propia bacteria Mycoplasma como disminuye el efecto del
IBL, denominada en lo sucesivo Myco-met.

» Figura 5: Representacion esquematica de un sonda fluorescible que permite la deteccion de bacterias Chlamydia,
de acuerdo con el estado de la técnica, denominada en lo sucesivo Chlamydia.

* Figura 6: Representacion esquematica de un sonda fluorescible mejorada de acuerdo con la presente invencion
que permite tanto la deteccion de la propia bacteria Chlamydia como disminuye el efecto del IBL, denominada en lo
sucesivo Chlam-met.

* Figura 7: Representacion esquematica de un sonda fluorescible que permite la deteccion de bacterias Enterococci
de tipo silvestre, de acuerdo con el estado de la técnica, denominada en lo sucesivo WT Entero.

* Figura 8: Representacion esquematica de una sonda fluorescible mejorada de acuerdo con la presente invencion

6



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 387 888 T3

que permite tanto la deteccion de la propia bacteria Enterococci de tipo silvestre como disminuye el efecto del IBL,
denominada en lo sucesivo, WT Entero-met.

* Figura 9: Representacion esquematica de un sonda fluorescible que permite la deteccién del VIH, de acuerdo con
el estado de la técnica, que no incorpora 2'-O-metil-nucledtidos ni en el vastago ni en el bucle, denominada en lo
sucesivo MB de Referencia.

* Figuras 10-19: Representacién esquematica de una serie de sondas fluorescibles que permiten la deteccion del
VIH, de acuerdo con el estado de la técnica, denominadas en lo sucesivo como MB 1 a MB 10. Cada sonda
fluorescible tiene un vastago diferente que contiene derivados de 2'-O-metilo.

» Figura 20: Grafico de barras que representa el efecto de diferentes lotes de la enzima T7 sobre el efecto del IBL.

* Figura 21: Grafico de barras que representa el efecto de la estructura optima del vastago sobre el efecto del IBL
que varia, de diferentes lotes de enzimas, y que representa el estudio comparativo del efecto del IBL en relacion con
la estructura de varias sondas fluorescibles utilizadas en un ensayo, es decir, sondas fluorescibles sin modificar por
un lado y sondas fluorescibles modificadas por otro lado.

En las figuras 20 y 21, las sondas fluorescibles modificadas incorporan 2'-O-metil-nucleétidos en el vastago.

En las figuras 1-8 y 10-19, los nucledtidos modificados estan representados por la letra correspondiente,
principalmente G para guanidina o A para adenina, en negrita, cursiva y de forma subrayada.

Descripcion general de detalles experimentales de los ejemplos:

Los ejemplos descritos a continuacion utilizan las condiciones y los métodos mencionados a continuacion, a menos
que se indique lo contrario en los ejemplos.

En los experimentos que utilizan material de ARN amplificado, este material se obtuvo mediante la amplificaciéon de
un molde de ARN (lisado virico), que se extrajo y se amplificé empleando condiciones convencionales de aislamiento
y amplificacion NASBA.

En cada ejemplo, las condiciones de la reaccién se mantuvieron idénticas, excepto la variacién en el tipo de sonda
(sonda fluorescible) que se utilizo.

Como un sistema modelo para determinar la reactividad mejorada del subtipo, se empled un conjunto de material
lisado virico bien caracterizado que representaba la mayor parte de los diferentes subtipos de VIH-1.

Si una reaccién de amplificacion se utiliza para generar un resultado cuantitativo, la diana se ha coamplificado
utilizando una cantidad conocida de calibrador interno, que se ha anadido antes del aislamiento. Este calibrador
interno se detecta utilizando otra sonda fluorescible con un color diferente. A partir de las curvas de amplificaciéon en
tiempo real y utilizando un programa especialmente desarrollado, es posible determinar con precision la cantidad de
material presente. Las temperaturas de fusion (Tf) entre la diana y las sondas fluorescibles se determinaron
midiendo la intensidad de la fluorescencia de las mezclas como una funcién de la temperatura creciente. A partir de
estas curvas de fusion, se puede determinar la Tf. Si la diana en exceso es amplicon (ARN), la Tf se denomina Tf del
ARN del bucle. Si la diana es un exceso de ADN sintético, la Tf se denomina Tf del ADN del bucle. Esta ultima se ha
determinado utilizando una hebra de ADN sintético, que es complementaria a la sonda fluorescible. En esta
secuencia se han introducido dos Cs opuestas a las Inosinas. En la diana de ARN (amplicén) estas posiciones
contienen dos Ts.

Ejemplo 1

Efecto de la sustitucion de nucledtidos en una sonda con derivados 2'-O-metilicos sobre la Tf del duplex

Las secuencias de la parte que se hibrida de tres MBs nuevas y una MB de referencia se muestran en la Tabla 1.
Asimismo, los valores de las Tf de las diferentes sondas fluorescibles en las que se ha medido el ADN sintético y el
material amplificado (ARN) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1

Tf del | Tf del Posicion

ADN | ARN
Nombre| del del

bucle | bucle |1 |23 |4]|5(6|7|8]9[10[11]12[13]|14|15]16[17[18[19]20|21]|22|23|24|25|26
Ref. 58,6 | 486 |A|T|C|A|A|T|G|A|G|G|A|I |G|C|T|G|C|A|G|A|I|T|G|G|G]|A
Me-1 54,7 | 53,8 |A|T|C|A|A|T|G|IA|G|G|A|I |G|C|T|G|IC|A|G|IA|I|T|G|G|G]|A
Me-2 58,7 | 62,1 |A|T|C|A|A|T|GIAIG|IG|/A|I |G|C|T|G|IC|A|G|IA|I|T|G|G|G]|A
Me-7 59,4>65ATCAAT§AG§AI§CT§CA§AInggA
A, G = 2'-O-Me-nucledtidos de A y G, respectivament
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Como puede verse a partir de los datos de la Tabla 1, la introduccién de derivados de 2'-O-metilo conduce a una
afinidad incrementada (Tf del ARN del bucle mayor) entre el ARN diana y el bucle de la sonda fluorescible. Como era
de esperar, este incremento es menos pronunciado para el complejo ADN-sonda fluorescible, puesto que se conoce
que los derivados de 2'-O-metilo se unen mas fuertemente con las dianas de ARN que con las de ADN.

Ejemplo 2

Efecto de la sustitucion de nucleétidos en una sonda con LNAs sobre la Tf del duplex

En la Tabla 2, se muestran las secuencias que se hibridan de dos MBs nuevas junto con la MB de referencia. Las
nuevas MB contienen, respectivamente, dos y tres componentes esenciales de LNAs. También se han medido los
valores de la Tf para el ADN complementario y para el material amplificado (ARN) y los resultados se muestran en la
tabla. En esta tabla se puede observar que los nucleétidos LNAs aumentan la Tf de ambos complejos de ADN y
ARN. También se puede observar que el efecto sobre la Tf por la modificacion es mucho mayor, en comparacién con
los 2'-O-metil-nucleodtidos.

Tabla 2

Tf del | Tf del Posiciéon

ADN | ARN
Nombre| del del

bucle | bucle |1|2|3(4|5|6|7 8|9 [10[11|12|13|14|15|16|17|18|19|20(21|22|23|24|25|26
Ref. 458 | 57,6 |A|T|C|A|A|T|G|A|G|G|A|A|G|C|T|G|C|A|G|A|A|T|G|G|G|A
LNA 1 471 | 62,8 |a|T|C|A|A|T|G|A|G|G|A|A|G|C|t|G|C|A|G|A|A|T|G|G|G]A
LNA 2 575 | >65 |a|T|C|A|A|T|G|A|G|G|a|A|G|C|t|G|C|A|G|IA|JA|T|G|G|G|A

a nucledtido LNA
Ejemplo 3

Deteccién de diferente material aislado a partir de VIH-1 con las sondas fluorescibles modificadas

El material aislado a partir de VHI-1 que se ha seleccionado para actuar como un sistema modelo para investigar el
efecto de cinco polimorfismos de la secuencia de ARN diana, se muestra en la Tabla 3. Este material estaba
disponible como lisados viricos con una concentracién conocida y se ha utilizado en una amplificacion NASBA con
las sondas fluorescibles del ejemplo 1y 2.

Tabla 3
Posicién
Nombre

112|3]4|5|6|7 |8|9(10|11]12|13|14|15|16[17[18]|19|20|21|22|23|24|25|26
Sonda fluorescible |A|T|C|A|A|T|IGIA|G|G|A| I |G|C|T|G|C|A|G|A|I |T|G|G|G|A
de Ref.
Subtipo A A|T|C|A|A|T|IG|IA|G|G|A|A|G|C|T|G|C|A|G|A|A|T|G|G|G|A
Subtipo G1 A|T|TIA|A|T|GIA|A|G|A|A|G|C|T|G|C|A|G|A|G|T|G|G|G]A
Subtipo N A|T|C|IA|A|T|G|IA|G|G|A|A|G|C|A|G|C|A|G|A|C|T|G|G|G]A
Subtipo O1 A|T|CIA|A|T|GIA|T|G|A|A|G|C|A|G|C|IA|G|IA|T|T|G|G|G]A
Subtipo O3 A|T|C|A|A|T|IG|IA|G|G|A|A|G|C|G|G|C|A|G|A|T|T|G|G|G|A

Los resultados de la cuantificacion que se obtuvieron para las muestras que contienen una cantidad igual de diana
por subtipo, con tres de estas sondas fluorescibles en comparacién con nuestra sonda fluorescible de referencia, se
muestran en la Tabla 4.

Tabla 4

subtipo | MB de Ref. | LNA2 | Me-2 | Me-7
A 6,5 6,5 6,5 6,5
G 4,7 5,9 6,4 6,6
N 4,3 4,6 5,2 5,3
0] 3,3 4,9 54 5,9
03 4,9 5,8 6,3 6,2

Puesto que el subtipo A se ajusta perfectamente con las cuatro sondas fluorescibles, todos los datos de la
cuantificacién estan normalizados basandose en este subtipo. Los otros subtipos se han seleccionado porque
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muestran una variacién de secuencia con la region que se une al bucle de la sonda fluorescible (véase Tabla 3).
Como se puede observar, las cuantificaciones mas elevadas para los cinco subtipos se han observado con el
derivado de la sonda fluorescible Me-7.

Para investigar la relacion entre la mejor cuantificacion y el valor de la Tf del ARN del bucle (°C) de las diferentes
sondas fluorescibles, estas uUltimas se determinaron para los duplex entre los derivados de la sonda fluorescible y los
amplicones NASBA. Esto dio los resultados mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5: valores de Tf del ARN del bucle (°C) para el material amplificado (ARN) con varias MBs

subtipo | MB de Ref. | LNA2 | Me-2 | Me-7
A 48 65 62 65
G 45 52 58 65
N 42 55 53 60
0] 27 44 44 53
03 40 52 54 60

Como se puede observar en las Tablas 4 y 5, existe una clara correlaciéon entre una Tf mas elevada del ARN del
bucle (entre el amplicén y la sonda fluorescible) y una cuantificacién mas elevada.

Ejemplo 4

Efecto de la estructura del vastago sobre la reduccién de IBL

Se comparé una serie de MBs que tenian una secuencia que se hibrida idéntica frente a una diana de VIH. La
diferencia entre las MBs era la secuencia del vastago, y el contenido y el lugar de los derivados de 2'-O-metilo en el
vastago. Las estructuras investigadas se representan en las Figuras 10-19. La Figura 9 muestra la sonda
fluorescible que se utiliza como referencia y que no contiene derivados de 2'-O-metilo.

Todas las MBs en el experimento descrito a continuacion se sometieron a unas condiciones convencionales de
amplificacion NASBA, en ausencia de diana que se podia detectar con estas MBs (no se producen reacciones con
molde). La sefial del fluoréforo presente en la MB se midié como una funcién del tiempo. A partir de estos datos se
obtiene el efecto del IBL como el aumento de la sefial durante un periodo de tiempo de 60 minutos. El porcentaje de
IBL es el incremento comparado con la sefal de partida.

Tabla 6

Numero de MB | Porcentaje de IBL

MB de referencia 7%
MB 1 6%
MB 2 5%
MB 3 3%
MB 4 9%
MB 5 5%
MB 6 4%
MB 7 5%
MB 8 1,5%
MB 9 0,5%
MB 10 10%

Partiendo de esta tabla se puede concluir que MB 4 y MB 10, que contienen tramos continuos de 2'-O-metoxi-
nucledtidos en cualquiera de los extremos 3' o 5' de la MB, no funcionan de manera éptima. También se puede
observar a partir de estos datos que el disefio de un vastago con un efecto del IBL bajo, fue inesperadamente bajo
para MB 8 y MB 9.

Ejemplo 5

Efecto de diferentes lotes de la enzima T7 sobre el efecto del IBL

Una MB que se habia disefiado para Enterovirus (figura 7) se comparé con una MB que contenia la misma
secuencia hibridante, pero la estructura del vastago se basaba en la MB 8 (véase la figura 17) del ejemplo anterior.
La MB modificada que se habia disefiado para Enterovirus se representa en la Figura 8.

Las dos MBs se estudiaron en el experimento descrito a continuacidon. Se sometieron a unas condiciones
convencionales de amplificacion NASBA, en ausencia de diana que se podia detectar con estas MBs (no se
producen reacciones con molde). Las condiciones de reaccién se mantuvieron idénticas para ambas MBs y las
variaciones que se estudiaron eran:

1) el efecto de la introduccion del nuevo vastago en la sonda y
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2) el efecto de tres lotes de la enzima T7 en la reaccion NASBA.

Los tres lotes se obtuvieron a partir del mismo fabricante y con la misma actividad especifica. Eran diferentes en el
efecto del IBL observado (normal, intermedio, malo, en términos de efecto del IBL (malo por haber una gran cantidad
de aberturas no deseadas de la MB)). La sefial del fluoréforo presente en la MB se midié como una funcion del
tiempo. A partir de estos datos el efecto del IBL se obtiene como el incremento de la sefal durante un periodo de
tiempo de 120 minutos. El porcentaje de IBL es el incremento en comparacion con la sefial de partida.

En la Figura 20 se puede observar que para todas las MBs que contienen desoxinucleétidos normales, la llamada
"WT Entero", la abertura no deseada de las sondas fluorescibles produce un aumento espectacular del efecto del
IBL que surge entre el uso de un intermediario y el uso de lotes malos de T7. Sin embargo, las MBs modificadas que
contienen 2'-O-metoxi en el vastago (figura 8), no muestran casi ninguna influencia sobre la calidad de los lotes de
T7. Esto demuestra claramente que es la calidad de T7 (por ejemplo, podria estar presente al menos un
contaminante de la T7) la que determina el IBL y no la propia T7.

Ejemplo 6

Efecto de una estructura éptima del vastago sobre el efecto variante de IBL de lotes diferentes de enzimas

Una segunda serie de MBs que se habian disefiado para diferentes dianas (Legionella (Figura 1), Chlamydia (Figura
3), Mycoplasma (Figura 5)) se compararon con las MBs que contenian la misma secuencia hibridante, pero la
estructura del vastago se basaba en la MB 8 (véase la figura 17) del ejemplo anterior (respectivamente, Legionella
(Figura 2) y Chlamydia (Figura 6)). Para la diana de Mycoplasma esto no fue posible, por lo que se hizo una
pequefia desviacion en la estructura del vastago en comparacion con la MB 8 y se obtuvieron sondas fluorescibles
modificadas especificas para esta diana (véase Figura 4).

Las MBs se estudiaron en parejas (por diana) en el experimento descrito a continuacion. Se sometieron a
condiciones convencionales de amplificacion NASBA, en ausencia de diana que pudiera detectar con estas MBs (no
se producen reacciones con molde). Las condiciones de la reacciéon se mantuvieron idénticas en cada grupo de MBs
y la variacién que se estudio era la introduccion del nuevo vastago en la sonda y la segunda variacion fue el uso de
dos lotes de la enzima T7 en la reaccion NASBA. El primer lote (referido como T7) se sabia que era bueno, y el
segundo lote (del mismo fabricante y con la misma actividad especifica) era conocido por generar mas aberturas no
deseadas de las sondas fluorescibles, produciendo un aumento espectacular del efecto del IBL. La sefial del
fluoréforo presente en la MB se midi6 como una funcién del tiempo. A partir de estos datos, el efecto del IBL se
obtiene como el incremento de la sefal durante un periodo de tiempo de 60 minutos. El porcentaje de IBL es el
incremento en comparacion con la sefial de partida.

En la Figura 21, se puede observar que para todas las MBs que contienen desoxinucleétidos normales, las T7 malas
daban como resultado un mayor efecto del IBL no deseado. Sin embargo, las MBs modificadas que contenian 2'-O-
metoxi en el vastago, no mostraron casi ninguna influencia sobre la calidad de la T7. En otras palabras, el uso de
derivados metoxi en la estructura del vastago vuelve la MB menos vulnerable a la calidad enzima.
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REIVINDICACIONES
1. Sonda fluorescible, en donde el vastago de la sonda comprende:
* uno o varios 2'-O-metil-nucleoétidos, y
* uno o varios nucleétidos no modificados.
2. Sonda fluorescible de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el bucle de la sonda comprende:

* uno o varios nucledtidos y/o analogos de nucleétidos que tienen una modificacién que incrementa la afinidad
seleccionados a partir de nucleétidos 2'-O-derivatizados y acidos nucleicos bloqueados, y

* uno o varios nucleétidos no modificados.

3. Sonda fluorescible de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el nucleétido 2'-O-derivatizado es un 2'-O-
metil-nucledtido.

4. Sonda fluorescible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde cada par de bases
que constituyen el vastago no contienen mas de un 2'-O-metil-nucledtido.

5. Sonda fluorescible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde al menos un par de
bases que constituyen el vastago no contiene 2'-O-metil-nucleoétido.

6. Sonda fluorescible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde un par de bases
que constituye el vastago no contiene 2'-O-metil-nucledtido.

7. Sonda fluorescible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde cada hebra que
constituye el vastago contiene al menos un 2'-O-metil-nucledtido.

8. Uso de una sonda fluorescible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en un ensayo de
hibridacion de diagnéstico.

9. Ensayo de hibridacion de diagnoéstico, que comprende las etapas de poner en contacto una serie de
cebadores y una muestra que contiene la sustancia a analizar de acido nucleico, para amplificar la sustancia a
analizar y detectar la sustancia a analizar amplificada o su complemento, por medio de una sonda fluorescible,
caracterizado porque la sonda fluorescible es una sonda de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

10. Ensayo de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el ensayo de diagnostico es para determinar la
cantidad de sustancia a analizar en la muestra.

11. Ensayo de acuerdo con la reivindicacién 9 o 10, en donde el ensayo de diagnéstico es para determinar la
presencia de la sustancia a analizar en la muestra.

12. Ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde el ensayo de diagndstico es
un ensayo homogéneo.

13. Ensayo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en donde el ensayo de diagndstico es
un ensayo heterogéneo.

14. Kit para realizar un ensayo de amplificacion de diagnoéstico, que comprende los cebadores, polimerasa(s) y
reactivos adecuados para realizar la amplificacion de una sustancia a analizar que se va a diagnosticar y una sonda
fluorescible de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.
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