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DESCRIPCION
Procedimientos para multiplexar la ampliacion de la recombinasa polimerasa
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica los derechos de prioridad de la solicitud US 60/702.533 presentada el 25 de julio de
2005 y de la solicitud US 60/728.424 presentada el 18 de octubre de 2005.

Antecedentes

La ampliacién de la recombinasa polimerasa (ARP) es un proceso de ampliacién de ADN que utiliza enzimas para
emparejar cebadores de oligonucleétidos sintéticos con sus parejas complementarias en el ADN bicatenario. (Armes
y Stemple, solicitud de patente US 60/358, 563 presentada el 21 de febrero de 2002). La ARP depende de los
componentes de la replicacion del ADN celular y de las herramientas de reparacion. La nocion de emplear algunas
de estas herramientas para la ampliacién de ADN in vitro ha existido durante algin tiempo (Zarling et al. patente US
n® 5.223.414), sin embargo, el concepto no se ha transformado en una tecnologia de trabajo hasta hace poco ya
que, a pesar de una largo historial de investigacion en el area de la funcion recombinasa que implica principalmente
a la proteina recA de E. coli, las condiciones in vitro que permiten la ampliacion sensible de ADN han determinado
solo recientemente (Piepenburg et al.. solicitud de patente US 10/931.916 presentada el 1 de septiembre de 2004,
también Piepenburg et al., PlosBiology 2006).

La ARP ofrece numerosas ventajas sobre los procedimientos tradicionales de ampliacion de ADN. Estas ventajas
incluyen la falta de una necesidad de cualquier fusion inicial térmica o quimica, la capacidad de operar a bajas
temperaturas constantes sin necesidad de control de la temperatura absoluta, asi como la observacion de que las
reacciones completas (que carecen de destino) se pueden almacenar en condiciones secas. Estas caracteristicas
demuestran que el ARP es una herramienta Unica y poderosa para el desarrollo de pruebas de deteccion de acidos
nucleicos portatiles, precisas y sin instrumentos.

Breve descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a procedimientos de ampliacién de acidos nucleicos que incluyen nuevos protocolos
de ampliacion de recombinasa polimerasa (ARP) para la rapida y eficiente de ampliacién de acidos nucleicos en un
proceso que puede multiplexarse facilmente.

Una forma de realizacion de la invencién se refiere a procedimientos de ARP que se pueden realizar
simultaneamente en una sola reaccién (en un solo tubo) y en el que los resultados se pueden detectar de forma
simultanea. La reaccién de ARP Unica se describe en primer lugar a continuaciéon y los procedimientos de
multiplexado de dicha reaccion se describen en segundo lugar.

Un aspecto de la invencion se refiere a los procedimientos de ARP que generan amplimeros facilmente detectables
(un acido nucleico ampliado que es el producto de una reaccion de ARP). El procedimiento de ARP ampllié una
molécula de &cido nucleico diana bicatenaria que comprende una primera y una segunda cadena de ADN. La etapa
(a) implica poner en contacto un agente de recombinasa con un primer y un segundo cebador de acido nucleico y un
de la tercera ampliacion que comprende uno o mas restos internos no complementarios o modificados para formar
unos primero, segundo y tercer cebador de nucleoproteina. La etapa (b) implica poner en contacto los primer y
segundo cebadores de nucleoproteina con dicho acido nucleico diana bicatenario formando de ese modo una
primera estructura bicatenaria entre dicho primer cebador de nucleoproteina y dicha primera cadena de ADN a una
primera porciéon de dicha primera cadena (formando un bucle D ) y una segunda estructura bicatenaria entre dicho
segundo cebador de nucleoproteina y dicha segunda cadena de ADN en una segunda porcion de dicha segunda
cadena (formando un bucle D) de tal manera que los extremos 3' de dicho primer cebador de nucleoproteina y dicho
segundo cebador de nucleoproteina estan orientados uno hacia el otro en la misma molécula de acido nucleico
diana con una tercera porcion del acido nucleico diana entre dichos extremos 3'; la etapa (c) implica la ampliacion
del extremo 3' de dicho primer cebador de nucleoproteina y segundo cebador de nucleoproteina con una o mas
polimerasas y dNTP para generar un primer acido nucleico diana ampliado con una region interna que comprende la
tercera porcion del acido nucleico. La etapa (d) implica poner en contacto dicho acido nucleico diana ampliado con
dicho tercer cebador de nucleoproteina para formar una tercera estructura bicatenaria en la tercera porcién de dicho
acido nucleico diana ampliado (formando un bucle D) en presencia de una nucleasa; en el que dicha nucleasa
especificamente escinde dicho resto interno no complementario o modificado s6lo después de la formacién de dicha
tercera estructura bicatenaria para formar un tercer cebador bloqueado en extension 3'y un tercer cebador en 5'. La
etapa (e) implica ampliar el extremo 3' de dicho tercer cebador 5' con una o mas polimerasas y dNTP para generar
un segundo acido nucleico ampliado bicatenario que comprende dicho primer cebador de &cido nucleico y dicho
tercer cebador en 5'. La reaccion de ARP se continda hasta que se alcanza un grado deseado del segundo acido
nucleico ampliado bicatenario. Cabe sefialar que este proceso, junto con cualquiera de las formas de realizacion
relacionadas, puede utilizarse para multiplexar la reaccion ARP (descrita a continuacién).
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El agente recombinasa puede ser, por ejemplo, uvsX, RecA y anélogos funcionales de los mismos. Ademas, la
reaccion ARP puede llevarse a cabo en presencia de uvxY, gp32, las proteinas de unién monocatenarias y de otros
reactivos de ARP habituales. Los procedimientos para la realizaciéon de ARP se describen, por ejemplo, en la
solicitud US 60/358.563 presentada el 21 de febrero 2002, en la solicitud US 10/371.641, presentada el 21 de
febrero del 2003, solicitud de patente US 10/931.916 presentada el 1 de septiembre 2004 y PCT/IB2005/001560
(documento WO 2005/118853) presentado el 11 de abril 2005.

La nucleasa utilizada en esta reaccion de ARP debe escindir especificamente el resto no complementario o el resto
interno modificado preferentemente cuando el tercer cebador bloqueado en extension se hibrida con un ADN para
formar una estructura bicatenaria. Es preferible que la nucleasa no escinden el resto no complementaria o el resto
interno modificada cuando el cebador bloqueado en extension esta en forma monocatenaria - independientemente
de si el cebador se une a la recombinasa o SSB. En una forma de realizacion preferida, la nucleasa es una ADN
glucosilasa o AP endonucleasa. Si el resto interno modificado es un uracilo o inosina, la nucleasa preferida es
uracilo glucosilasa o hipoxantina-ADN glucosilasa, respectivamente. La nucleasa puede reconocer la base no
complementaria por la naturaleza de un error de emparejamiento que forma una region de restos no
complementarios (es decir, una burbuja) en una estructura bicatenaria por lo demés. En este caso, la nucleasa
reconoce un error de emparejamiento de bases entre los restos no complementarios y escinde el cebador en la base
no complementaria.

La nucleasa utilizada en cualquiera de los procedimientos de la invencién puede ser una ADN glucosilasa o un AP
endonucleasa. La nucleasa puede funcionar por reconocimiento de un error de emparejamiento de bases entre la
base de dicho primer cebador bloqueado en extensién y dicho acido nucleico diana y que escinde al cebador
blogueado en extension en el emparejamiento incorrecto de bases sin escindir el acido nucleico diana. La nucleasa,
alternativamente, puede reconocer un resto dafiado, una zona abasica o un simulador de sitio abasico, o cualquier
otra modificacion que se pueda incorporar en oligonucledtidos sintéticos. La nucleasa puede ser, por ejemplo, fpg,
Nth, MutY, MutS, MutM, MUG de E. coli, MUG humana, Oggl humana, glucosilasas de tipo Nei (Neil) de
vertebrados, Nfo, exonucleasa lll, uracil glucosilasa, hipoxantina-ADN y analogos funcionales y homoélogos de los
mismos. Los analogos funcionales y homoélogos pueden ser de cualquier origen mamifero, bacteriano o virico. Como
ejemplos adicionales, si la base modificada es inosina, la nucleasa puede ser hipoxantina-ADN glucosilasa; si la
base modificada es uracilo, la nucleasa puede ser uracilo glucosilasa. En una forma de realizacién preferida, estas
nucleasas pueden ser de E. coli. En una forma de realizacion preferida, la nucleasa es Nfo de E. coli o exonucleasa
Ill de E. coli y el resto interno modificado es un resto de tetrahidrofurano o un grupo enlazador. Un "enlazador"
(también llamado enlazador de carbono o "separador") es una cadena que contiene carbono que se utiliza para unir
la posicién 3' de un azucar a la posicion 5' (por lo general) de otro. Los separadores corrientes pueden comprender
alrededor de 3, 6, 9, 12 0 18 cadenas de carbono, aunque puede ser de cualquier nimero de cadenas de carbono.
Los enlaces carbono-oxigeno-carbono son frecuentes en estos separadores, supuestamente para reducir la
hidrofobia. Nfo y exonucleasa Il (y homologos) pueden reconocer el enlace 3'-O-C del azicar en el extremo 3' de un
nucleétido unido a wun separador y escindirlo. Véase, por ejemplo, el separador C18 (18-O-
dimetoxitritilhexaetilenglicol,1-[(2-cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (Glen Research, Sterling, VA, EE.UU., n °
de cat 10-1918-90).

Como se utiliza en la presente memoria, un "resto abdasico” en un oligonucleétido se refiere a un fragmento
molecular (FM) dentro de una cadena de oligonucleétido donde el fragmento molecular se aproxima a la longitud de
una ribofuranosa o de un azucar desoxirribofuranosa de tal manera que el fragmento molecular separa una de otra
las bases adyacentes al mismo, o efectivamente el mismo, la distancia como si una ribofuranosa o un azlcar
desoxirribofuranosa de cualquiera de A, G, C, T, o U estuvieran presentes en el lugar del resto abasico. El resto
abasico puede incorporar un anillo de ribofuranosa o deoxirribofuranosa como en A, G, C, T o U naturales. Sin
embargo, el resto abasico no contiene una base u otra molécula que pueda interactuar con la base en la cadena
opuesta de una doble cadena que se forma con el oligonucledtido que contiene restos abasicos. Por lo tanto, un
resto abasico puede ser una estructura apurinica o apirimidinica, un analogo de la base, o un anélogo de un eje
central de fosfato. La sustitucién abéasica también puede consistir en un eje central de N-(2-aminoetil)-glicina unidas
por enlaces amida. En una forma de realizacion preferida, el resto abasico es tetrahidrofurano o D-separador (un tipo
de tetrahidrofurano). Tanto un separador D como el tetrahidrofurano efectivamente son un azicar desoxirribosa en el
que tanto la posicion 1' como la 2' carece de restos OH. Normalmente, la posicion 1' de un resto abdasico auténtico
en el ADN tendria un hidroxilo en la posicion en la que normalmente se une la base, sin embargo, esto es inestable
ya que la forma anular se interconvierte con una forma aldehido de anillo abierto (véase a continuacién), que a
continuacion puede degradarse por el proceso de beta-eliminacién. La eliminacion de este hidroxilo conduce a una
forma estable facilmente sintetizada en oligonucleétidos. Se conocen sitios abasicos de tipo tetrahidrofurano y su
utilizacién como restos abasicos. El tetrahidrofurano se puede colocar en oligonucleétidos durante la sintesis por
reactivos pedidos de Glen Research (Sterling, Virginia, EE.UU.).

Uno o mas restos internos no complementarios o modificados son internos, ya que no es la mayoria de los restos en
5' 0 en 3' del primer cebador bloqueado en extension. En una forma de realizacion preferida, uno o mas restos
internos no complementarios es de por lo menos 10 restos desde el extremo 5' 0 3' de un cebador. En una forma de
realizacién mas preferida, uno 0 mas restos internos no complementarios es de por lo menos 15, o por lo menos 20
restos de distancia desde el resto en 5' 0 3' de un cebador.
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Uno o mas restos internos no complementarios puede introducirse al sintetizar un cebador de oligonucleétido con
uno o mas restos no complementarios. Un resto no complementario es cualquier resto que no forma un par de bases
de Watson Crick (enlace de hidrégeno) con su correspondiente resto en una estructura bicatenaria. Por ejemplo, si
se necesita una "T" en una posicién especifica para formar un par de bases de Watson-Crick entre un cebador y un
acido nucleico diana, la utilizacién de una "A" haria que la "A" no fuese complementaria. Como ejemplo adicional,
cada una de las bases intermedias en la siguiente estructura bicatenaria es una base no complementaria.

cebador aaaaa (SEC. ID.n%1)

11
diana ttatt(SEC. ID.n%2)

cebador aagaa (SEC. ID. n° 3)

11
diana ttatt (SEC. ID.n%4)

cebador aacaa (SEC. ID. n?5)

1]
diana ttatt (SEC. ID. n®6)

Es conocido que la presencia de restos no complementarios en un acido nucleico bicatenario producira una burbuja
dentro del acido nucleico bicatenario. Mientras que un resto interno no complementario o modificado es suficiente
para el funcionamiento con los procedimientos de la invencion, mas de uno de los restos internos no
complementarios o modificados pueden utilizarse. Cuando se utiliza més de uno, pueden ser adyacentes entre si en
un oligonucleétido o pueden estar separados. Debe apreciarse que si la nucleasa escinde el acido nucleico diana en
la posicién del emparejamiento incorrecto o no complementaria, el ADN diana es reparado rapidamente por dNTP y
la polimerasa utilizando el cebador como plantilla. Debido a esto, esta reaccion no afectaria a los procedimientos de
la presente descripcion.

Uno o mas restos no complementarios internos del primer cebador bloqueado en extensiéon puede ser un resto
interno modificado. El resto interno modificado puede ser cualquier estructura quimica (resto) que no pueda formar
una estructura de emparejamiento de bases de Watson-Crick con su correspondiente base en una estructura del
acido nucleico bicatenario. Si se utiliza mas de un resto interno no complementario, pueden ser una mezcla de
restos internos no complementarios o de restos internos modificados. La expresién "resto interno modificado”
también incluye, al menos, cualquier resto que no se encuentra normalmente en el ADN — que es cualquier resto que
no es una "A", "G", "C" o "T" tal como, por ejemplo uracilo o inosina.

El resto interno modificado puede ser inosina, uracilo, 8-oxoguanina, timina glicol, o un simulador de sitio abasico.
Los simuladores de sitio abasico preferidos incluyen un resto de tetrahidrofurano o D-separador (que puede
producirse como un producto del empleo de una 5'-O-dimetoxitritil-1',2'-didesoxirribosa-3'-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropil)]-fosforamidita durante la sintesis de oligonucleétidos.

El cebador esta bloqueado en la extension en su extremo 3' por lo que no puede normalmente ser alargado por la
polimerasa y dNTP, incluso en presencia de una plantilla gratuita. Los procedimientos de bloqueo de un cebador son
bien conocidos e incluyen, al menos, la inclusién de un nucleétido bloqueado en 3'. El nucleétido bloqueado en 3'
puede contener, por ejemplo, un grupo de bloqueo que impide la ampliacion de la polimerasa. En general, los grupos
de bloqueo se unen al punto 3' 0 2' del resto de azucar en 3', pero son posibles otras posiciones de uniones. Uno de
los métodos de bloqueo en 3' es mas frecuentes es para colocar un azlcar didesoxi en el extremo 3' de un
oligonucleétido. El grupo de bloqueo puede ser, por ejemplo, un marcador detectable.

Un marcador detectable se define como cualquier resto que se puede detectar con los procedimientos actuales.
Estos marcadores incluyen, por lo menos, un fluoréforo (denominado también molécula fluorescente, fluorocromo),
una enzima, un extintor, un inhibidor enzimatico, un marcador radiactivo, un miembro de un par de union, un resto
digoxigenina, un péptido, y una combinacion de los mismos.

"Un miembro de un par de union" hace referencia a que es uno de entre un primer y un segundo resto, en el que
dichos primer y dicho segundo resto tienen una afinidad de union especifica entre si. Los pares de unién adecuados
para su utlizacién en la invencién incluyen, pero no se limitan a, antigenos/anticuerpos (por ejemplo,
digoxigenina/anti-digoxigenina, dinitrofenilo (DNP)/anti-DNP, dansil-X-anti-dansilo, fluoresceina/anti-fluoresceina,
amarillo lucifer/anti-amarillo lucifer, péptido/antipéptido, ligando/receptor y rodamina/anti-rodamina), biotina/avidina (o
biotina/estreptavidina) y la proteina de unién a calmodulina (CBP)/calmodulina. Otros pares de union adecuados
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incluyen polipéptidos tales como el péptido FLAG (DYKDDDDK; SEC. ID. n? 7) [Hopp et al., Biotechnology, 6:1204
1210 (1988)]; el péptido epitopo KT3 (Martin et al., Science 255:192 194 (1992)); péptido epitopo de tubulina
(Skinner et al., J. Biol. Chem. 266:15163 15166 (1991)), y la etiqueta del péptido de la proteina 10 del gen T7 (Lutz-
Freyerinuth et al., Proc.. Natl. Acad. Sci. USA., 87:6393 6397 (1990)) y los anticuerpos contra cada uno de los
mismos. Generalmente, en una forma de realizacion preferida, el mas pequefio de los socios de par de union sirve
como el marcador detectable, como consideraciones estéricas pueden ser importantes. Ademas de lo expuesto
anteriormente, cualquiera de los &cidos nucleicos y nucleétidos de la reaccién ARP puede estar marcado con un
marcador detectable.

En cualquiera de los procesos de ARP de la invencion en los que se utiliza un marcador detectable, el marcador
detectable puede utilizarse para seguir el avance (la produccién de amplimeros) de la reaccion ARP. En un aspecto,
si se etiquetan los cebadores, el seguimiento puede implicar la deteccién de un marcador en un amplimero. Dado
que es de esperar que amplimeros sean mayores que los cebadores utilizados, la deteccion puede implicar, por
ejemplo, electroforesis en gel y la deteccion del amplimero de tamafo adecuado. Alternativamente, los amplimeros
marcados pueden estar separados por cebadores marcados por un procedimiento mas rapido, tal como la
cromatografia en columna (incluyendo columnas de centrifugacién, columnas de empuje y similares). Dado que los
procedimientos de ARP de la invencion tiene una alta especificidad y baja produccion de artilugios (relacion alta
sefal a ruido), el seguimiento puede implicar la realizaciéon de ARP utilizando nucleétidos unidos a marcadores
detectables y la medicién de la cantidad de marcadores unidos a &cidos nucleicos de alto peso molecular (por
ejemplo, acido nucleico de mas de 100 bases de longitud). Por ejemplo, se pueden utilizar dNTP radioactivos vy el
avance de la reaccion ARP se puede controlar siguiendo la incorporacion de la radiacién en el ADN de alto peso
molecular. Las técnicas que controlan la incorporacién de nucleétidos en el ADN de alto peso molecular incluyen la
electroforesis en gel, la columna de exclusién por tamafo (por ejemplo, columnas convencional, de centrifugacion y
de empuje) y la precipitacion acida.

Si el primer cebador de acido nucleico y el tercer cebador de 5' se marcan cada uno con un marcador detectable
diferente, entonces el producto ampliado (el segundo &cido nucleico ampliado bicatenario) sera la Unica especie de
acido nucleico con ambos marcadores. Esta especie de acidos nucleicos con doble marcaje se pueden detectar por
varios medios. En un procedimiento preferido, el producto ampliado puede detectarse utilizando una tira de flujo. En
una forma de realizacion preferida, un marcador detectable produce un color y el segundo marcador es un epitopo
que es reconocido por un anticuerpo inmovilizado. Un producto que contiene ambos marcadores atacara a un
anticuerpo inmovilizado y producira un color en la posicién del anticuerpo inmovilizado. Un ensayo basado en este
método de deteccidon puede ser, por ejemplo, una tira de flujo (varilla sumergida) que se puede aplicar a toda la
reaccion ARP. Una ampliacién positiva producird una banda en la tira de flujo mientras que una ampliacién negativa
no produciria ninguna banda de color.

Debe apreciarse que este proceso de ampliacién ARP utilizando 3 cebadores puede multiplexarse (denominado en
la presente memoria como ARP mlltiple). Es decir, proceso de ARP multiple utilizando 3 cebadores, como se
expuso anteriormente, se puede realizar en la misma reaccién (tubo). La ARP miltiple se puede realizar con uno o
mas &cidos nucleicos diana. Cada proceso se lleva a cabo con una combinacién diferente de los primer y segundo
cebadores de &cido nucleico que es especifica para una region diferente de uno o mas acidos nucleicos diana. En
una forma de realizacién preferida, cuando se llevan a cabo multiples procesos del ARP en la misma reaccion, cada
proceso de ARP utiliza un primer &cido nucleico con el mismo marcador, pero no necesariamente la misma
secuencia. Ademas, cada proceso utiliza el mismo tercer cebador blogueado en extensién con un segundo marcador
detectable. De esta manera, midiendo la acumulacion de producto de &cido nucleico bicatenario tanto con el primer
marcador detectable como con el segundo marcador detectable, se puede medir la ampliacion acumulativa de cada
proceso de ARP.

La ARP multiple es util para muchos fines. Por ejemplo, multiples patégenos pueden compartir una secuencia de
acido nucleico comun que es demasiado pequerio para la ampliacion directa por el ARP. Ademas, la secuencia de
acido nucleico comun tiene diferente secuencia flanqueante en cada organismo de modo que un Unico conjunto de
cebadores ARP no puede disefarse para ampliar esta secuencia de acido nucleico comun en multiples organismos.
Utilizando el proceso de ARP multiple como se describié anteriormente, se puede utilizar un gran ndmero de
combinaciones de cebadores de ARP en una reaccion, en el que cada combinacién ampliaria la secuencia de acido
nucleico comudn en un organismo y esta secuencia de acido nucleico comun seria simultaneamente ampliada por el
tercer cebador comuin (tercer cebador bloqueado en extensién). La ARP multiple con combinaciones de cebadores
disefadas para detectar multiples patdégenos, puede utilizarse, por ejemplo, en un ensayo para detectar cepas de S.
aureus resistentes a la meticilina por ampliacion y deteccién de una secuencia comun (por ejemplo, mec2) en cada
cepa. Utilizando la ARP mudltiple de la invencion, un gran nimero de locus (secuencias de ADN) se puede detectar
por ampliacion ARP simultanea. En una forma de realizacion preferida, se realizan por lo menos 2 ARP simultaneas
en un ARP. En una forma de realizacion mas preferida, se realizan por lo menos 3, por lo menos 5, por lo menos 7 o
por lo menos 10 reacciones de ARP en el mismo tubo.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a un procedimiento multiple de ARP, que comprende las etapas

de realizar mas de un proceso de ARP en una reaccion. Cada reaccion individual se lleva a cabo como se describié
anteriormente para ARP utilizando 3 cebadores. En pocas palabras, cada reaccion implica las etapas de (a1) poner

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2420831 T3

en contacto un agente de recombinasa con un primer y un segundo cebador de acido nucleico y un tercer cebador
blogueado en extensién que comprende un resto interno no complementario o modificado para formar unos primer,
segundo y tercer cebador de nucleoproteina; (a2) poner en contacto los primer y segundo cebadores de
nucleoproteina con dicho acido nucleico diana bicatenario formando de ese modo una primera estructura bicatenaria
entre dicho primer cebador de nucleoproteina y dicha primera cadena de ADN en una primera porcién de dicha
primera cadena y una segunda estructura bicatenaria entre dicho segundo cebador de nucleoproteina y dicha
segunda cadena de ADN en una segunda porcion de dicha segunda cadena de tal manera que los extremos 3' de
dicho primer cebador de nucleoproteina y dicho primer cebador de nucleoproteina estan orientados uno hacia el otro
en la misma molécula de acido nucleico diana con una tercera porcion de acido nucleico entre dichos extremos 3';
(a3) extendiendo el extremo 3' de dicho primer cebador de nucleoproteina y segundo cebador de nucleoproteina con
una o mas polimerasas y los dNTP para generar un primer acido nucleico diana ampliado con una region interna que
comprende la tercera porcion de acido nucleico; (a4) poner en contacto dicho acido nucleico diana ampliado con
dicho tercer cebador de nucleoproteina para formar una tercera estructura bicatenaria en la tercera porcién de dicho
acido nucleico diana ampliado en presencia de una nucleasa; en el que dicha nucleasa escinde especificamente
dicho resto interno no complementario o modificado sélo después de la formacién de dicha tercera estructura
bicatenaria para formar un tercer cebador bloqueado en extension 3' y un tercer cebador en 5'; (a5) ampliar el
extremo 3' de dicho tercer cebador 5' con una o mas polimerasas y los dNTP para generar un segundo acido
nucleico ampliado bicatenario que comprende dicho primer cebador de &acido nucleico y dicho tercer cebador 5'; (a6)
continuar la reaccion mediante la repeticién de (a2) y (a5) hasta que se alcance un grado deseado del segundo
acido nucleico ampliado bicatenario. En este proceso, cada proceso de ARP se lleva a cabo con una combinacién
diferente de los primer y segundo cebadores de acido nucleico pero cada proceso se realiza con el mismo tercer
cebador bloqueado en extension.

Debe apreciarse que, si bien cada proceso de ARP tendrda una combinacion diferente de los primer y segundo
cebadores de acido nucleico, los cebadores pueden todavia compartirse entre los procesos del ARP. Por ejemplo, el
proceso 1 de ARP puede utilizar los cebadores 1 y 2 mientras que el proceso 2 de ARP sélo podra utilizar los
cebadores 2 y 3. Por lo tanto, el proceso 1 de ARP y el proceso 2 de ARP comparten el mismo cebador (cebador 2).

En cualquier proceso de ARP que implica un cebador bloqueado en extensién (por ejemplo, el tercer cebador
blogueado en extensidn) el cebador puede comprender ademas uno o mas marcadores detectables y el avance de
la ARP se puede hacer el seguimiento de una segunda forma controlando el marcador detectable en este cebador.
El marcador detectable puede ser un fluor6foro, una enzima, un extintor, un inhibidor enzimatico, un marcador
radiactivo, un miembro de un par de unién y una combinacién de los mismos. Cuando se utiliza un fluor6foro o
extintor, la union puede ser por un resto de fluor6foro-dT amidita o un resto de extintor-dT amidita.

En una forma de realizacion preferida, el tercer cebador bloqueado en extensiéon comprende un fluoréforo y un
extintor. El fluoréforo y el extintor estan separados por 0 a 2 bases, 0 a 5 bases, 0 a 8 bases 0 0 a 10 bases, 3 a 5
bases, 6 a 8 bases u 8 a 10 bases. Ademas, el fluor6foro y el extintor pueden estar separados por una distancia
mayor cuando el cebador blogueado en extensién no esta hibridado que cuando el cebador bloqueado en extension
se hibrida con el acido nucleico diana. Por otra parte, el fluoréforo o extintor pueden estar unido al resto interno no
complementario o modificado, siempre y cuando el fluoréforo y el extintor se separen después de la escision de la
base interna modificada por la nucleasa. Los fluoréforos preferidos incluyen fluoresceina, FAM, TAMRA vy los
extintores preferidos incluyen un extintor oscuro (por ejemplo, Dark Quencher 1, Dark Quencher 2, Black Hole
Quencher 1y Black Hole Quencher 2).

Una de las ventajas de los procedimientos de este proceso de ARP es que puede llevarse a cabo a baja
temperatura, tal como entre 14°C y 21°C, entre 21°C y 25°C, entre 25°C y 30°C, entre 30°C y 37°C, o entre, 40°C y
43°C. En estas condiciones de temperatura, la reaccion se acelera en presencia de 1% a 12% de PEG tal como
entre 6% al 8% de PEG.

Otra ventaja de la utilizacion de cebadores bloqueados en extension, para cualquiera de los procedimientos de la
invencion, es que el avance de la reaccion se puede seguir en tiempo real. El seguimiento puede implicar, por
ejemplo, medir la fluorescencia en la reaccion de ARP. En este procedimiento, el fluoréforo y el extintor se
encuentran a una distancia lo suficientemente cerca (separados por menos de 10 restos, como se describe en la
presente memoria) en el cebador de tal manera que el inhibidor previene la fluorescencia del fluor6foro. Sin
embargo, como el tercer cebador bloqueado en extension es escindido por la nucleasa, el extintor esta separado del
fluoréforo y el cebador resulta fluorescente. Esto permite el seguimiento de ARP en tiempo real, simplemente
utilizando una fuente de luz que puede excitar el fluordforo a fluorecer y utilizando un detector dptico para detectar
cualquier fluorescencia del fluor6foro que se ha separado del extintor.

Los cebadores para cualquiera de las reacciones de ARP de esta descripcién, incluyendo los cebadores bloqueados
en extension, pueden encontrarse entre 2 y 100 restos de longitud, tales como entre 12 y 30 restos de longitud, 12 y
40 restos de longitud, 12 y 50 restos de longitud o 12 y 60 restos, 30 y 40 restos de longitud, 40 y 45 restos de
longitud, o 45 y 50 restos de longitud. En una forma de realizacion preferida, los cebadores pueden estar entre 30 a
100, entre 35 a 100, entre 40 y 100 o entre 45 y 100 restos de longitud. En la forma de realizacion mas preferida, los
cebadores estan entre 30 y 60 restos de longitud, entre 35 y 60, entre 40 y 60 o entre 45 y 60 restos de longitud -
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estos cebadores se pueden utilizar en cualquier reaccion de ARP y son especialmente preferidos para las
reacciones de ARP por debajo 30°C, por debajo de 15°C o por debajo de 20°C. Las longitudes de cebadores
mayores de 30, mayores de 35, mayores de 40, mayores de 45 o mayores de 50 bases se prefieren para los
procesos del ARP realizados a o por debajo de 30°C. Se entiende que en el campo de la biologia molecular, las
subunidades de un &cido nucleico que se conocen como "bases" o "restos". Por ejemplo, las estructuras y longitudes
de ADN y oligonucleétidos se expresan en bases (kilobases), pares de bases o restos.

Cualquier reaccién de ARP de la invencion puede llevarse a cabo entre 14°C y 21°C, entre 21°C y 25°C, entre 25°C
y 30°C, entre 30°C y 37°C, entre 38°C a 40°C o entre 40°C y 48°C. Se ha observado que las reacciones de ARP son
optimas a 25°C en presencia de entre el 1% y el 12% de PEG. Preferentemente, la concentracion de PEG esta entre
6 y 9%, tal como, por ejemplo, entre 7 y 8%. Estas condiciones éptimas del ARP se aplican a las reacciones ARP
descritas en esta solicitud y a todas las reacciones de ARP en general.

En7una reaccion ARP tl’pic% de la invencion, al menogs una cadena del acido nucleico diana se amplia por lo menos
10" veces, por lo menos 10° veces o por lo menos 10° veces.

Para cualquiera de los procedimientos de ARP de la invencion, se entiende que el &cido nucleico diana puede ser
monocatenario. El &cido nucleico monocatenario puede convertirse en acido nucleico bicatenario por procedimientos
conocidos en la técnica incluyendo, por ejemplo, la hibridacién de cebadores aleatoria seguida de alargamiento por
la polimerasa. Por otra parte, la reaccion ARP puede llevarse a cabo directamente con el acido nucleico diana
monocatenario, porque en una primera etapa, un cebador de ARP se hibridaria con dicho acido nucleico diana
monocatenario y ampliacion (en la presencia de nucleasa en el caso del primer cebador bloqueado en extension) por
la polimerasa generaria un acido nucleico diana bicatenario para la ARP posterior. Ademas, un cebador especifico
se puede anadir al principio de la reaccion de ARP para hibridar con el acido nucleico diana monocatenario y por
ampliacion con polimerasa ya presente en la reaccion de ARP, convertir el acido nucleico diana monocatenario en
un 4cido nucleico diana bicatenario.

Para reducir el fondo y la contaminacion, cualquiera de las reacciones de ARP de la invencién puede llevarse a cabo
con dUTP en la mezcla de dNTP. Se ha descubierto, sorprendentemente, que una ARP puede llevarse a cabo en
presencia de dUTP y uracil glucosilasa activa durante un primer periodo antes de que se inactive la uracil
glucosilasa. Este primer periodo es preferiblemente inferior a 20 minutos, inferior a 10 minutos inferior a 5 minutos o
inferior a 2 minutos. Por otra parte, la uracil glucosilasa se puede anadir en cualquier momento durante el primer
periodo. Es decir, la reaccion ARP puede iniciarse con dUTP (y otros dNTP) sin uracil glucosilasa y la uracil
glucosilasa se puede afnadir en cualquier momento durante el primer periodo.

Después del primer periodo, se afiade inhibidor de uracil glucosilasa a la reaccion ARP y se deja que la reaccion
continde durante el resto de la reaccién de ARP - hasta que se alcanza un grado deseado de ampliacion. Es
importante destacar que, el proceso se lleva a cabo sin inactivacién basada en la temperatura de la uracil
glucosilasa. El inhibidor de uracil glucosilasa en esta reaccién puede ser un inhibidor de uracil glucosilasa de fagos
de Bacillus subtilis PBS1 o un inhibidor de uracil glucosilasa de fagos de Bacillus subtilis PBS2. Cuando se utiliza
dUTP, para cualquier ARP de esta descripcion, el dNTP puede consistir en (1) dTTP, dATP, dUTP, dCTP y dGTP o
(2) dATP, dUTP, dCTP y dGTP. En una forma de realizacion preferida, cuando se utiliza dUTP, la mezcla de dNTP
no contiene dTTP. Este procedimiento de reduccion de fondo, mediante la adicion de dUTP y uracil glucosilasa a
una primera parte de una reaccién ARP tiene una aplicacion general a cualquier tipo de ARP. Ademas, este método
se puede combinar con cualquiera de los procesos del ARP de esta descripcion.

Otro aspecto de la descripcién se refiere a un procedimiento de realizacién de ARP de una molécula de acido
nucleico diana bicatenario que comprende una primera y una segunda cadena de ADN con un aumento de la
relaciéon sefal a ruido. En la etapa A, un agente de recombinasa se pone en contacto con (1) un primer cebador
blogueado en extension que comprende uno o mas restos internos no complementarios o modificados que pueden
ser un resto interno modificado, y (2) un segundo cebador de acido nucleico para formar un primer y un segundo
cebador de nucleoproteina.

En la etapa B, el primer y el segundo cebadores de nucleoproteina se mezclan con (en contacto con) una nucleasa y
con el acido nucleico diana bicatenario de tal manera que se forma una primera estructura bicatenaria (parte de un
primer bucle D) entre el primer cebador de nucleoproteina y dicha primera cadena de ADN en una primera porcién
de dicha primera cadena. Ademas, también se forma una segunda estructura bicatenaria (parte de un segundo bucle
D) entre dicho segundo cebador de nucleoproteina y dicha segunda cadena de ADN en una segunda porcién de
dicha segunda cadena. Los extremos 3' del primer cebador bloqueado en extension y dicho segundo cebador de
acido nucleico estan orientados uno hacia el otro en la misma molécula de &cido nucleico diana bicatenario. La
nucleasa especificamente reconoce y escinde uno o mas restos internos no complementarios o modificados en el
primer cebador bloqueado en extension solo después de que el cebador forma una estructura bicatenaria. Después
de la escision por la nucleasa, el primer cebador bloqueado en extensién se escinde en dos cebadores, un primer
cebador en 5' y un primer cebador bloqueado en extension en 3'. Debido a que el grupo de bloqueo esta en el
extremo 3' del primer cebador bloqueado en extension, el primer cebador en 5' no estéa bloqueado, pero el primer
cebador bloqueado en extension en 3' esta bloqueado y no puede ser alargado por la polimerasa.
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En la etapa C, el extremo en 3' del primer cebador en 5' y el segundo cebador de nucleoproteina se prolonga con
una o mas polimerasas y los dNTP (por ejemplo, una mezcla de dATP, dTTP, dCTP y dGTP) para generar un acido
nucleico diana ampliado. El acido nucleico diana ampliado puede ser monocatenario (por ejemplo, una cadena
desplazada) o bicatenario. Ademas, el acido nucleico diana ampliado monocatenario puede hibridarse para formar
acido nucleico diana bicatenario. Por otra parte, el sistema de ARP de la presente descripcion puede ampliar tanto el
acido nucleico diana monocatenario (expuesto a continuacién) o el &cido nucleico diana bicatenario de este modo la
produccion de acido nucleico diana ampliado monocatenario o bicatenario Unica no afectaria al resultado de la ARP.

La etapa B y la etapa C se repiten hasta que se alcance el grado deseado de ampliacién. Cabe sefalar que la
reaccion ARP se perpetla a si misma siempre y cuando los reactivos no se agoten. El producto de una ronda de
ampliacion (acido nucleico diana ampliado) actia como la entrada para la posterior ronda de ARP. Por lo tanto, una
reaccion ARP puede continuarse por incubacién meramente continuada de la reaccién a una temperatura deseada.
Ademas, puesto que la reaccion de ARP descrita no es sensible a la temperatura, la reaccién se puede continuar
incluso si existe fluctuacion en la temperatura. Por ejemplo, un tubo de reaccién de ARP puede funcionar en un bafio
de agua, en la parte superior del banco (temperatura ambiente), o incluso en el bolsillo del experimentador (cuando
trabaja en campo, por ejemplo). Por lo tanto, la reacciéon ARP puede llevarse a cabo a menos de 50°C, a menos de
40°C, a menos de 37°C, menos de 30°C, a menos de 25°C o0 a menos de 20°C.

En un procedimiento preferido, el primer cebador bloqueado en extension comprende ademas uno o mas
marcadores detectables. Cuando el marcador detectable es un fluoréforo o un extintor, puede estar unido al cebador
blogueado en extension por un resto de fluor6foro-dT amidita o un resto de extintor-dT amidita respectivamente. Son
posibles otras uniones y ampliamente conocidas.

En otro procedimiento preferido, el cebador bloqueado en extensién comprende tanto un fluor6foro como un extintor.
El fluor6foro y el extintor pueden estar separados por entre 0 a 2 bases, 0 a 5 bases, 0 a 8 bases 0 0 a 10 bases.
Naturalmente, se prefiere que el fluor6foro y el extintor estén lo suficientemente préximos uno del otro de tal manera
que la combinacién no sea fluorescente hasta que estén separados. Se prefiere que el fluoréforo y el extintor estén
separados por una distancia mayor en el cebador de nucleoproteina que cuando el cebador se hibrida con el acido
nucleico diana. Esto es posible debido a la accion de las proteinas adjuntos (recombinasa y/o proteina SSB) que
tienden a estirar la cebador no hibridado.

En otro aspecto, el fluordforo o el extintor pueden estar unidos al resto interno modificado y el fluoréforo y el extintor
se pueden separar después de la escisién del resto interno modificado por la nucleasa.

Mientras que cualquier fluoréforo puede funcionar para los métodos de la invencidn, la fluoresceina, FAM y TAMRA
son los fluoréforos preferidos. El extintor preferido es un extintor oscuro que puede ser, por ejemplo, Dark Quencher
1, Dark Quencher 2, Black Hole Quencher 1 o Black Hole Quencher 2.

Otro aspecto se refiere a un proceso de ARP de ampliaciéon de ADN de una molécula de acido nucleico diana
monocatenario que comprende las etapas siguientes (a) hibridar un primer cebador de acido nucleico con dicho
acido nucleico diana monocatenario y alargar dicho cebador una o mas polimerasas y unos dNTP para generar una
molécula de &cido nucleico diana bicatenario que comprende una primera y una segunda cadena; (b) poner en
contacto un agente recombinasa con un primer cebador bloqueado en extensién que comprende un resto interno no
complementario, y un segundo cebador de &cido nucleico para formar una primer y un segundo cebador de
nucleoproteina; (c) poner en contacto los primer y segundo cebadores de nucleoproteina con una nucleasa y con
dicho &cido nucleico diana bicatenario formando de ese modo una primera estructura bicatenaria entre dicho primer
cebador de nucleoproteina y dicha primera cadena de ADN en una primera porcién de dicha primera cadena y una
segunda estructura bicatenaria entre dicho segundo cebador de nucleoproteina y dicha segunda cadena de ADN en
una segunda porcién de dicha segunda cadena de tal manera que los extremos 3' de dicho primer cebador
blogueado en extensién y dicho segundo cebador de acido nucleico estan orientados uno hacia el otro en la misma
molécula de acido nucleico diana bicatenario, en el que dicha nucleasa escinde especificamente dicho resto interno
no complementario modificado sélo después de la formacién de dicha primera estructura bicatenaria para formar un
primer cebador en 5' y un primer cebador bloqueado en extension en 3'; (d) prolongar el extremo 3' de dicho primer
cebador en 5' y el segundo cebador de nucleoproteina con una o mas polimerasas y unos dNTP para generar una
molécula de acido nucleico diana ampliada; (e) continuar la reaccion mediante la repeticion de (c) y (d) hasta que se
alcance un grado deseado de ampliacién. Como se explicd anteriormente, el primer cebador de acido nucleico
puede ser el primer cebador bloqueado en extensién, dicho segundo cebador de acido nucleico, primer cebador de
nucleoproteina o segundo cebador de nucleoproteina. Naturalmente, si el primer cebador es el primer cebador
blogueado en extension, la etapa (a) se debe realizar en presencia de la nucleasa. Ademas, debe tenerse en cuenta
que cualquier reaccion ARP que utilice un ADN diana de acido nucleico monocatenario como material de partida
necesariamente atravesara una etapa intermedia en la que el &cido nucleico diana es bicatenario y se ampliaria por
ampliacion de la doble cadena.

Otro aspecto se refiere a un cebador para ARP que es un cebador bloqueado en extension de entre 12 a 100 restos
de longitud y en el que el cebador comprende uno o mas restos internos modificados. Este cebador puede ser
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cualquier cebador bloqueado en extension, incluidos algunas variantes de los mismos, descritas en cualquier lugar
de esta solicitud. En pocas palabras, el resto interno modificado se selecciona del grupo que consta de un resto de
uracilo, un resto de inosina, 8-oxoguanina, timina glicol, un simulador de sitio abasico y analogos de los mismos. El
simulador de sitio abasico puede ser un resto tetrahidrofurano o un 5'-O-dimetoxitritil-1',2"-didesoxirribosa-3'-[(2-
cianoetil)-(N,N-diisopropil)]-fosforamidita (cominmente conocido como una "separador D") y analogos de los
mismos.

El cebador estd bloqueado en extension y no puede ser alargado por la polimerasa (por ejemplo, fragmento de
Klenow) y dNTP. Los métodos de bloqueo de un cebador en la ampliaciéon son conocidos y se describen también en
la presente descripcion. Asi, el cebador puede tener un resto 3' bloqueado. El resto 3' bloqueado puede ser un resto
bloqueador. El resto bloqueador, que opcionalmente puede comprender un marcador detectable, puede estar unido
al punto 2' 0 3' de la mayoria de los restos 3' del cebador. Por ejemplo, el resto 3' bloqueado puede ser un 2',3"-
didesoxi nucledtido.

El cebador puede comprender uno o mas marcadores detectables. El marcador detectable puede ser un fluoréforo,
una enzima, un extintor, un inhibidor enzimatico, un marcador radiactivo, un miembro de un par de unién y una
combinacion de los mismos. En un caso mas preferido, el cebador comprende tanto un fluoréforo como un extintor.
El inhibidor puede encontrarse proximo al fluoréforo para suprimir la fluorescencia del fluoréforo. Por ejemplo, la
separacion entre el fluoréforo y el extintor puede ser 0 a 2 bases, 0 a 5 bases, 0 a 8 bases, de 0 a 10 bases, 3 a5
bases, 6 a 8 bases y 8 a 10 bases. En un cebador preferido, el fluoréforo y el extintor estan separados por una
distancia mayor cuando el cebador bloqueado en extension no esta hibridado (sino unido a recombinasa y/o a
proteina de unién monocatenaria) que cuando el cebador bloqueado en extension se hibrida con el acido nucleico
diana. El fluoréforo y el extintor pueden ser cualquier fluoréforo y extintor conocido por operar conjuntamente
incluyendo, pero sin limitarse al, fluoréforo y extintores de cualquiera de los fluoréforos descritos en la presente
descripcion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 representa datos experimentales que demuestran que el alargamiento de cebadores acelera la
cinética de reaccion en el caso de cebadores dirigidos a un locus genémico de Bacillus subtilis.

Figura 2 representa los resultados experimentales que muestran so6lo los cebadores mas largos (45
monomeros) y mas rapidos logran amplian el ADN a niveles detectables de gel utilizando tincién de
bromuro de etidio a 25°C, 23°C, 20°C y 17°C.

Figura 3 representa que la cinética de ampliacion a 25°C aparece aproximadamente la mitad de los de 37°C.
Esta figura también demuestra que los niveles de PEG influyen tanto en la velocidad como en la
especificidad (un artilugio cebador aumenta a altas concentraciones de PEG).

Figura 4 muestra que los cebadores para el locus de apolipoproteina B humana, ApoB4 y Apo300, demuestran
cinética rapida cuando sélo 33 y 32 restos de longitud, respectivamente, y las cinéticas de reaccién (a
37°C) no se aceleran por alargamiento.

Figura 5 muestra que los cebadores para el locus de apolipoproteina B humana, ApoB4 y Apo300, demuestran
ampliacion a 25°C, independientemente de si el extremo 3' se alarga.

Figura 6 muestra que el péptido inhibidor UNG del fago Bacillus se puede utilizar en combinacion con UNG de
E. coli para un sistema de contaminacién por arrastre, que evita la necesidad de desnaturalizacién
térmica de UNG.

Figura 7 representa los datos experimentales que muestran (a) una sonda de deteccion en tiempo real que
comprende un fluoréforo FAM, (b) un extintor oscuro profundo, (c) un simulador de sitio abasico, y (d)
un extremo 3' bloqueado, proporcionan excelentes caracteristicas en las reacciones del ARP para el
seguimiento de la acumulacién de producto especifico.

Figura 8 representa el desarrollo de un tercer sistema de detecciéon de sondas. Los datos de fluorescencia se
pueden interpretar mejor mediante un proceso de normalizacién y trazado del logaritmo de la
fluorescencia.

Figura 9 representa la utilizacion de los cebadores bloqueados de manera reversible para obtener relaciones
altas de senal a ruido para ensayos de tipo sandwich. Las reacciones de ARP configuradas con una
sonda activa, bloqueada, divisible, s6lo después de la division por la enzima Nfo pueden analizarse
directamente en las tiras de prueba de flujo lateral.

Figura 10 representa los resultados experimentales que muestran el desarrollo de un sistema de
ampliacion/deteccién de doble sonda para la superbacteria SARM de hospital.

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2420831 T3

Figura 11 representa la deteccion en tiempo real con sonda de control de las secuencias de ADN de SASM.
Figura 12 representa un esquema de un proceso de ARP.

Figura 13 representa el uso de anticuerpos especificos para inmovilizar y detectar complejos que contienen dos
marcadores antigénicos en una tira de flujo.

Figura 14 muestra electroforesis en gel de poliacrilamida de las reacciones de ARP utilizando cebadores para el
locus Sry humano.

Figura 15 muestra electroforesis en gel de agarosa de reacciones ARP utilizando cebadores para el locus de
apolipoproteina B humana.

Figura 16 representa una investigacién sobre el tamafo minimo necesario de oligonucleétidos para soportar
ARP

Descripcion detallada de la invencion

En ARP la ampliacion isotérmica de fragmentos especificos de ADN se consigue mediante la unién de cebadores
que se oponen a oligonucleédtidos a la plantilla de ADN y su ampliacién por una polimerasa (figura 1A). A diferencia
de la RCP, que requiere la fusién global de la plantilla objetivo, el ARP emplea complejos recombinasa-cebador para
explorar ADN bicatenario y facilitar el intercambio de cadenas en puntos afines. Las estructuras resultantes se
estabilizan mediante proteinas de unién a ADN monocatenario (SSB) que interactian con la cadena de la plantilla
desplazada, evitando de este modo la expulsién del cebador por migracion de la ramificaciéon. El desensamblado de
la recombinasa deja el extremo 3' del oligonucle6tido accesible a una cadena que desplaza la ADN polimerasa en
este caso el fragmento grande de Poll (Bsu) de B. subtilis (Véase, Okazaki et al., 1964), y la ampliacién del cebador
se produce. La ampliacion exponencial se lleva a cabo por repeticién ciclica de este proceso.

En la presente descripcion, se presentd una serie de mejoras sobre el proceso ARP basico. En primer lugar, se
descubrié que con modificaciones en condiciones normales, la ARP puede llevarse a cabo de manera eficiente a
25°C 0 30°C. Estas temperaturas de reaccion permiten pruebas de ARP sin equipo con resultados en menos de una
hora.

En segundo lugar, se ha mejorado la sensibilidad y la especificidad de las reacciones ARP utilizando enzimas de
reparacion del ADN en la reaccion ARP. En este estudio, se ha empleado un amplio espectro de enzimas de
reparacion previamente identificadas directamente en reacciones de ARP para comprobar si estas enzimas tendrian
un efecto sobre la eficiencia y fidelidad de ARP. Se ha supuesto que los cebadores surgen en ARP principalmente
por ampliacion errante de estructuras en horquilla de corta duraciéon formadas por los cebadores, o, posiblemente,
por formacién de dimeros de cebadores (solicitud PCT/IB2005/001560 a PCT presentada el 11 de abril de 2005).
Aunque dichos casos son presuntamente raros, la alta concentracion de oligonucleétido en una reaccion,
normalmente del orden de 10'2-10"® moléculas tenderian a favorecer un grado significativo de dichos casos cuando
la concentracién de &cido nucleico diana plantilla (es decir, el &cido nucleico que debe ampliarse) es baja. Cabe
sefalar que estas reacciones secundarias son de distinta naturaleza de las descritas a menudo en la RCP en la que
las secuencias poco relacionadas se amplian en muestras de ADN complejas debido a la baja fidelidad de la
ampliacion de los productos de hibridacion en las que sélo un nimero limitado de restos 3' son homdlogas con
partes del ADN de la muestra. En la ARP se cree que el emparejamiento mediado por recombinasa primaria
requiere homologia significativa sobre regiones significativas, y en lugar de que los ADN monocatenarios son las
especies son principalmente sensibles a los artilugios a través de casos de recuperacién rapida que ocurren a las
temperaturas relativamente bajas empleadas. Debido a esta distincidn, los procedimientos para reducir los artilugios
de cebadores en la RCP no funcionan necesariamente en la reacciéon ARP. Esta distincion es importante para
comprender el enfoque y el mecanismo descrito a continuacién para disminuir el ruido de fondo generado en el
sistema, incluso en ausencia de cualquier de los acidos nucleicos diana, y la forma en que esto aumenta la
sensibilidad al disminuir el ruido del cebador competitivo.

Se da a conocer en la presente memoria el uso de cebadores modificados deliberadamente con un grupo de
bloqueo en 3' (con una biotina, resto ddC, o de otra manera), y que contiene ademas una base modificada (o
ausente) colocada aproximadamente en el centro. La modificacién colocada internamente se convirtié en un objetivo
de la nucleasa para una enzima de reparacion endonucleasa, lo que podria dividir el cebador para generar dos
cebadores separados solamente si en primer lugar se empareja a un objetivo para generar una doble cadena
estable, y en segundo lugar, a continuacion, es procesado por la enzima. Si uno de los nuevos cebadores hijo (es
decir, el relativamente mas situado en 5') posee, 0 se puede procesar posteriormente para que posea, un grupo
hidroxilo en 3' extensible libre, entonces podria funcionar posteriormente como un sustrato de polimerasa. Por el
contrario, el oligonucleétido hijo situado relativamente en 3' mantendria la modificacién de bloqueo original y seria
incapaz de funcionar como un sustrato de polimerasa. Una dependencia de la divisién del oligonucleétido para
formar dos hibridos bicatenarios separados por una muesca o un hueco de un solo nucleétido afade reduccion de
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ruido al sistema ARP ya que hay pocas o ninguna oportunidad para que el cebador no dividido se amplie
errbneamente en estructuras temporales plegadas debido a la presencia del grupo bloqueador en 3'. Se ha
demostrado la utilidad de este enfoque para reducir el ruido del cebador, demostrando que las muestras de ADN de
seguimiento pueden detectarse y discriminarse en agua simplemente evaluando si dos cebadores de ADN marcados
llegan a estar fisicamente unidos. La posibilidad de dichos ensayos sencillos presenta a ARP como una herramienta
poderosa en el desarrollo de pruebas de ADN sin equipos, econémicas y desechables.

Por ultimo se ha adaptado el sistema de nucleasa especifico para doble cadena anterior para el desarrollo de
sondas fluorescentes patentadas en tiempo real. Se anticipé que el disefio de sondas fluorescentes eficaces seria
muy distinto en el sistema ARP en comparacion con otros sistemas descritos, tales como en el procedimiento de la
RCP. ;A qué se debe esto? Se identificaron dos areas clave de diferencia. En primer lugar, la organizaciéon de los
grupos funcionales de la sonda probablemente seria necesariamente diferente debido a la extrema diferencia entre
los entornos de reaccion de ARP y los de otros sistemas de ampliacion. Al principio el trabajo demostré que el medio
de reaccion de ARP era fundamental y criticamente distinto del encontrado en otras reacciones de ampliacion de
acidos nucleicos. Cantidades saturantes de proteina de unién a ADN monocatenario y la proteina recombinasa
garantizan que los oligonucleétidos con ejes centrales no modificados no adoptan una estructura espiral aleatoria.
Los ADN estan relativamente “extendidos” y rigidos ya que estas proteinas impregnan el filamento de nucleoproteina
con una longitud de filamento de aproximadamente 1,5 veces la de la forma B del ADN (Yang et al., 2001;
Scheerhagen et al., 1985; Kuil ME et al., 1990). Por consiguiente, la suposicién de que las sondas unidas por enlace
covalente a fluoréforos y extintores distantes en la secuencia primaria todavia se seguiran extinguiendo debido al
frecuente enfoque aleatorio no se mantiene como cierta. La segunda area clave en la que se preveia que las sondas
de ARP era una forma completamente distinta que en otros sistemas descritos se refiere a las enzimas empleadas
en el tratamiento de las sondas. Se descubri6é experimentalmente que los métodos descritos utilizando el dominio 5'
exonucleasa de las enzimas de la clase pol | parecian incompatibles con la ARP (el denominado "método Tagman’),
probablemente debido a la actividad endonucleasa FLAP de estas enzimas (Kaiser et al., 1999). Se previ6, ademas,
que otros sistemas tales como las balizas moleculares o las sondas escorpidn era igualmente poco probable que
fuesen practicas (debido a la inestabilidad de los anclajes duplex cortos en condiciones de ARP). En su lugar, se
demuestra que es posible configurar sondas de ARP excelentes en tiempo real colocando restos de fluoréforo y
extintor proximos separados por una base modificada que conduce a la division del eje central s6lo en un contexto
bicatenario. Este enfoque promete anadir un valor tremendo al proceso de ARP, ya que produce la deteccion
cuantitativa en tiempo real y las especificaciones de multiplexado en alineacién con la técnica actual mas avanzada
utilizando otros métodos. Especificamente, se proporciona un método para evaluar el nimero absoluto de moléculas
de acido nucleico diana en una muestra, para aumentar la especificidad y la sensibilidad que permita la deteccién de
una sola molécula, y también para permitir el andlisis multiple de varias dianas. Todas estas propiedades se puede
alcanzar utilizando este método sin necesidad de una electroforesis en gel, u otros métodos que requieren
intervencion experimental, pero bastantes reacciones se pueden seguir continua y automaticamente mediante
equipos dedicados. Para ilustrar el poder de combinar el proceso de ARP con estos métodos de deteccién muy
fiables se ha desarrollado una prueba ultrasensible, internamente controlada, para el SARM patégeno de hospital,
un objetivo dificil debido a la naturaleza compleja y diversa de cepas patégenas, y a la necesidad de multiplexado.

Cada aspecto de la invencion se describe con mayor detalle a continuacion:

ARP a baja temperatura

Las reacciones de ARP funcionan de manera 6ptima a aproximadamente 37°C, lo que refleja la temperatura éptima
de las enzimas que participan en una reacciéon ARP. Aunque 37°C se consiguen facilmente en el laboratorio, una
reaccion de ARP que puede funcionar eficientemente a 30°C o 25°C aumentaria la utilidad de ARP y permitiria la
ampliacion en tiempo real en condiciones de campo, donde un incubado a 37°C no esté disponible.

Para determinar si la longitud del cebador tiene un efecto sobre la eficacia de ARP, se llevaron a cabo reacciones de
ARP a 37°C con pares de cebadores de diferentes longitudes (figura 1). Los resultados de los experimentos, como
se muestra en la figura 1, demuestra que las “proporciones” de cebador se pueden mejorar alargando los cebadores.
El cuadro A de la figura 1 muestra la organizacion del cebador en el locus de B. Subtilis dirigido por los cebadores
BsA1 y BsB3 para la ampliacion ARP. Los cebadores BsA1 y BsB3 (de 30 y 31 restos, respectivamente), o los
derivados que contiene extensiones que conservan homologos apropiados con las dianas que se utilizaron en las
reacciones ARP. El cuadro B muestra los resultados de la cinética de ampliacién seguidos en un lector de
microplacas FIx-800 BIOTEK con la fase climatizada ajustada a 38°C. Se empledé SYBR-green para evaluar la
acumulacion de ADN. Las condiciones de reaccién exactas y las concentraciones de los componentes son las
siguientes: 10 copias/ul; acetato de Mg 10 mM; Tris 50 mM, pH 7,9; dNTP 100 uM; 600 ng/pl gp32; 120 ng/ul uvsX;
30 ng/pl uvsY; oligos 300 nM; 5% de Carbowax 20 M; 1:50.000 SYBR green; acetato potasico 100 mM; fosfocreatina
20 mM, 100 ng/ml CK (creatina cinasa); ATP 3 mM.

Debe apreciarse que los cebadores para cualquiera de los métodos de la invencién se pueden preparar a partir de
ADN, ARN, APN, ALN, acido nucleico con eje central de morfolino, acido nucleico con eje central de fosforotioato y
una combinacién de los mismos. Las combinaciones de los mismos en este caso se refieren a una sola molécula de
acido nucleico que puede contener una 0 mas bases conectadas a una o mas de otras bases. La concentracion
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preferida de estas moléculas puede estar comprendida en el intervalo de entre 25 nM a 1000 nM. En una forma de
realizacién preferida, los cebadores pueden contener un enlace distinto de fosfato entre las dos bases en su extremo
3'y es resistente a la actividad de nucleasa 3'a 5.

Los resultados demuestran que se experimenté un aumento gradual de la tasa cinética a medida que se alargaban
los cebadores. De hecho alargando los cebadores de 30/31 monémeros a 45 mondmeros se redujo el tiempo de
ampliacion para la deteccion del umbral en aproximadamente 10 minutos, desde mas o menos 35 minutos a 25
minutos en las condiciones utilizadas en este documento (magnesio 10 mM, 5% de Carbowax 20M). Basandose en
los resultados de este experimento, se concluyé que los cebadores con cinética lenta pueden mejorarse
aumentando de la longitud del cebador.

También se ha investigado si la longitud del cebador tiene un efecto sobre ARP realizado a temperaturas mas bajas.
La ARP puede que no funcione a una temperatura inferior por al menos dos razones. En primer lugar, puede
producirse un cese repentino y dramatico de la funcién de reaccion ARP por debajo de una cierta temperatura si, por
ejemplo, uno de los componentes de la reaccién dejan de funcionar por debajo de una cierta temperatura. Por
ejemplo, el carbowax puede atravesar una transicion de fase a una temperatura mas baja y dejar de funcionar de la
manera deseada. En segundo lugar, la velocidad de reaccion puede simplemente disminuir progresivamente de
manera que duplicando los tiempos se alarguen, reflejo de la catalisis y difusion enzimatica lenta. En el segundo
caso, la “proporcién” de cebador podria ser muy importante, ya que la reaccion seria posiblemente ir “contrarreloj”
con respecto al agotamiento de los componentes de la reaccion, tal como el ATP.

Para probar la hipétesis de los autores, los autores intentaron ampliar los mismos fragmentos que en la figura 1 pero
a 25°C. Los resultados, mostrados en la figura 2, indican que los cebadores con cinética rapida pueden ampliar el
ADN a temperaturas ambiente tipicas. Los cebadores utilizados en la figura 1 se utilizaron para ampliar un fragmento
especifico del genoma de B. subtilis. La figura 2A muestra la disposicién esquematica de los cebadores. La figura 2B
muestra que sélo 45 mondmerosos se amplian a niveles detectables a 25°C. Las condiciones utilizadas fueron: Tris
50 mM, pH 8,4, acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 2 mM, compuesto de PEG al 7,5%
(Carbowax-20M), ATP 3 mM, fosfocreatina 25 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa, 700 ng/ul de gp32, 160 ng/ul de
uvsX, 40 ng/ul de uvsY, dNTP 200 pM, cada oligonucleétido 300 nM. Tiempo de reaccién, 90 minutos. Densidad de
copia de partida 2 copias/ul, volumen de reaccion 50 pl. La figura 2C muestra que sélo 45 mondémeros amplian el
ADN a 23°C, y la ampliacién a niveles detectables también puede ocurrir en 20°C y 17°C cuando se utiliza el 45-
mero aunque progresivamente se recuperé menos producto de ampliacién. Condiciones utilizadas: Tris 50 mM, pH
8,4, acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 14 mM, DTT 2 mM, compuesto de PEG al 7,5% (Carbowax-
20M), ATP 3 mM, fosfocreatina 50 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa, 650 ng/ul de gp32, 125 ng/ul de uvsX, 40 ng/pl
de uvsY, dNTP 200 pM, cada oligonucleétido 300 nM. Tiempo de reaccién, 120 minutos. Densidad de copias de
partida 1 copia/ul, volumen de reaccion 20 pl.

Como se aprecia en la figura 2, se observé una ampliacién especifica de aproximadamente 10" veces incluso a
temperaturas tan bajas como 17°C. El tiempo hasta la deteccién fue de 2 horas. En los experimentos llevados a
cabo a 23°C o menos se ariadieron solo 20 copias de ADN gendémico, y aunque algun rastro de contaminacion por
arrastre se puso de manifiesto en las referencias de agua (no mostradas), la obtencién de producto visible cuando
se utiliza tincién de bromuro de etidio (20 ng estimados a 17°C) sugiere un nivel de ampliaciéon de aproximadamente
10° veces, 0 30 ciclos. Es importante destacar que los altos niveles de "ruido" no son evidentes, aunque se observod
una banda mas con migracion rapida de naturaleza no identificada (muy posiblemente dimero de cebador clasico, o
ADN monocatenario relacionado con el producto).

El comportamiento cinético de los cebadores de 45-mero a 25°C, a diferentes concentraciones de PEG, se muestra
en la figura 3. En la figura 3, se utilizaron los cebadores de 45 mondmeros utilizados en las figuras 1y 2 para ampliar
un fragmento del genoma de B. subtilis a 25°C. La figura 3A muestra la disposicién del par de cebadores utilizado.
La figura 3B muestra electroforesis en gel de agarosa y tincién con bromuro de etidio de la muestras en el punto final
de reaccién. La banda esperada (*) esta acompafada de una banda adicional a concentraciones mas altas de PEG
(#). La figura 3C muestra la cinética de la reaccién de ampliacion seguida utilizando SYBR-green. Las condiciones
utilizadas era la siguiente: Tris 50 mM, pH 8,4, acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 2 mM,
compuesto de PEG (Carbowax-20M) como se indica, ATP 3 mM, fosfocreatina 25 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa,
650 ng/ul de gp32, 160 ng/ul de uvsX, 40 ng/ul de uvsY, dNTP 200 uMs, cada oligonucleétido 300 nM, SYBR-green
1:50.000 den solucién madre. Tiempo de reaccion, 120 minutos. Densidad de copias de partida 10 copias/pl,
volumen de reaccién 50 pl.

La falta de una sefnal en la banda del 4% se debe posiblemente a un error experimental. Los resultados demuestran
que las concentraciones mayores de PEG pueden acelerar la cinética de hasta un punto, y a continuacion se
observa cierta inhibicion en la velocidad de reaccion y en el comportamiento/resultado general. En este caso el 7% o
el 8% de PEG eran o6ptimos para maximizar la cantidad de acidos nucleicos ampliados de la longitud correcta.
Cuando las concentraciones de PEG son superiores, existe una dominacién progresiva de la banda anémala que
migra mas rapida. En presencia de 8% de PEG la deteccion se observo durante aproximadamente 37 minutos a
25°C, lo que corresponde a un tiempo de duplicacion de alrededor de 1 minuto 25 segundos. En la deteccion de
PEG al 5% se hizo en unos 54 minutos (lo que corresponde a un tiempo de duplicacién de 2 minutos). Esta reaccion
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a 25°C es aproximadamente la mitad de rapida que el experimento mostrado en la figura 1 (tiempo de deteccion de
27 minutos y tiempo de duplicacion 1 minuto. Basandose en esta éste, se estiman las velocidades de reaccion de
ARP se reducir a la mitad con mas o menos cada descenso de 10°C en la temperatura. Ademas, debido a las
mezclas limitadas de reactivos tales como el ATP, la formacion de producto detectable puede estar limitada,
independientemente del tiempo de incubacion en funcién de la temperatura, de la actividad de los cebadores y de la
longitud del producto. Los resultados sugieren que la ARP efectiva a baja temperatura mejoraria con cebadores que
presentan cinética rapida, y que no limitan la velocidad de la reaccion.

Se repitié el experimento de la figura 3 utilizando cebadores dirigidos al gen de apolipoproteina B humana y los
resultados se muestran en la figura 4. La figura 4A muestra la disposicion de cebadores dirigidos al locus de la
apolipoproteina B humana. Se utilizaron tres pares de cebadores tal como se muestra, y los cebadores
superpuestos compartian un extremo 5' comun, pero diferentes extremos 3'. (B) Cinética de ampliacion a 38°C. Se
hizo el seguimiento en tiempo real de las reacciones con los pares de cebadores indicados utilizando colorante
verde con SYBR. El nimero de copias de la diana de partida era 1 copia/ul 6 100 copias/ul de ADN humano. Las
condiciones de reaccion fueron las siguientes: Tris 50 mM, pH 7,9, acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio
10 mM, DTT 2 mM, compuesto de PEG al 5% (Carbowax-20M), ATP 3 mM, fosfocreatina 25 mM, 100 ng/ul de
creatina cinasa, 600 ng/ul de gp32, 120 ng/pl de uvsX, 30 ng/ul de uvsY, dNTP 100 yuM, 300 nM de cada
oligonucledtido, SYBR-verde 1:50.000 en solucién madre. Tiempo de reaccion, 60 minutos. Volumen de reaccion 50

ul.

Los cebadores para el locus de la apolipoproteina B humana presentan cinéticas rapidas sin alargamiento del
cebador. En este caso, los estudios cinéticos utilizando SYBR-verde pusieron de manifiesto que no se encontré
aumento de velocidad con los cebadores del ARP mas largos. Parece que los cebadores ApoB4 y Apo300
utilizados, incluso cuando se cortan, poseen comportamiento del tipo de alta velocidad en la medida en que no son
el factor limitativo en la reaccién. Supuestamente, en esta reaccion, la proporcion de polimerasa es la parte principal
limitativa de la velocidad de la reaccion y los cebadores mas activos (mas largos) no puede conseguir una ventaja
general de la velocidad. De acuerdo con la hipotesis, se descubre que todos los cebadores de apolipoproteina B
generan el producto esperado a 25°C (figura 5). La figura 5A es la misma que la figura 4A en la que se muestra la
disposicion de los cebadores utilizados. La figura 5B muestra la electroforesis en gel de las reacciones del ARP
realizadas a 25°C utilizando los pares de cebadores indicados. En cada caso se probé el nimero de copias de cero
o 10 copias/pl. Las condiciones utilizadas fueron como en la figura 4 con la excepcién de la omisiéon de SYBR-verde.
En este caso, no se aprecia ninguna banda del artilugio - apoyando la idea de que las reacciones de ARP no toleran
significativamente "ruido" a temperaturas reducidas.

Control de la contaminacién utilizando el inhibidor de UNG de bacteriéfago PBS2

Las reacciones de ARP son compatibles con la utilizacion de dUTP como método de control de la contaminacion por
arrastre. Una advertencia con los datos experimentales anteriores es que para iniciar la reaccion la enzima uracil
glucosilasa tenia que ser inactivada térmicamente. Esto plantea dos problemas de incompatibilidad con ARP. En
primer lugar, la inactivacién térmica también inactivaria las reacciones completas de ARP porque los reactivos del
ARP no son termoestables. En segundo lugar, la inactivacién térmica es incompatible con un objetivo de ARP —
evitar el ciclo térmico.

Debido a los motivos anteriores, los autores investigaron otra ruta técnica para realizar el control de la
contaminacion. Se sabe que los fagos PBS1 del Bacillus subtilis (véase, Sava y Pearl, 1995) y PBS2 (véase, Wang,
Z. y Mosbaugh, DW (1989)) poseen un inhibidor especifico del péptido pequefio de uracil glucosilasa-ADN de E. coli
y B. subtilis (Wang y Mosbaugh, 1988). Requieren un sistema muy eficaz ya que su propio ADN se sintetiza
utilizando dUTP en lugar de dTTP. Se ha clonado la secuenciacion del ADN de PBS2 que codifica el péptido
inhibidor y lo han expresado en E. coli con una etiqueta de hexahistidina en el terminal C. Se ha clonado asimismo el
gen de uracil glucosilasa de E. coliy se ha expresado con una hexahistidina en el terminal C. Se han utilizado estos
preparados de proteinas para probar si un sistema de contaminacion por arrastre se podria emplear con ellos. La
figura 6 muestra un ejemplo de los experimentos realizados que validan dicho enfoque. En la figura 6, el nimero de
copias elegidas de partida de la plantilla fue de 800 copias de ADN humano, cuando se utilicen. Las condiciones de
reaccion fueron las siguientes: Tris 50 mM, pH 8,4, acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 2
mM, compuesto de PEG (Carbowax-20M) al 5%, ATP 3 mM, fosfocreatina 25 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa, 600
ng/ul de gp32, 125 ng/pl de uvsX, 30 ng/ul de uvsY, dNTP 100 pM, cada oligonucleétido 300 nM (cebadores SRY8 y
SRY9). Tiempo de reaccién, 75 minutos. Volumen de reaccién de 50 pl. Cuando se utiliz6 E. coli UNG se empleé a
150 ng/ul, y el inhibidor de UNG se utilizé a 140 ng/ul. La contaminacion era la auténtica contaminacion por arrastre
presente para este amplicdn en el equipo de manejo de liquidos de laboratorio. Las reacciones se establecieron con
todos los componentes de ampliacion, aparte de la polimerasa. Las reacciones 1-4 llevaban ADN gendmico de
plantilla, reacciones 5 y 6 contenian exclusivamente material contaminante. Las muestras se trataron durante 5
minutos con UNG en las muestras 2, 3, 4 y 6. En las muestras 2, 4 y 6 se afadié inhibidor de UNG después de 5
minutos. En todos los casos después del periodo de incubacion de 5 minutos, con o sin UNG y con o sin adicion
posterior de inhibidor de UNG, se afadié polimerasa para iniciar la sintesis de ADN. En este experimento se
demuestra lo siguiente: (1) que UNG de E. coli inhibiran las reacciones de ARP que contienen sustrato de dUTP, (2)
que la inclusién conjunta del péptido inhibidor supera esta inhibicidn, (3) que los contaminantes que contienen dUTP
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pueden suprimirse de amplicones generadores si se tratan en primer lugar con UNG de E. coli y luego con el
inhibidor, pero que las plantillas auténticas son todavia eficaces. En las condiciones utilizadas se han apreciado
algunas pruebas de una cierta disminucion en el nivel de robustez/producto cuando UNG estaba presente en la
reaccion. Se anticipa sin embargo, que el sistema puede ser configurado de manera 6ptima.

Sondas fluorescentes en tiempo real para las reacciones de ARP

Muchas aplicaciones posibles del proceso de ARP en la deteccion de secuencias de ADN (o ARN) se beneficiarian
de aplicarse en un formato en tiempo real. ARP ya se ha demostrado que es eficaz cuando se combina con
colorantes que se unen al surco menor tal como SYBR-verde (solicitud PCT PCT/IB2005/001560 presentada el 11
de abril 2005). Sin embargo puede haber potenciales limitaciones del uso de estos indicadores generales de la
acumulacion de ADN para evaluar el comportamiento de reaccion. En primer lugar, no hay capacidad para
multiplexar reacciones de ampliacion ya que los tintes no puede discriminar entre los diversos productos formados.
En muchos ensayos clinicos, por ejemplo, seria necesario incluir un control interno de ampliacion para excluir falsos
negativos. En segundo lugar, las reacciones de ARP son similares a la mayoria de otros procesos de ampliacion de
ADN en la medida en que incluso cuando ninguna diana esta presente en una muestra, algunas sintesis de ADN con
el tiempo garantizar. Por consiguiente puede ser dificil o imposible discriminar entre las presencias de unas cuantas
copias de &cido nucleico diana o ninguna copia de un acido nucleico basandose en los métodos actuales de
deteccion fluorescente.

En respuesta a estas cuestiones, se ha desarrollado un sistema de sonda de fluorescencia patentada para controlar
las reacciones de ARP. Se investig6 la utilizacion de la 5'-3' nucleasa asociada a las polimerasas de clase Pol | de E.
coli . Esta nucleasa se utiliza en una metodologia de sonda fluorescente para la RCP conocida como la 5' nucleasa o
ensayo “Tagman”. Se observé que tanto Pol | de Bacillus subtilis que conserva el dominio de 5'-3' nucleasa y la
enzima Pol | de E. coli no apoyarian las reacciones del ARP. Se cree que esto se debe a que estas nucleasas son
homologos estructurales/funcionales de la familia de endonucleass FEN1 FLAP y muy probablemente son
endonucleasas de estructuras especificas (Kaiser et al.). Se supone que estas enzimas digieren progresivamente la
cadena desplazada durante la sintesis con desplazamiento de cadena inhibiendo de este modo la ampliacion de
ADN.

Se ha centrado la atencién en particular sobre las enzimas glucosilasa de E. coliy las AP endonucleasas implicadas
en la reparacion del ADN conocidas como fpg, Nth, Nfo, y mas recientemente exonucleasa Ill de E. coli. Es
importante destacar que estas enzimas so6lo eliminaran las bases dafadas y/o cortaran los ejes centrales de ADN en
posiciones en las que se han producido modificaciones de bases y, criticamente, en el contexto del ADN bicatenario.
Todas estas enzimas son capaces de escindir dichas moléculas de ADN bicatenario apropiadas con alta
especificidad en el entorno de la ARP (véase la solicitud). Se utilizaron sondas de prueba que contenian una base
modificada dentro del cuerpo del oligonucleétido (8-oxoguanina, timina glicol o simulador de sitio abasico,
respectivamente) y un grupo de bloqueo adicional de alargamiento distinto en el extremo 3' (proporcionado por una
3'-dR-biotina). A pesar de la esperanza obvia para todas estas enzimas, y potencialmente otras enzimas de
reparacion/ tratamiento, se focaliza el comportamiento de las enzimas Nfo de E. coli y exonucleasa lll por las
siguientes razones. En primer lugar, se observd que cuando se prueban las proteinas fpg, Nth, y Nfo el grado de
tratamiento de la sonda con éxito era mayor para la sonda que contiene un resto de tetrahidrofurano (THF —
simulador de sitio abasico), y se trataron con Nfo. En segundo lugar, debido a que Nfo y la exonucleasa Ill de E. coli
funcionalmente similar, dividen el oligonucleétido en dos oligonucleétidos mas pequefios separados por un solo
hueco de nucleétidos, en el que el nuevo extremo 3' que se forma puede alargarse por una polimerasa que desplaza
la cadena que puede iniciarse en las muescas. Esta propiedad dota al sistema de tratamiento THF/Nfo o
THF/exonucleasa lll de una gran cantidad de oportunidades de aplicacién que van mas alla de la aplicacién del
tratamiento de sondas fluorescentes. (Téngase en cuenta que también podrian emplearse otros simuladores de
sitios abasicos o sitios abasicos verdaderos).

Un informe anterior ha ilustrado también un uso potencial de empleo de un resto de bloqueo abésico, o de otro tipo,
en el contexto de un proceso de ampliacion, con la intencién preferida para eliminar el resto en el contexto de
reacciones de RCP o LCR utilizando una nucleasa termoestable (patente US n® 5.792.607, mencionada en la
presente memoria como la patente US n® 5.792.607). Sin embargo, el enfoque que se utiliza es distinto del de la
patente US n? 5.792.607. En la patente US n® 5.792.607, un sitio abasico se describe como un miembro de una
seleccibn mas amplia de grupos modificadores, que debe colocarse preferentemente en el extremo 3' del
oligonucledtido de ampliacion previsto, y disefarse para que sirva como un grupo modificador de azucar 3' reversible
al evitar eficazmente el reconocimiento de sustrato o la catdlisis por la polimerasa. La intencién es reducir la
propensién del sistema de ampliacién a ampliar dianas no deseadas en el ADN de la muestra debido a la tendencia
de las técnicas de RCP y RCL para formar, aunque con una frecuencia reducida, los hibridos con secuencias que
comparten homologia limitada con la regién 3' de los cebadores de oligonucleétidos. Ademas se pretende,
criticamente, en la patente US n? 5.792.607 que esta modificacion que evita el reconocimiento de sustrato se corrija
especificamente de una manera dependiente de la diana. Dicha actividad puede realizarse por la actividad de un
agente tal como la endonucleasa IV, que puede 'pulir' grupos procedentes de un resto de azlcar 3'. Sin embargo,
con toda claridad, en el proceso descrito en la presente memoria el resto THF no actia como agente de modificacion
de bloqueo del alargamiento para el aztcar en 3' que impide que el hibrido oligonucledtido/plantilla inicial sea
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reconocido como un sustrato auténtico. En efecto el resto THF, en lugar de estar situado en el extremo 3' de un
oligonucledtido, esta colocado dentro del cuerpo del oligonucleétido, alejado del sustrato diana de la polimerasa (es
decir, la regién del extremo 3' del cebador hibridado en el ADN plantilla). En la presente descripcion, la motivacion
principal es evitar que el ruido proveniente de los artilugios del repliegue del cebador. Por lo tanto, en su lugar, en la
presente memoria el procesamiento del resto THF por una actividad de endonucleasa conduce a la incision del eje
central de oligonucleétido en el contexto de una doble cadena auténtica en un caso distinto de "correccién" de la
modificacién que impide el reconocimiento de sustrato polimerasa. También se describen en la presente memoria
modificaciones para bloqueo del alargamiento en el terminal 3', sin embargo, éstas no son las “modificaciones
corregidas” en este caso, y no se eliminan necesariamente de los nucleétidos del terminal 3' como en la patente US
n? 5.792.607. En cambio, en el caso descrito en la presente memoria se utilizan dos entidades separables, un grupo
de blogueo 3' no corregido, y un resto de tipo abasico situado en el centro que puede ser cortado por una
endonucleasa AP para generar una estructura cortada y dos cebadores hijos hibridados independientes, sélo uno de
los cuales es un sustrato de la polimerasa.

La figura 7 muestra los resultados de un experimento en el que se ha empleado una sonda de deteccion
fluorescente para ensayar la acumulacion de un amplicon especifico en una reaccion ARP. La figura 7A muestra una
estructura esquematica de la sonda. La sonda tiene fluoréforo marcado con base interna y extintor (fluoresceina y
quencher Il oscuro profundo) que se incorporaron durante la sintesis utilizando fluoresceina-dT o DDQ2-dT amiditas
disponibles en el mercado (Glen Research, Sterling, Virginia, EE.UU.).

Se insertaron restos de THF en una posicién de nucleotido entre estas bases modificadas. La sonda se bloqueé por
la presencia de un grupo 3'-DR-biotina. La figura 7B muestra la secuencia de la sonda que es:

5'-catgattggatgaataagctgcagce (dTfluoro) g (THF) t (dT-DDQ1) aaaggaaactta-dRbiotin-3' (SEC. ID. n® 8)

La sonda es homologa a una parte del locus SpoOB de Bacillus subtilis contenido dentro de un amplicén generado
por los cebadores J1 y K2. El fluor6foro y el extintor se disefiaron para estar en restos T en la secuencia de modo
que pudieran incorporarse directamente en amiditas disponibles en el mercado. La figura 7C muestra la ampliacién y
la cinética de escisién sondas controladas por aumento de fluorescencia. Las reacciones de ampliacion se
comprobaron con concentraciones variables de ADN gendmico diana de Bacillus subtilis . Se comprobaron las
reacciones en hielo y a continuacién se incubaron en un lector de microplacas BIOTEK FIx800 con etapa de fijado
en 38°C. Las condiciones de ampliacion son las siguientes: El nimero de copias diana al principio fue el indicado.
Condiciones de reaccion: Tris 50 mM pH 7,9, acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 12 mM, DTT 2 mM,
compuesto PEG al 5% (Carbowax-20M), ATP 3 mM, fosfocreatina 25 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa, 900 ng/ul de
gp32, 120 ng/ul de uvsX, 30 ng/ul de uvsY, 180 ng/ul de Nfo, dNTP 100 uM, cebador de K2 450 nM, cebador J1 150
nM, sonda 100 nM. Tiempo de reaccién, 60 minutos. Volumen de reaccion de 20 pl.

La sonda de deteccion se disefié para poseer un fluoréforo y un extintor separados por (a) menos de 10 bases (para
garantizar un enfriamiento eficiente) y (b) un sitio escindible (resto de THF). En este caso, el amplicén primario se
generé utilizando los cebadores J1 y K2 para ampliar un fragmento del locus SpoOB de Bacillus subtilis. Las
reacciones de ARP se modificaron a partir de las condiciones habituales de los autores de la siguiente manera. En
primer lugar se incluy6 la sonda, cuya estructura general y la secuencia se muestra en la parte inferior de la figura.
En segundo lugar los cebadores de ampliacion influyeron en la concentracion de modo que habia un relativo exceso
del cebador de ampliacién oponiéndose a la sonda para que pudiera haber un exceso en estado estacionario de
secuencias complementarias a la sonda. Por Ultimo la enzima Nfo se incluy6é en la reaccion. Las reacciones se
realizaron en voliumenes de 20 microlitros en una placa convencional de 384 pocillos y la fluorescencia se controlo
utilizando filtros de excitacién/deteccion de 485/525 en un lector de placas BIO-TEK FIx800. Se observo que hubo un
aumento de fluorescencia en funcién de la plantilla. El tiempo en el que la acumulacién comienza era funcién del
nuamero de copias, ya que era el nivel de fluorescencia total al final del periodo de control de la reaccioén en una hora.

En la figura 8 se repitié este experimento. La figura 8A muestra los datos de fluorescencia en bruto mientras que la
figura 8B muestra senales de fluorescencia normalizadas. La sefal de fluorescencia presente en el agua de
referencia en un momento dado se restd de todas las otras sefiales de fluorescencia de la muestra. Todas las
muestras se normalizaron entre si ajustandolas a una referencia comin basada en el periodo anterior al aumento de
fluorescencia mensurable. En la figura 8C, el log de los datos de fluorescencia normalizados se representéd
graficamente y en la figura 8D el tiempo del cruce umbral de la sefal de fluorescencia (fijado a aproximadamente
2,6) se representd frente a nUmero de copias inicial.

En este caso se ha mostrado el resultado de la normalizacion de las muestras frente a la sefial en el agua de
referencia, y a continuacion, los resultados de representacion del logaritmo de la sefal de fluorescencia normalizada.
Se ha fijado que una sefal de fluorescencia de 2,5 o superior constituye una sefal positiva. Téngase en cuenta que
es facil distinguir las muestras con pocas copias del agua en contraste con la situacién observada normalmente
cuando se utiliza SYBR-verde. El ligero aumento de fluorescencia en la muestra de agua es casi seguro debido a la
ligera contaminacién por arrastre asociada a este amplicon en concreto, que ha sido ampliamente manipulado en el
laboratorio.
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Con respecto a los extintores la presente descripcion, debe apreciarse que un extintor no necesita ser un fluoréforo.
Se puede utilizar un croméforo no fluorescente que se solapa con la emision del donante (extintor oscuro). En tal
caso, la energia transferida se disipa en forma de calor.

Se conocen estintores oscuros de alta eficiencia, tal como Dark Quencher 1, Dark Quencher 2 y Black Hole
Quencher 1 Hole y Black Hole Quencher 2 y estan disponibles en el mercado (Biosearch Technologies, Inc., Novato,
Calif.). Como se conoce en la técnica, la alta eficacia de enfriamiento y la falta de fluorescencia natural del extintor
oscuro permite la unién de un fluor6foro y un extintor en un oligonucleétido y garantiza que dicho oligonucleétido no
presenta fluorescencia cuando esta en solucion.

Los fluoréforos y extintores adecuados para su uso con los polinucleétidos de la presente descripcion pueden ser
determinados facilmente por un experto en la materia (véase también, Tgayi et al., Nature Biotechnology, 16:49-53
(1998); Marras et al., Genet. Anal: Biomolec. Eng. 14:151-156 (1999)). Muchos fluoréforos y extintores estan
disponibles en el mercado, por ejemplo en Molecular Probes (Eugene, OR.) o Biosearch Technologies, Inc. (Novato,
California). Los ejemplos de fluoréforos que se pueden utilizar en la presente invencién incluyen, pero no se limitan
a, fluoresceina y derivados de fluoresceina tales como FAM, VIC, y JOE, &cido 5-(2'-aminoetil) aminonaftaleno-1-
sulfénico (EDANS), cumarina y derivados de cumarina, amarillo Lucifer, NED, rojo Texas, tetrametilrrodamina,
tetracloro-6-carboxifluoresceina, 5-carboxirrodamina, colorantes de cianina y similares. Los extintores incluyen, pero
no se limitan a, DABSYL, acido 4'-(4-dimetilaminofenilazo)benzoico (DABCYL), 4-dimetilaminofenilazofenil-4'-
maleimida (DABMI), tetrametilrrodamina, carboxitetrametilrrodamina (TAMRA), Black Hole Quencher, Dark
Quencher 1 y Dark Quencher 2. Los métodos de acoplamiento de fluoréforos y extintores a los acidos nucleicos son
bien conocidos en la técnica.

Se ha aplicado con éxito un sistema de sonda fluorescente en el medio de reaccion de ARP y se ha comprobado la
estructura general de las sondas. Con este conocimiento deberia ser facil desarrollar sondas para detectar cualquier
amplicdn, y mediante seleccion juiciosa de fluoréforos alternativos, multiplexar mas de una ampliacion de una vez.
Para demostrar esto, se ha desarrollado una prueba multiple para el patégeno S. aureus resistente a antibiéticos
conocido en el Reino Unido como Staphylococcus aureus resistente a la meticilina , o0 SARM por sus siglas.

Deteccién de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

La SARM comprende una coleccién de cepas de Staphylococcus aureus que han desarrollado resistencia a los
antibidticos por la integracion de un casete de resistencia, la casete mecA, en una posicién especifica en el genoma
de S. aureus. Mientras que el mismo sitio de integracién genémica general se utiliza siempre, las uniones precisas
del sitio de integracion y la orientacion de los casetes pueden variar. A pesar de esta variacion, las cepas
independientes pueden separarse en un numero limitado de grupos generales con estructuras de integracion
representativas. Ademas de esta complejidad, surgen mas dificultades debido a la existencia de polimorfismos de
bases entre las cepas que pueden comprometer la eficacia de los cebadores y sondas de ampliacién. El patégeno
SARM representa por lo tanto una diana compleja porque para capturar mas del 90% de las cepas que se
encuentran comunmente en las muestras clinicas en una sola prueba es necesario ajustar la deteccién de tres
variaciones estructuralmente distintas del locus de integracion de la casete con resistencia a mecA, y dar cuenta de
algunos polimorfismos comunes. Ademas, es necesario que el amplicon extienda una seccién de la casete de
integracién para garantizar que cualquiera de las secuencias mecA ampliadas estan en el contexto del genoma de
S. aureus, y no estaban presentes en una bacteria no relacionada.

Para configurar una prueba de ARP para mas del 90% de las cepas de SARM comunes, se ha desarrollado una
estrategia de disefio de cebadores que se ilustra en la figura 10. La figura 10 representa la deteccion en tiempo real
de alelos de SARM en un medio de ensayo multiple. La figura 10A es un esquema de principio de la sonda de ARP.
La generacién de la sefal depende del corte de la sonda por Nfo especifico bicatenario. La figura 10B representa
una disposicion de cebadores y sondas en relacién con las dianas utilizadas en 2C-F y 3C. Un fragmento de RCP
que fusiond una secuencia no relacionada a las secuencias diana scclll y orfX 'y sirvi6 como patrén interno. La figura
10C presenta la sefal de la sonda de las reacciones ARP utilizando el conjunto de cebadores orfX/scclll. ADN de
MRSMAIIl en 10* (negro, reacciones 1-3), 10° (rojo, 4-6), 100 (amarillo, 7-9), 10 (verde, 10-12) o 2 copias (purpura,
13-17) o agua (azul, 18-20) sirvi6 como plantilla. La figura 10D muestra un grafico del tiempo inicial de la ampliacion
(definido a medida que pasa el umbral de 2,5) en las reacciones de 1-12 en 2C frente al logaritmo del nimero de
copias de la plantilla pone de manifiesto una relacion lineal. (E) Un enfoque de ARP multiple permite la deteccién de
alelos diferentes de SARM y de un control interno en la misma reaccion. SARMI (verde), SARMII (azul oscuro),
SARMIII ADN (rojo) en 10 copias o SASM ADN en 10* copias (azul, referencia negativa) o agua (amarillo, turquesa)
sirvi6 como plantilla (por triplicado para cada condicién de plantilla). (F) Deteccién de las 50 copias de ADN de
patron interno incluido en las reacciones en 2E. Una referencia negativa contenia agua (turquesa). Las reacciones
ARP se realizaron de la manera siguiente: ARP en tiempo real se realizé en un lector de placas (BioTek FIx-800) en
presencia de sondas con fluoréforo/extintor. Las reacciones se realizaron a 37°C durante 90 minutos. Las
condiciones fueron Tris 50 mM (pH 7,9), acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 14 mM, DTT 2 mM,
Cabowax 20M al 5,5%, dNTP 200 uM, ATP 3 mM, fosfocreatina 50 mM, 100 ng/ul de creatina-cinasa, 20 ng/ul de
Bsu. Las concentraciones de gp32/uxsX/uvsY (en ng/ul) fueron 900/120/30. Los cebadores se emplearon en sccl/ll
265 nM, scclll 265 nM, orfX 70 nM. Los volimenes de reaccién fueron de 20 pl.
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Se emplearon tres sondas:

SATamral 5'-tgttaattga acaagtgtac agagcatt (T) a (H) ga (q1) tatgcgtgga g-biotina-3' (SEC. ID. n2 9)
SATamra2 5'-tgttaattga gcaagtgtat agagcatt (T) a (H) ga (g2) tatgcgtgga g-biotina-3' (SEC. ID. n® 10)
BSF1c 5'-catgattgga tgaataagct gcage (F) g (H) t (g3) aaaggaaact ta-biotina-3' (SEC. ID. n° 11)

Asi, (T) es dT-TAMRA, (F) es dT-fluoresceina, (H) es THF, (q1) es dT-BHQ1, (g2) es dT-BHQ2, (g3) es dT-DDQ1.
Las sondas se emplearon en SATamral 60 nM (experimento SARMIIl) o en SATamral 45 nM, SATamra2 45 nM,
BSF1ic 60 nM (ensayo multiple). Nfo se utilizé a 200 ng/ul. La excitacién/deteccion se realiz6 a 485/525 nm
(SybrGreenl, BSF1ic) o 530/575 nm (SATamrail/2). Las mediciones se tomaron cada 30 s o 45 s (experimento
multiple). Los datos de la sonda de fluorescencia se normalizaron frente a la referencia de agua y se ajustd la
referencia de preampliacion. El logaritmo de la lectura se represent6 frente al tiempo de reaccién.

En resumen, un Unico cebador se disefié para reconocer el ADN gendémico de S. aureus fuera de la regién casete de
integracién, y se denomin6 orfX. Se disefaron otros dos cebadores especificos para el casete mec, y uno de ellos
(scc I/1l) se puede utilizar para ampliar el locus de dos de las variantes de cepas, mientras que el segundo (scc lll)
amplié el locus de la tercera variante. Se utilizan dos sondas para los amplicones, que se diferencian en dos restos
para dar cuenta de los polimorfismos comunes de un solo nucleétido. Ambas sondas de SARM utilizan TAMRA
como fluoréforo. Por Ultimo, se incluye en la reaccion un amplicén de referencia que comprende un segmento Unico
de un fragmento de ADN gendmico de B. subtilis no relacionado fusionado a los cebadores orfX y scclll, y una
tercera sonda se pueden utilizar para detectar este amplicon (BSF1ic, y ésta es la misma sonda utilizada en los
experimentos en la figura 7, contiene una fluoresceina y extintor | oscuro profundo). La figura 10 parte A ilustra una
vez mas la estrategia para el desarrollo de aumento de fluorescencia en la reaccion por el tratamiento de sondas
que forman hibridos con amplicones. En la parte C de deteccion de una plantilla de ADN genémico de SARM se
demuestra en un amplio intervalo de concentracién en un medio no multiplexado. Parte E muestra los resultados de
un experimento en el que se detectaron por separado (aproximadamente) 10 copias de cada uno de los tres tipos de
SARM utilizando una Unica mezcla maestra de reaccion. En la parte F se muestra la sefial generada por la
secuencia de referencia en el canal de fluoresceina, y podemos ver que todas las muestras que contienen
puntuacion positiva del ADN de referencia.

Se mcluyen en estos experimentos las reacciones de control que contienen concentraciones relativamente altas de
(10 copias) de ADN de S. aureus no resistente. Satisfactoriamente, estas muestras no puntdan positivo lo que
indica un requisito estricto tanto para secuencias de S. aureus, asi como para la casete de gen mecA. Para
garantizar que este ADN de referencia era funcional y que la concentracién de la copia era tal como se indica, se
utilizé el ADN en las reacciones de referencia que emplean una combinacion del cebador orfk y un segundo cebador
especifico de S. aureus denominado sasm. En este caso se pueden emplear las mismas sondas ya que las sondas
reconocen las secciones comunes del genoma de S. aureus. En la figura 11 se puede observar los resultados de un
experimento realizado con estos cebadores especificos de cepas no resistentes, y ver como el ADN SASM de
referencia es de hecho eficaz, y muestra la respuesta apropiada del analisis cuantitativo para copiar el nimero. La
figura 11 representa la deteccion de ADN de SASM en una reaccién ARP cuantitativa en tiempo real. Sefal de la
sonda de reacciones ARP que utilizan el conjunto de cebador oer/SASM X sonda SATamra2. La figura 11A
representa la medicion de ADN de SASM en 10* (negro, reacciones 1-3), (rojo, 4-6), 100 (amarillo, 7-9), 10

(verde, 10-12) o 2 copias (purpura, 13-17) o ADN de SARMI en 104 copias (grls, reacciones 18-20) o agua (azul, 21-
23) sirvio como plantilla. Las condiciones de reaccion fueron de Tris 50 mM (pH 7,9), acetato de potasio 100 mM,
acetato de magnesio 14 mM, DTT 2 mM, dNT 200 pM, ATP 3 mM, fosfocreatina 20 mM, 100 ng/ul de creatina-
cinasa, Carbowax20M al 5%, 900 ng/ul de gp32, 120 ng/ul de uvsX, 30 ng/ul de uvsY y 20 ng/ul de Bsu. Los
oligonuclettidos se emplearon en sasm 500 nM, orfX 100 nM y SATamra2 60 nM. Mientras que la diana SASM se
amplia incluso a concentraciones muy bajas, la referencia negativa (SARMI) no genera una sefal. La figura 11B
representa un grafico del inicio de la ampliacion (definido como que pasa el umbral de 2,5) en las reacciones 1-12
frente al logaritmo del nimero de copias de plantilla pone de manifiesto una relacion lineal.

Deteccién de rastros de acidos nucleicos por asociacion de cebadores después de la generacién enzimatica de un
extremo 3' extensible

LA ARP es ideal para el desarrollo de las pruebas de ADN, en equipos portéatiles o equipos ligeros. Sin embargo,
dichas pruebas de ser posible emplearian aproximaciones economicas, faciles de utilizar, para determinar si ha
tenido lugar la ampliacion. Se utiliza tradicionalmente electroforesis en gel para evaluar si un producto de un tamano
definido se ha acumulado. Alternativamente se pueden emplear sondas fluorescentes. En cualquier caso se requiere
equipo informatico significativo para llevar a cabo el andlisis y esto impide que la prueba sea utilizada por usuarios
finales que carecen de equipo apropiado.

Otros métodos pueden utilizarse para determinar si se ha producido o no la ampliacién de ADN. Un método sin
equipo informatico conveniente consiste en llevar a cabo un ensayo de tipo sandwich en el que la presencia de un
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amplicdn se evalia examinando si dos cebadores marcados especificos del gen han llegado a asociarse a un ADN
bicatenario comun. Esto se puede conseguir marcando un cebador de ampliacién con un marcador, tal como la
biotina, y un cebador opuesto con un segundo marcador, tal como FAM. Se pueden emplear varios métodos para
determinar si los dos cebadores marcados estan asociados. Por ejemplo, en un ensayo con la tira de flujo lateral
convencional (véase por ejemplo el documento EP0810436A1), se emplean dos anticuerpos (u otro resto tal como
estreptavidina que se une con alta afinidad a uno de los marcadores de oligonucleétidos). Un anticuerpo se
inmovilizaria sobre una membrana de flujo en una linea o un punto. El otro esta acoplado a particulas visibles, tales
como el oro coloidal, particulas de latex, o similares. Cuando la muestra, en este caso una reaccion de ampliacién
diluida o sin diluir, se aplica a una almohadilla de muestra en el que las particulas visibles acopladas al anticuerpo se
depositan previamente, las particulas visibles llegan a asociarse de manera estable con uno de los oligonucleétidos
marcados. Toda la muestra a continuacién, se mueve por la accién capilar hasta la membrana y a medida que fluye
el otro cebador marcado llega a estar 'atrapado’ en el anticuerpo inmovilizado. Si los cebadores marcados no estan
asociados entre si en una doble cadena a continuacion, los anticuerpos 'atrapados' en la membrana no estan
asociados con las particulas visibles asociadas con el otro cebador. Si, sin embargo, estan asociados como
consecuencia de la ampliacién a continuacién las particulas visibles también quedan atrapadas en la linea o punto, y
se acumula una sefal visible. Otros enfoques para evaluar la asociacion de los cebadores se pueden configurar.

Un problema con los ensayos sencillos de asociacién, tales como los ensayos de tipo sandwich, es el requisito de
que los cebadores no se asocien a menos que se produzca la auténtica ampliacién de la diana deseada. Cualquier
asociacion no deseada dara lugar a una falsa sefal positiva. Sin embargo, dicha situacion de corte limpio no suele
ser el caso con la mayoria de los métodos de ampliacién, sobre todo cuando la diana no es abundante. Por ejemplo
dimeros de cebadores, u otros artilugios, tienden a acumularse en cierta medida en el método de RCP,
independientemente de la optimizacién. La ARP también adolece de la acumulacién de artilugios relacionados con el
cebador como se detalldé anteriormente, y éstos es probable que interfieran con la combinacion directa de ARP con
dichas lecturas sencillas. De hecho, este problema general puede apoyar parte del motivo por el que los ensayos en
sandwich no se han aplicado ampliamente en las pruebas de ADN de alta sensibilidad/especificidad disponibles en
la actualidad. Esos sistemas de flujo lateral comercializados para evaluar la acumulacién de producto de RCP tienen
inconvenientes, requiriendo una etapa final de hibridacién de un cebador de sonda adicional para el producto una
vez se ha realizado la reaccién a fin de evitar asociacién conjunta aberrante de los cebadores mediante la sintesis
de ADN (por ejemplo, la tira de prueba The Genline Chlamydia Direct de Milenia).

Se han configurado reacciones ARP para permitir una facil evaluacion de la ampliacion auténtica de la diana
mediante la adicion directa a las tiras de flujo lateral, o potencialmente por otros procedimientos similares. Para
alcanzar una distincién clara entre muestras positivas y negativas se ha empleado un cebador marcado que es
dividido por las enzimas Nfo de E. coli o exonucleasa lll para generar dos cebadores, uno de los cuales puede ser
alargados. Esto se consigue mediante el bloqueo del extremo 3' del oligonucleétido, y la incorporacion por separado
de un resto o producto de THF empleando una 5'-O-dimetoxitritil-1',2'-didesoxirribosa-3'-[(2-cianoetil)-(N,N-
diisopropil)]-fosforamidita durante la sintesis de oligonucleétidos, denominada en la presente memoria "separador-D"
disponible en Glen Research, Sterling, Virginia, EE.UU.) dentro del oligonucleétido para actuar como diana de
division para la enzima. La dependencia en la formacién de una doble cadena estable antes de que las enzimas Nfo
o exonucleasa lll corten o dividan el cebador garantiza que la asociaciéon aberrante de este cebador con el otro
cebador opuesto marcado no se produce, 0 es tan poco frecuente como para disminuir por debajo del umbral de
deteccion.

La figura 9 muestra los datos del experimento en el que el ADN de una cepa de S. aureus resistente a la meticilina
(cepa ESARM 16 que contiene la casete mec2), o de una cepa de referencia no resistente (SASM) se ha sometido a
la ampliacién en la presencia de 3 cebadores. Este experimento demuestra que es factible una estrategia de
ampliacién con una relacion alta sefal a ruido adecuada para ensayos de flujo lateral u otros esquemas de deteccion
en sandwich sencillos. La figura 9A muestra un esquema de la disposicion de los cebadores. El cebador mas a la
izquierda, y la sonda, reconocen secuencias presentes en el genoma de S. aureus, y asimismo presente en la cepa
de referencia SASM de S. aureus, asi como en la cepa SARM16 que contiene una insercién del casete mecll
corriente abajo. El cebador de ampliacion mas a la derecha es especifico para secuencias en la casete mecll y no se
encuentra en el genoma de S.aureus no resistente. El cebador més a la derecha estda marcado en 5' con un resto de
biotina, mientras que la sonda estd marcada con un resto 5-FAM. La sonda se bloquea con 3' ddC, y contiene un
resto de THF interno. En la figura 9B, las reacciones de ampliacién se comprobaron en las siguientes condiciones:
Tris 50 mM pH 7,9, acetato de potasio 100 nM, acetato de magnesio 14 mM, DTT, 2 mM compuesto de PEG al 5%
(Carbowax-20M), ATP 3 mM, fosfocreatina 25 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa, 600 ng/ul de gp32, 125 ng/ul de
uvsX, 30 ng/ul de uvsY, 270 ng/pl de Nfo, dNTP 100 pm, cebador ORFX45b 100 nM, cebador sccll-35-2-bio 100 nM,
sonda ORFXprobe2 50 nM. Tiempo de reaccion, 60 minutos. Volumen de reaccién de 30 pl. Temperatura de
reaccion 37°C. El nimero de copias fue de 1.000 copias de ADN SASM o 1000 copias de SARM16 ADN, o agua.
Después de 60 minutos se diluyé 1 pl de la reaccién con 5 pl de PBS/3% de Tween-20, y se aplicé a la almohadilla
de muestra de una tira de prueba de flujo lateral comercial de Milenia utilizando 100 pl de PBS/3% de Tween-20
(producto de Milenia: Genline hybri-detect MGHD1).

En este caso, 2 de los cebadores actian como el par principal de cebadores de ampliacién, y un tercero actia como
sonda. La sonda contiene un "grupo de bloqueo en 3'y un resto de THF interno separado para actuar como una
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diana para division, asi como un marcador FAM en el extremo 5'. La sonda se opone a uno de los principales
cebadores de ampliacion que estd marcado con un resto de biotina. S6lo si se acumula un amplicon auténtico la
sonda formara hibridos estables que son cortados o divididos por Nfo, se alargan, y por lo tanto se asocian los 2
cebadores marcados. Se muestran los resultados de un experimento en el que las ampliaciones ARP demostradas
de esta manera se realizaron en ADN de las cepas resistentes y no resistentes. Una pequefa cantidad de la
reaccion (1 pl) se mezcld a continuacion con 5 pl de tampén de operacién de flujo lateral (solucion salina tamponada
con fosfato con 3% de Tween-20) y se aplic6 directamente a una tira de flujo lateral comercial (Milenia-Alemania).
Después de unos 1-2 minutos se evalud la sefal en las tiras, y se tomd una fotografia. La prueba distingue
claramente positivos de negativos.

Otras enzimas de tratamiento pueden emplearse en dichos métodos. En particular, las enzimas fgp de E. coli, Nth y
exonucleasa lll, los homologos de otros tipos, las enzimas para reparacion del emparejamiento incorrecto de bases
tales como MutY, MutS y MutM de E. coli, MUG de E.coli, MUG humana, Ogg1 y las glucosilasas tipo Nei (Neil) de
vertebrados. Cualquier combinacién de las enzimas de reparacién anteriores también puede emplearse. En
particular, debe considerarse que Nfo de E. coli (endonucleasa V), y exonucleasa lll de E.coli, poseen actividades
de la fosfodiesterasa y pueden procesar los extremos 3' no extensibles de productos cortados de otras
glucosilasas/liasas a restos de 3'-hidroxilo extensibles.

La invencion se describira a continuacion con detalle mediante ejemplos. Los ejemplos son ilustrativos de la
invencion y no pretenden limitarla de ninguna manera.

Ejemplo 1. Secuencias de acido nucleico

Proteinas y ADN

Se ampliaron secuencias de codificacion para uvsx, uvsy, gp32 Bsu y Nfo procedentes de ADN gendmico (DSMZ,
Alemania), se fusionaron a etiquetas con hexahistidina (terminal N para uvsY, Bsu y Nfo, terminal C para uvsX y
gp32) y se clonaron en vectores de expresion adecuados. La sobreexpresion y la purificacion se realizaron mediante
protocolos normalizados utilizando resina de Niquel-NTA (Qiagen). Los alelos de S. aureus fueron ESARM-3
(SCCmec tipo I; SARMI), ESARM-16 (SARMII), ESARM-1 (SARMIIl) y SASM natural. Ver informacién de la
secuencia adicional proporcionada a continuacion.

Secuencias de cebadores

Locus ApoB humano (experimento Sl de tamaios del producto):

Apo700 tggtaaacgg aagtctggca gggtgattct cg (SEC ID n%:12)
Apo800 caattgtgtg tgagatgtgg ggaagctgga at (SEC ID n%:13)
Apo900 gaggtggttc cattccctat gtcagceattt gc (SEC ID n®:14)
Apo1000 gggtttgaga gttgtgcatt tgctigaaaa tc (SEC ID n®:15)

Locus humanos para marcadores de STR (experimento STR y experimento de tamafios de cebador, SI):

CSF1PO 5' gttgctaacc accctgtgtc tcagttttcc tac (SEC ID n°:16)
CSF1PO 3' agactcttcc acacaccact ggcecatcttc age (SEC ID n%:17)
D7S820 5' gaacacttgt catagtttag aacgaactaa cg (SEC ID n®:18)
D7S820 3' gaattataac gattccacat ttatcctcat tgac (SEC ID n®:19)
D13S317 5' ttgctggaca tggtatcaca gaagtctggg atg (SEC ID n?:20)
D13S317 3' ccataggcag cccaaaaaga cagacagaaa ga (SEC ID n%:21)
D16S539 5' aaacaaaggc agatcccaag ctettectet tec (SEC ID n?:22)
D16S539 5' ataccattta cgtttgtgtg tgcatctgta agc (SEC ID n?:23)
D18S51 5' ggtggacatg ttggcttcte tctgttctta ac (SEC ID n:24)

D18S51 3' ggtggcacgt gectgtagte tcagetactt gc (SEC ID n®:25)
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THO1 5' tacacagggc ttccggtgea ggtcacaggg a (SEC ID n?:26)
THO1 3' ccttcccagg ctectagcage agetcatggtgg (SEC ID n2:27)
TPOX 5' actggcacag aacaggcact tagggaaccc (SEC ID n?:28).
TPOX 3' ggaggaactg ggaaccacac aggttaatta (SEC ID n®:29)

Locus ApoB, D18S51 y Sry humanos (experimento de tamarios de cebador, Sl):

APOBS500 atggtaaatt ctggtgtgga aaacctggat gg (SEC ID n®:30)
APO500-28 taaattctgg tgtggaaaac ctggatgg (SEC ID n2:31)
APO500-25 attctggtgt ggaaaacctg gatgg (SEC ID n2:32)
APOB300REV ctatccaaga ttgggctaaa cgtatgaaag ca (SEC ID n®:33)
APOB300REV-28 ccaagattgg gctaaacgta tgaaagca (SEC ID n®:34)
APOBS300REV-25 agattgggct aaacgtatga aagca (SEC ID n?:35)
D18S51 5'-28 gacatgttgg cttctctctg ttcttaac (SEC ID n°:36)

D18S51 5'-25 atgttggctt ctctctgtic ttaac (SEC ID n®:37)
D18S513'-28 gcacgtgcct gtagtctcag ctacttge (SEC ID n®:38)
D18S51 3'-25 cgtgcctgta gtctcagcta ctige (SEC ID n2:39)

SRY3 aaagctgtaa ctctaagtat cagtgtgaaa c (SEC ID n2:40)
SRY3-28 gctgtaactc taagtatcag tgtgaaac (SEC ID n®:41)

SRY3-25 gtaactctaa gtatcagtgt gaaac (SEC ID n?%:42)

SRY4 gttgtccagt tgcacttcgce tgcagagtac ¢ (SEC ID n%:43)

SRY4-28 gtccagttge acttcgcetge agagtacc (SEC ID n%:44)

SRY4-25 cagttgcact tcgetgcaga gtace (SEC ID n%:45)

Se utilizan ADN en esta descripcion

BsA1 ttgggcactt ggatatgatg gaactggcac (SEC ID n?:46)

BsA1-36 ttgggcactt ggatatgatg gaactggcac ggttgt (SEC ID n%:47)

BsA1-40 ttgggcactt ggatatgatg gaactggcac ggttgttgecg (SEC ID n®:48)
BsA1-45 ttgggcactt ggatatgatg gaactggcac ggttgttgeg tccat (SEC ID n?:49)
BsB3 ccatcttcag agaacgcttt aacagcaatc ¢ (SEC ID n%:50)

BsB3-36 cgccatctic agagaacgct ttaacagcaa tccatt (SEC ID n%:51)

BsB3-40 cgccatctic agagaacgct ttaacagcaa tccattitge (SEC ID n?:52)
BsB3-45 cgccatctic agagaacgct ttaacagcaa tccattttge gecag (SEC ID n®:53)
ApoB4 cagtgtatct ggaaagccta caggacacca aaa (SEC ID n?:54)

ApoB4-40 cagtgtatct ggaaagccta caggacacca aaataacctt (SEC ID n2:55)

ApoB4-45 cagtgtatct ggaaagccta caggacacca aaataacctt aatca (SEC ID n?:56)
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Apo300 tgctttcata cgtitagccc aatcttggat ag (SEC ID n?:57)

Apo300-40 tgctticata cgtttagccc aatcttggat agaatattge (SEC ID n?:58)
Apo300-45 tgctticata cgtttagcce aatcttggat agaatattge tctge (SEC 1D n%:59)
SRY8 ccagctgtgc aagagaatat tccegcetete cg (SEC ID n2:60)

SRY9 ccigttgtce agttgcactt cgetgcagag t (SEC ID n®:61)

J1 acggcattaa caaacgaact gattcatctg cttgg (SEC ID n?:62)

K2 ccttaatttc tccgagaact tcatattcaa gegtc (SEC ID n2:63)

Sonda Nfol 5'-catgattgga tgaataagct gcagc-[dTfluorescein]-g-[tetrahydrofuranyl]-t-[dT-DDQ1]-aaaggaaact tadRbiotin-
3' (SEC ID n%:64)

ORFX45-b ccaagaattg aaccaacgca tgacccaagg gcaaagcgac tttgt (SEC ID n?:65)

ORFXprobe2 5'-(FAM) -CCACATCAAATGATGCGGGTTGTGTTAAT- [d-SPACER]-GAACAAGTGTACAGAG-3'ddC
(block) (SEC ID n°:66)

SATamra1l 5'-tgttaattga acaagtgtac agagcatt-[dT tamra] a(THF)ga(BHQ1)tatgcgtgga g-Biotin-3' (SEC ID n%:67).
SATamra2 5'-tgttaattga gcaagtgtat agagcatt(dT tamra])a(THF)ga(BHQ2)tatgcgtgga g-Biotin-3' (SEC ID n®:68)
BSFlc 5'-catgattgga tgaataagct gcagce (F)g(H)t(g3) aaaggaaact ta-Biotin-3' (SEC ID n®:69)

Secuencia de alelos de SASM y SARM y cebadores utilizados en la presente memoria:

Las secuencias diana de cebadores estan en negrita/subrayado, la secuencia de uniéon de la sonda esta en
negrita/cursiva.

Cebadores SARM/SAS, (experimento con S. aureus):

SCCl/Il ctcaaagcta gaactttgct tcactataag tattc (SEC ID n%:70)

SCCIII ccaatatttc atatatgtaa ttcctccaca tctca (SEC ID n2:71)

ORFX cccaagggca aagcgacttt gtattcgtca ttggcggatc aaacg (SEC ID n®:72)
MSSA ccaatttgat agggcctaat ttcaactgtt agcta (SEC ID n®:73)
sccll-35-2-bio5'-bio-ctatgtcaaa aatcatgaac ctcattactt atgat (SEC ID n®:74)

Secuencia de SASM ADN:

ttttagatat
acttaagtta
cgtggattta
tacagaattt
aaatgctcta
ggaatgtcat

tcecttgtgea

cecttgggtce

aaaccaattt

gatagggcct

aatttcaact

gttagctact

tatgcgcaat
atgtccacca
tttagtttta
tacacttgcet
tttgctgaat

ggcegettga

tatcgtgata
tttaacaccec
cttatgatac
caattaacac
gatagtgcgt

tcegeccaatg

tatcttatat
tccaaattat
gcctcteecac
aacccgeatc

agttactgcg

attgaatgaa
tatctcctca
gecataatctt
atttgatgtg
ttgtaagacg

acgaatacaa agtcgctttg

atqcg (SEQ

ID NO:75)
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Secuencia de SARMI ADN:

tttagttgcagaaagaattttctcaaagctagaactttgcttcactataagtattcagtata

aagaatattteogctattatttacttgaaatgaaagactgeggaggctaactatgtcaaaaat
catgaacctcattacttatgataagcttetccacgecataatcttaaatgectctatacacttyg
ctecaattaacacaacccgcatcatttgatgtgggaatgtcattttgectgaatgatagtgegt
agttactgcgttgtaagacgtccttgtgecaggcegtttgatecgecaatgacgaatacaaag

tcgetttgeecttgggtcatgeg (SEQ ID NO:76)

Secuencia de SARMII ADN

tttagttgragaaagaattttctcaaagctagaactttgettcactataagtattcagtata

aagaatatttcegectattatttacttgaaatgaaagactgecggaggctaactatgtcaaaaat
catgaacctcattacttatgataagcttcttaaaaacataacagcaattcacataaaccteca
tatgttctgatacattcaaaatccctttatgaagecggetgaaaaaaccgeatcatttatgat
atgcttetecacgeataatcttaaatgetetgtacactigttcaattaacacaaccegeatce
atttgatgtgggaatgtcattttgctgaatgatagtgegtagttactgegttgtaagacgte
cttgtgcaggecegtttgatecgecaatgacgaatacaaagtegetttgecettgggtecatge

g (SEQ ID NO:77)

Secuencia de SARMIII ADN

aaggtataatccaatatttcatatatgtaattcctecacatetcattaaatttttaaattat

acacaacctaatttttagttttatttatgatacgcttetecacgecataatcttaaatgetcet
gtacacttgttcaattaacacaacccgcatcatttgatgtgggaatgtcattttgctgaatg
atagtgcgtagttactgcgttgtaagacgtecttgtgcaggecegtttgatecgecaatgacg

aatacaaagtcgctttgeccttgggtcatgeg (SEQ ID NO:78)

Ejemplo 2. Cinética de una reaccion ARP

En la figura 12A se muestra un diagrama esquematico del proceso de ARP. Los filamentos de recombinasa/cebador
escanean el ADN plantilla para secuencias homologas (rojo/azul). Después del intercambio de cadenas la cadena
desplazada esta unida por gp32 (verde), Bsu polimerasa (azul) amplia los cebadores. Los episodios de
unién/ampliacion repetidos de cebadores opuestos dan como resultado la ampliacién exponencial de ADN.

La cinética de la formacion de filamentos de recombinasa/cebador se presenta en la figura 12B. En presencia de
ATP uvsX (gris) se une cooperativamente a los oligonucleétidos (rojo, parte superior). Tras la hidrélisis de ATP el
complejo de nucleoproteina se desmonta (izquierda) y uvsX pueden ser sustituido por gp32 (verde, a la derecha). La
presencia de uvsY y Carbowax20M desplaza el equilibrio a favor de la carga de recombinasa.

El resultado de una reaccién tipica de ARP se muestra en la figura 12C que es una PAGE de reacciones ARP que
utiliza cebadores para marcadores STR. EI ADN genémico de dos personas (1/2, padre/hijo) sirvi6 como plantilla.
Ocasionalmente (D7S820, D16S539), se pueden observar cantidades de bajo nivel de formas diméricas del
producto completo (asteriscos).

La capacidad para seguir la reaccién ARP en tiempo real se muestra en la figura 12D. En la figura 12D, se hizo el
seguimiento de una ARP en tiempo real utilizando cebadores para el locus SpoB de B. subtilis haciendo el
seguimiento de la fluorescencia de una reaccién. Se detecta la fluorescencia durante el intercalado de SybrGreenl
en producto naciente. ADN de B. subtilis a 5 x 10° (negro), 5 x 10* (rojo), 5 x 10° (amarillo), 500 (verde) o 50 copias

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2420831 T3

(purpura) o agua (azul) sirvieron como plantilla. El inicio de la ampliacion depende linealmente del logaritmo del
namero de copias de plantilla de partida (véase el recuadro; tiempo (punto medio de la curva de crecimiento) frente a
log [concentracion de la plantilla]).

Ejemplo 3. Deteccion de amplicones del ARP utilizando tiras de flujo lateral

Se ha concebido un procedimiento de utilizaciéon de la tecnologia de la tira de flujo lateral para la deteccién de
amplicon de ARP. Este procedimiento utiliza anticuerpos especificos para inmovilizar y detectar los complejos que
contienen dos marcadores antigénicos (figura 13A). En resumen, un acido nucleico diana se amplia utilizando dos
cebadores de oligonucledtidos diferentes, en el que cada cebador comprende un marcador o un antigeno diferente.
Por lo tanto, todos los amplicones generados estarian unidos a dos marcadores o antigenos (es decir, un amplicon
marcado dos veces).

Para detectar la presencia de los amplicones marcados dos veces, las muestras sospechosas de contener los
amplicones se acoplé una almohadilla empapada en particulas visibles (oro) a un anticuerpo que reconoce uno de
los dos marcadores (en este caso, el marcador es un antigeno) (figura 13C). Los complejos entonces se desplazan
en una corriente de tampén a través de la membrana y un anticuerpo inmovilizado adicional captura el segundo
antigeno (ld.). Si los antigenos estan unidos en una doble cadena de ADN, una linea de color aparece en un lugar
definido en la tira. En una variacion del sistema de deteccién de sonda los autores produjeron dichos complejos de
doble antigeno por acoplamiento de biotina y oligonucleétidos que llevan FAM en amplicones de ARP (figura 3B). El
cebador biotinilado en 5' y su homélogo opuesto garantizan la ampliacion eficiente de una diana para la unién de la
sonda. La sonda, incluyendo un marcador 5-FAM, un THF interno y un grupo de bloqueo en 3', se rompe por Nfo
durante la union, creando un sustrato 3'OH para el alargamiento por Bsu. La ampliacion de la sonda restante
estabiliza su interaccion con la cadena marcada con biotina y produce un amplicon que contiene tanto, biotina como
FAM. El blogue de THF/3' evita la produccion de biotina/FAM que contiene artilugios de cebadores, a medida que el
tratamiento de dobles cadenas auténticas por Nfo afiade una etapa critica de correccion. Después de la aplicacion
de la muestra a la tira de flujo lateral los amplicones con biotina/FAM crearan una sefial visible en la linea de
deteccion FAM, mientras que las reacciones de ARP que no pueden generar un complejo conjugado no. Se utilizé
un método multiple similar al empleado en la figura 10E para detectar 10 copias de cada uno de los tres alelos de
SARM y distinguirlos de SASM (figura 3C).

Numerosas aplicaciones de investigacién y clinicas podria beneficiarse del empleo de ARP y los diversos métodos
de deteccion descritos en la presente memoria. Por ejemplo, ARP ofrece un avance significativo para el desarrollo
de dispositivos que no son de laboratorio. Cuando se integra con instrumentos manuales o sistemas de deteccion de
ADN sin equipo, ARP permitird un sistema de ensayo facil de utilizar para una variedad de patégenos, asi como kits
de campo para otras aplicaciones.

Materiales y procedimientos

Proteinas y ADN

Se ampliaron secuencias de codificacion para uvsx, uvsy, gp32 Bsu y Nfo procedentes de ADN gendmico (DSMZ,
Alemania), se fusionaron a etiquetas de hexahistidina (terminal N para uvsY, Bsu y Nfo, terminal C para uvsX y
gp32) y se clonaron en vectores de expresion adecuados. La sobreexpresion y purificacion se realizé mediante
protocolos normalizados utilizando resina de Niquel-NTA (Qiagen).

Se purific6 ADN humano procedente de la sangre (kit de purificacion Wizard-Genomic, Promega), el ADN de B.
subtilis era de la ATCC (EE.UU.), los ADN de S. aureus fueron una donacion de Jodi Lindsay. Los alelos de S.
aureus fueron ESARM-3 (SCCmec tipo |I; SARMI), ESARM-16 (SARMII), ESARM-1 (SARMIII) y SASM natural (12).
Véase informacién complementaria para las secuencias.

Condiciones de ARP

Las reacciones se realizaron a 37°C durante 60 min o como se indica. Las condiciones estandar fueron Tris 50 mM
(pH 8,4), acetato de potasio 80 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 2 mM, Carbowax20M al 5%, dNTP 200 uM,
ATP 3 mM, fosfocreatina 20 mM, 100 ng/ul de creatina-cinasa, 20 ng/pl de Bsu. Por el contrario, se realizaron
ampliaciones de SARM en Tris 50 mM (pH 7,9), acetato de potasio 100 mM, acetato de magnesio 14 mM; en el
experimento multiplex Carbowax20M estaba al 5,5%. Las concentraciones de gp32/uxsX/uvsY (en ng/ul) fueron
600/200/60 (experimentos con STR), 600/120/30 (experimento con B. subtilis) o 900/120/30 (experimentos con
SARM). Los cebadores se emplearon a 300 nM cada uno, excepto en la ampliaciéon de SARM, donde se han
utilizado scclll 500 nM, orfX 100 nM (experimento con SARMIII) o sccl/ll 265 nM, scclll 265 nM, orfX 70 nM (ensayo
multiple) o Biosccl/ll 240 nM, de Bio-scclll 240 nM, orfX 120 nM (de experimento con tira de flujo lateral). Los
volumenes de reaccion fueron de 20 pl, excepto para el experimento STR (40 pl) y el experimento con B.subtilis (50

ulh).

Seguimiento en tiempo real
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Se realiz6 ARP en tiempo real en un lector de placas (BioTek FIx-800) en presencia de SybrGreenl (1:50000,
Molecular Probes) o sondas de fluoréforo/extintor (Eurogentec). Se emplearon tres sondas:

SATamral 5'-tgttaattgaacaagtgtacagagcatt(T)a(H)ga(q1)tatgcgtggag-Biotin-3'

SATamra2 5'-tgttaattgagcaagtgtatagagcatt(T)a(H)ga(g2)tatgcgtggag-Biotin-3'

BSFlc 5'-catgattggatgaataagctgcagc(F)g(H)t(g3)aaaggaaactta-Biotin-3'

Aqui (T) es dT-TAMRA, (F) es dT-fluoresceina, (H) es THF, (q1) es dT-BHQ1, (g2) es dT-BHQ2, (Q3) es dT-DDQ1.
Las sondas se emplearon en SATamral 60 nM (experimento con SARMIII) o en SATamral 45 nM, SATamra2 45
nM, BSFic 60 nM (ensayo mudltiple). Nfo se utiliz6 a 200 ng/ul. La excitacién/deteccion fue a 485/525 nm
(SybrGreenl, BSF1ic) o 530/575 nm (SATamra1/2). Las mediciones se tomaron cada 30 segundos o 45 segundos
(experimento mdltiple). Los datos de la sonda de fluorescencia se normalizaron frente al control de agua y se ajusto
la referencia de la ampliacién. El logaritmo de la lectura se represent6 frente al tiempo de reaccion.

Deteccién con tira de flujo lateral

Para los experimentos con la tira de flujo lateral se utilizaron dos sondas a 75 nM cada una:

Lfs1 5'FAM-ccacatcaaatgatgcgggttgtgttaat(H)gaacaagtgtacagag-ddC-3'

Lfs2 5'FAM-ccacatcaaatgatgcgggttgtgttaat(H)gagcaagtgtatagag-ddC-3'

Se utilizaron como cebadores formas biotinilados en 5' de sccl/ll y scclll. Para cada reaccién (20 ul) se diluyd 1 pl
con 5 pl tampoén de ejecucion (PBS/3% de Tween) y se aplicé directamente a tiras HybriDetect (Milenia) segun las
instrucciones del fabricante.

El resultado de la deteccidon de la tira de flujo lateral se muestra en la figura 13C. Las reacciones contenian (de
izquierda a derecha) 10 copias de SARMIII, 10 copias de SARMII, 10 copias de SARMI o 10000 copias de SASM
(referencia negativa) como plantilla. Se generan sefnales positivas en las 3 primeras reacciones (punta de flecha).
Ejemplo 4. Analisis de las condiciones optimas para la ARP

Condiciones para la ARP

La ARP se basa en la creacién de un medio de reaccidon que apoya la formacién de complejos de recombinasa-
oligonucledtidos. Dado que el proceso también depende de ATP (Formosa et al., 1986), requiere un sistema de
regeneracion de energia para la actividad continuada. En este experimento, se valoraron los componentes clave de
la mezcla de reaccion de ARP para determinar su influencia en el rendimiento de la ampliacién. Los resultados se
muestran en la figura 14. La figura 14 muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida de las reacciones de ARP
utilizando cebadores para el locus Sry humano. Las reacciones se realizaron a 37°C durante 120 min y contenian los
cebadores sry3 y sry4 a 300 nM, Tris 50 mM (pH 8,4), acetato de potasio 80 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT
2 mM, ATP 3 mM, dNTPs 200 mM, fosfocreatina 20 mM, 100 ng/ul de creatina-cinasa, Carbowax20M al 5%, 600
ng/ul de gp32, 200 ng/pl de uvsX, 60 ng/ul de uvsY y 20 ng/ul de Bsu, excepto cuando un componente dado estaba
bajo investigacion. Se determinaron las cantidades 6ptimas de (figura 14 A) gp32, (figura 14 B) uvsY, (figura 14 C)
uvsX, (figura 14 D) Carbowax20M, (figura 14 E) ATP vy (figura 14F) Bsu para la ampliacion eficaz de esta diana
especifica. (G)-ADP-®-S y (H) ATP-©-S inhiben las reacciones. 1500 copias/ul del ADN del cromosoma Y humano
sirvié como plantilla en reacciones de 30 pl (por muestra se cargd en el gel el equivalente de un volumen de 10 ul de
reaccion).

Se ha comprobado que ARP funciona sé6lidamente durante un intervalo relativamente amplio de concentraciones de
reactivos. Se ha descubierto, sin embargo, que las condiciones éptimas de reaccion variaban entre los diferentes
pares de cebadores y por lo tanto tenian que definirse de forma individual.

Requisitos del cebador

Se utiliz6 ARP para la ampliaciéon de una amplia gama de dianas. Si bien el disefio de cebadores no puso de
manifiesto limitaciones en la propia composicion de la secuencia, se han de cumplir determinados parametros para
que un oligonucleodtido sea adecuado para la ARP. Se investigaron estos parametros en los experimentos mostrados
en la figura 15. La figura 15 muestra la electroforesis en gel de agarosa de reacciones de ARP utilizando cebadores
para el locus de apolipoproteina B humana. El cebador ApoB4 se combind con cebadores opuestos capaces de
generar productos de los tamafos indicados. Las reacciones se realizaron a 37 °C durante 120 min y las condiciones
utilizadas fueron Tris 50 mM (pH 8,4), acetato de potasio 80 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 2 mM, ATP 3
mM, dNTP 200 uM, fosfocreatina 20 mM, 100 ng/ul de creatina-cinasa, Carbowax20M al 5%, 600 ng/ul de gp32, 125
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ng/ul de uvsX, 25 ng/ul de uvsY y 20 ng/ul de Bsu. Se utilizaron 450 copias de ADN humano como plantilla en 30 pl
de reacciones (por muestra el equivalente de un volumen de 10 pl de reacciéon se cargd en el gel). Debe
considerarse que se produjo alguna duplicacion de productos mediada por la horquilla, convirtiendo algunos de los
300 pb del amplicdn en 2x y 3x unidad de longitud (*). La ARP no pudo producir amplicones de 1500 pb o mas. Este
experimento demuestra que el tamafo del amplicén en las condiciones empleadas esta limitado a aproximadamente
1 kb.

Se muestra la electroforesis en gel de poliacrilamida de reacciones ARP utilizando cebadores para los tres locus
independientes en el ADN gendmico humano (apolipoproteina B, STR D18S51, Sry). Los cebadores fueron 25, 28, o
> 31 bases, tal como se indica. Las reacciones se realizaron a 37°C durante 120 min. Las condiciones utilizadas
fueron Tris/CI 50 mM, pH 8,4, acetato de potasio 80 mM, acetato de magnesio 10 mM, DTT 2 mM, ATP 3 mM, dNTP
200 uM, fosfocreatina 20 mM, 100 ng/ul de creatina cinasa, Carbowax20M al 5%, 600 ng/ul de gp32, 200 ng/ul de
uvsX, 60 ng/ul de uvsY y 20 ng/ul de Bsu polimerasa. 3000 copias de la diana sirvieron como plantilla en reacciones
de 30 pl (por muestra se cargd en el gel el equivalente de un volumen de reaccion de 10 pl). El hallazgo de que se
requiere una longitud de cebador de mas de 28 bases para soportar el ARP esta de acuerdo con los informes que
investigaron la actividad de hidrélisis de ATP de filamentos de uvsX-oligonucleétido en diferentes tamafos de
oligonucleotidos (Véase, Huletsky et al., 2004).

La longitud minima de un cebador result6 ser de aproximadamente 30 nucleétidos (figura 16). Se observd
variabilidad en el rendimiento de oligonucleétidos que difieren en las secuencias, pero son similares en longitud y
posicion relativa a sus homélogos. Las normas que rigen la influencia de la secuencia de nucleétidos sobre la
calidad de un cebador de ARP determinado se estan investigando actualmente

ADN de referencia

El ADN natural de S. aureus (SASM) (véase, Enright et al., 2002; Huletsky et al., 2004) que actlia como referencia
negativa en el experimento mostrado en 2C actia como plantilla para la ARP cuando se combina con el par cebador
orfX/mssa (figura 16).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de ARP de ampliacion de ADN de una molécula de acido nucleico diana que comprende una
primera y una segunda cadena de ADN, que comprende las etapas siguientes:

(a) poner en contacto un agente de recombinasa con un primer y un segundo cebadores de acido nucleico y un
tercer cebador bloqueado en extension comprendiendo dicho cebador bloqueado en extensidn uno o mas restos
internos no complementarios o modificados para formar unos primer, segundo y tercer cebadores de
nucleoproteinas;

(b) poner en contacto los primer y segundo cebadores de nucleoproteinas con dicho acido nucleico diana
bicatenario formando de este modo una primera estructura bicatenaria entre dicho primer cebador de
nucleoproteinas y dicha primera cadena de ADN en una primera parte de dicha primera cadena y una segunda
estructura bicatenaria entre dicho segundo cebador de nucleoproteinas y dicha segunda cadena de ADN en una
segunda porcién de dicha segunda cadena de manera que los extremos 3' de dicho primer cebador de
nucleoproteinas y de dicho segundo cebador de nucleoproteinas estan orientados uno hacia el otro en la misma
molécula de acido nucleico diana con una tercera porcién de acido nucleico diana entre dichos extremos 3';

(c) extender el extremo 3' de dichos primer cebador de nucleoproteinas y segundo cebador de nucleoproteinas
con una o mas polimerasas y los dNTP para generar un primer acido nucleico diana ampliado con una regién
interna que comprende la tercera porcion de acido nucleico;

(d) poner en contacto dicho acido nucleico diana ampliado con dicho tercer cebador de nucleoproteinas para
formar una tercera estructura bicatenaria en la tercera porcion de dicho acido nucleico diana ampliado en
presencia de una nucleasa; en el que dicha nucleasa escinde especificamente dicho resto interno no
complementario o modificado sélo después de la formacion de dicha tercera estructura bicatenaria para formar
un tercer cebador bloqueado en extension en 3'y un tercer cebador en 5';

(e) extender el extremo 3' de dicho tercer cebador en 5' con una o mas polimerasas y dNTP para generar un
segundo acido nucleico bicatenario ampliado que comprende dicho primer cebador de acido nucleico y dicho
tercer cebador en 5';

(f) continuar la reaccion mediante la repeticion de (b) a (e) hasta que se alcance un grado deseado del segundo
acido nucleico bicatenario ampliado.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la primera estructura bicatenaria forma parte de un primer
bucle D y en el que dicha segunda estructura bicatenaria forma parte de un segundo bucle D.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha nucleasa es una ADN glucosilasa o AP endonucleasa.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho resto interno modificado es un resto de uracilo o de
inosina.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que la nucleasa reconoce el resto de uracilo o de inosina y escinde
dicho tercer cebador bloqueado en extension en el resto de uracilo o de inosina.

6. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la nucleasa reconoce un error de emparejamiento de bases
entre la base no complementaria de dicho tercer cebador bloqueado en extension y dicho acido nucleico diana y
escinde dicho tercer cebador blogueado en extensién en dicha base no complementaria.

7. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha nucleasa se selecciona del grupo que consiste en fpg,
Nth, MutY, MutS, MutM, MUG de E. coli, MUG humana, Ogg1 humana, glucosilasas tipo Nei (Neil) de vertebrados,
uracil glucosilasa, hipoxantina-ADN glucosilasa y sus analogos funcionales.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha nucleasa es Nfo de E. coli o exonucleasa Ill de E. coliy
en el que el resto modificado es un resto de tetrahidrofurano o enlazador de carbono.

9. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la base interna modificada se selecciona de entre el grupo que
consiste en 8-oxoguanina, timina glicol y simulador de sitio abasico.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el simulador de sitio abasico es un resto de tetrahidrofurano o
espaciador D.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho tercer cebador bloqueado en extensién comprende un
resto en 3' bloqueado que es resistente a la ampliacién por la ADN polimerasa.
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12. Procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que el resto en 3' bloqueado comprende un resto bloqueador que
evita la extension del cebador por la polimerasa.

13. Procedimiento segun la reivindicacién 12, en el que el resto bloqueador esta unido al sitio 3' o 2' del azlcar del
resto en 3'.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que el resto bloqueador es un marcador detectable.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, en el que dicho marcador detectable se selecciona de entre el grupo
que consiste en un fluor6foro, una enzima, un extintor, un inhibidor de enzimas, un marcador radiactivo, un miembro
de un par de unién y una combinacién de los mismos.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que el resto en 3' bloqueado es un didesoxinucledtido.

17. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho primer cebador de acido nucleico comprende un primer
marcador detectable y dicho tercer cebador bloqueado en extension comprende un segundo marcador detectable.

18. Procedimiento segun la reivindicacién 17, en el que dichos primer y segundo marcadores detectables son
diferentes y la produccion de dicho segundo acido nucleico bicatenario ampliado se controla detectando la presencia
de los primer y segundo marcadores detectables en una sola molécula de ADN bicatenario.

19. Procedimiento segun la reivindicacién 18, en el que la producciéon de dicho segundo acido nucleico ampliado
bicatenario se detecta por un ensayo de tipo sandwich en el que un primer anticuerpo se une a dicho primer
marcador detectable y un segundo anticuerpo se une a dicho segundo marcador detectable.

20. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el tercer cebador bloqueado en extension comprende ademas
uno o mas marcadores detectables.

21. Procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que dicho procedimiento comprende ademaés la etapa de
controlar el avance de la reaccion de ARP detectando dicho marcador detectable en el tercer cebador bloqueado en
extensién.

22. Procedimiento segun la reivindicacién 20, en el que dicho marcador detectable se selecciona de entre el grupo
que consiste en un fluor6foro, una enzima, un extintor, un inhibidor de enzimas, un marcador radiactivo, un miembro
de un par de unién y una combinacién de los mismos.

23. Procedimiento segun la reivindicacién 22, en el que el fluoréforo estd unido al tercer cebador bloqueado en
extensién por un resto de fluoréforo-dT amidita.

24. Procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que el extintor esta unido al tercer cebador bloqueado en
extensién por un resto de extintor-dT amidita.

25. Procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que dicho tercer cebador bloqueado en extensién comprende un
fluoréforo y un extintor.

26. Procedimiento segun la reivindicacion 25, en el que dichos fluoréforo y extintor estan separados por entre 0 a 2
bases, 0 a 5 bases, 0 a 8 bases 0 0 a 10 bases.

27. Procedimiento segun la reivindicacion 25, en el que dichos fluoréforo y extintor estdn separados por una
distancia mayor cuando el cebador bloqueado en extensién se deshibrida que cuando el cebador bloqueado en
extensidén se hibrida con el acido nucleico diana.

28. Procedimiento segun la reivindicacién 25, en el que el fluoréforo o el extintor esta unido al resto interno no
complementario o modificado y en el que el fluor6foro y el extintor estan separados después de la escision de la
base interna modificada por la nucleasa.

29. Procedimiento segun la reivindicacion 25, en el que el fluoréforo se selecciona de entre el grupo de fluoresceina,
FAMy TAMRA.

30. Procedimiento segun la reivindicacién 25, en el que el extintor es un extintor oscuro.

31. Procedimiento segun la reivindicacién 30, en el que dicho extintor oscuro se selecciona del grupo que consiste
en Dark Quencher 1, Dark Quencher 2, Black Hole Quencher 1 y Black Hole Quencher 2.

32. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el primer cebador, el segundo cebador o el tercer cebador
blogueado en extension es de 12 a 30 restos de longitud, de 12 a 40 restos de longitud o de 12 a 60 restos de
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longitud.

33. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho procedimiento se lleva a cabo a una temperatura de
entre 14°Cy 21°C, 21°C y 25°C, 25°C y 30°C, 30°C y 37°C 0 40°C y 43°C.

34. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho procedimiento amplia por lo menos la tercera parte de
dicho acido nucleico diana por lo menos 107 veces.

35. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicho procedimiento se lleva a cabo en presencia de 1% a
12% de PEG, de tal manera que PEG estimula la ampliacién.

36. Procedimiento segun la reivindicacién 1 en el que dicho procedimiento se lleva a cabo en presencia de 6% a 8%
de PEG, de tal manera que PEG estimula la ampliacién.

37. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicho dNTP comprende dUTP y en el que dicho
procedimiento de ARP se lleva a cabo en presencia de uracil glucosilasa durante un primer periodo de menos de 20
minutos y en el que dicho procedimiento se lleva a cabo en presencia de inhibidor de uracil glucosilasa después de
dicho primer periodo.

38. Procedimiento segun la reivindicacion 37, en el que dicho procedimiento se realiza sin inactivacion a base de
temperatura de dicha uracil glucosilasa.

39. Procedimiento segun la reivindicacion 37, en el que dicho inhibidor de uracil glucosilasa es el inhibidor de uracil
glucosilasa de fagos de Bacillus subtilis PBS1 o el inhibidor de uracil glucosilasa de fagos de Bacillus subtilis PBS2.

40. Procedimiento de ARP multiple, que comprende las etapas de realizar mas de un procedimiento de ARP en uno
0 mas acidos nucleicos diana bicatenarios en una reaccion en el que cada procedimiento comprende las etapas
siguientes:

(a) poner en contacto un agente recombinasa con un primer y un segundo cebador de acido nucleico y una tercer
cebador bloqueado en extension comprendiendo dicho cebador bloqueado en extensién uno o mas restos
internos no complementarios o modificados para formar un primero, un segundo y un tercer cebador de
nucleoproteina;

(b) poner en contacto los primer y segundo cebadores de nucleoproteina con dicho &cido nucleico diana
bicatenario formando de este modo una primera estructura bicatenaria entre dicho primer cebador de
nucleoproteina y dicha primera cadena de ADN en una primera porcion de dicha primera cadena y una segunda
estructura bicatenaria entre dicho segundo cebador de nucleoproteina y dicha segunda cadena de ADN en una
segunda porcién de dicha segunda cadena de tal manera que los extremos 3' de dicho primer cebador de
nucleoproteina y dicho segundo cebador de nucleoproteina estan orientados uno hacia el otro en la misma
molécula de acido nucleico diana con una tercera porcién de acido nucleico diana entre dichos extremos 3';

(c) extender el extremo 3' de dichos primer cebador de nucleoproteina y segundo cebador de nucleoproteina con
uno o mas polimerasas y dNTP para generar un primer acido nucleico diana ampliado con una region interna que
comprende la tercera porcion del acido nucleico;

(d) poner en contacto dicho acido nucleico diana ampliado con dicho tercer cebador de nucleoproteina para
formar una tercera estructura bicatenaria en la tercera porcién de dicho &cido nucleico diana ampliado en
presencia de una nucleasa, en el que dicha nucleasa escinde especificamente dicho resto interno no
complementario o modificado sélo después de la formacion de dicha tercera estructura bicatenaria para formar
un tercer cebador bloqueado en extension en 3'y un tercer cebador en 5';

(e) extender el extremo 3' de dicho tercer cebador en 5' con uno o més polimerasas y dNTP para generar un
segundo acido nucleico bicatenario ampliado que comprende dicho primer cebador de acido nucleico y dicho
tercer cebador en 5';

(f) continuar la reaccion mediante la repeticion de (b) a (e) hasta que se alcanza un grado deseado del segundo
acido nucleico bicatenario ampliado;

en el que cada procedimiento de ARP se lleva a cabo con una combinacién diferente de dichos primer y segundo
cebadores de acido nucleico y en el que cada procedimiento se realiza con el mismo tercer cebador bloqueado
en extension.

41. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que dichos mas de un procedimientos de ARP comprenden por

lo menos 2 procedimientos de ARP separados, por lo menos 4 procedimientos de ARP separados, por o menos 5
procedimientos de ARP separados, por lo menos 7 procedimientos de ARP separados o por lo menos 10
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procedimientos de ARP separados.

42. Procedimiento segun la reivindicacién 40, en el que dicho resto interno modificado es un resto de uracilo o de
inosina.

43. Procedimiento segun la reivindicacién 40, que comprende ademas la etapa de detectar la formacién de dicho
segundo &cido nucleico ampliado bicatenario para determinar la ampliacion acumulada de cualquiera de dichos mas
de un procedimiento de RPA.

44. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que el primer cebador de acido nucleico de cada procedimiento
de RPA se marca con el mismo primer marcador detectable, en el que dicho tercer cebador bloqueado en extension
se marca con un segundo marcador detectable, y en el que dicha etapa de deteccion comprende detectar un acido
nucleico bicatenario que comprende tanto dicho primer marcador detectable como dicho segundo marcador
detectable.

45. Procedimiento segun la reivindicacion 44, en el que la produccién de dicho segundo acido nucleico bicatenario
ampliado se detecta por un ensayo de tipo sandwich en el que un primer anticuerpo se une a dicho primer marcador
detectable y un segundo anticuerpo se une a dicho segundo marcador detectable.

46. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que dicha nucleasa es una ADN glucosilasa o una AP
endonucleasa.

47. Procedimiento segun la reivindicacién 40, en el que la nucleasa reconoce un error de emparejamiento de bases
entre la base no complementaria de dicho tercer cebador bloqueado en extension y dicho acido nucleico diana, y
escinde dicho tercer cebador blogueado en extensidn en dicha base no complementaria.
48. Procedimiento segun la reivindicacién 40, en el que dicha nucleasa se selecciona de entre el grupo que consiste
en fpg, Nth, MutY, MutS, MutM, MUG de E. coli, MUG humana, Ogg1 humana, glucosilasas de tipo Nei (Neil) de
vertebrados, uracil glucosilasa, hipoxantina-ADN glucosilasa, y sus analogos funcionales.

49. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que dicha nucleasa es Nfo de E. coli o exonucleasa Ill de E. coli
y en el que el resto modificado es un resto de tetrahidrofurano o de enlazador de carbono.

50. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que la base interna modificada se selecciona de entre el grupo
que consiste en 8-oxoguanina, timina glicol o un simulador de sitio abasico.

51. Procedimiento segun la reivindicacion 50, en el que el simulador de sitio abasico es un resto de tetrahidrofurano
0 espaciador D.

52. Procedimiento segun la reivindicacion 40, en el que dicho tercer cebador bloqueado en extensién comprende un
resto bloqueado en 3' que es resistente a la extension por la ADN polimerasa.

58. Procedimiento segun la reivindicacion 52, en el que el resto bloqueado en 3' comprende un resto bloqueador que
evita la extension del cebador por la polimerasa.

54. Procedimiento segun la reivindicacion 52, en el que el resto bloqueador esta unido al sitio 3' 0 2' del resto de
azlcar en 3'.

55. Procedimiento segun la reivindicacién 54, en el que el resto bloqueado en 3' es un didesoxinucle6tido.
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Las “velocidades” del cebador pueden aumentarse por alargamiento en 3' — pruebas de
cebadores en estudio BsA1 y BsB3 que se dirigen al ADN genémico de B. subtilis

Longitudes Longitudes
de cebador de cebador
38 > - g Organizacion de cebadores en el
ig —_— -— locus de B. subtilis dirigida por los
P ——— —— cebadores BsA1 y BsA3
Locus de B. subtilis A
Fluo_rescencia
relativa Condiciones
300

10 copias/pl

acetato de Mg 10 mM

Tris 50 mM, pH 7,9
-=— 30/31 meros dNTP 100 pM

E00 ng/ul gp32

2% —— 36 meros 120 ng/pl uvsX
- 30 ng/pl uvsY
40 meros oligos 300 nM
0,
~e- 45 meros 5% de Carbowax 20 M

1:50.000 SYER green
acetato potasico 100 mM
fosfocreatina 20 mM

100 ng/ml CK

ATP 3 mM

0 10 20 30 40 50 60 minutos
Fig. 1 B
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La ampliaciéon del amplicén de Bacillus a temperatura ambiente solamente
opera con cebadores alargados en 3' de 45 restos de longitud

Longitudes Longitudes
de cebador de cebador
gg —_— -— 31
—_— —
44— —— s
45 ——= A Organizacion de cebadores en el
Locus de B. subtilis locus de B. subtilis dirigida por los
cebadores BsA1 y BsA3

A

Longitud
Gobador  30M1 36 40 45

Temp 25°C, 90 minutos B Ampliacién especifica de ~

Longitudes 1010 veces observada incluso
G531 36 40 45 45 4 hasta 17°C {tiempo de
de cebador 30 > 45 deteccion no ensayado pero
en 2 horas)
‘.‘m )
Temp 23°C, 120minutos 20°C 17°C
C
Flg. 2
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ARP a baja temperatura demuestra cinética mas lenta — PEG puede optimizarse

[PEG]%
6 7

9 10 Diana: ADN genémico de
Bacillus subtilis

Inicio: 10 copias/yl

BsA1-45
—r

BsB345 A

* = producto esperado
# = artilugio conocido

[PEGI%
e -3
— 5
e 6
el 7
—— 8
—— 9
— 10

oy R O TR 1o 3
0 15 30 45 60 75 90 105 120 minutos Temp 25°C
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Algunos cebadores no restringen la velocidad incluso a longitudes mas cortas

ApoB4-33 + Apo300-32 —
N \

}

ApoB4-40 + Apo300-40 — p— —~\.A_
- . -

—_— - ——————
ApoBd4-45 + Apo300-45
Fluorescencia
relativa
400 - PHRE, T iERED

Sso_iii;l'ﬁi‘}% $ 100 copias/yl (=45nG5" .
%%ADN gendmico humano):
raeed jen n .

32/33-meros

T
R ??

0y 2

pat

40-meros

'(ADN genémico humano),
£ e el n ¢ R Nl R

e | 45-Meros

60 minutos

38°C B

Fig. 4
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Los cebadores Apo300 y ApoB4 de apoliproteina B son cebadores “rapidos” adn
cuando no se alarguen en 3’ y operen a temperatura ambiente {25°C)

45—, liq——-——---.45
restos| 40—, j—40 jrestos
1 32
Locus de
apoliproteina B
Copiasiyl———+ 0 10 0 10 0 10 humana A
(ADN
gendmico
humano})
+—— - cehadores
Combinacién de 1,2 34 586 Experimento para evaluar
cebadares los efectos de la longitud del

B cebador a temperatura
o . ambiente
Condiciones: 25°C, 90 minutos

Fig. 5
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Control de contaminacién por arrastre
utilizando inhibidor de UNG de E- coli y UNG

Diana - locus de SRY humano

Plantilla

Plantilla + UNG (5 minutos) + inhibidor de UNG (después de 5 minutos}

Plantilla + ADN contaminante (que contiene dUTP) + UNG

Plantilla + ADN contaminante (que contiene dUTP) + UNG (56 min.) + inhibidor de UNG
ADN contaminante (que contiene dUTP)

ADN contaminante (que contiene dUTP) + UNG (5 min.) + inhibidor de UNG
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Fig. 7
g Desarrollo de un tercer sistema de detecciéon de sondas

Detecta menos de 20 copias

Fluorescencia
absoluta Sonda en tiempo real: Exp.1
(unidades

arbitrarias) ~

Volumen de reaccion 20 pl
Nimero de copias (total)

—— 0 (ligera contaminacidn)
—— 20 copias
—~—- 200 copias

— 2000 copias

= 20,000 copias
(aqui no se utiliza sistema
de control de dUTP)

Bloqueo de 3'

minutos FQ
0 3 12 18 24 30 36 42 48 54 60 I l

Punto de corte
A Esquema de la estructura de la sonda

Secuencia de la sonda

5 -CATOGATTGGATOAATAAGCTGCAGC [del uoro ]e II‘HFI'I‘ lfr-nnon 'AAAGGAAACITA-dexot:n-3' B
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Desarrollo de un tercer sistema de deteccidn de sondas

Fluorescencia
{unidades
arbltralrlalsg‘.m Datos de fluorescencia en bruto

Anaisis de datos para
establecer el tiempo de

cruzamiento de referencia
— H,0 (ligera contaminacion)
_—0
minutes
e m
Ly e —— 20000 0
o) 2
1005 =
i X 10
" Ly minutos > il -
Anaisis de datos - A D w0 e 2@ 200 205 copias
corraccidn de referencia 4
Fluarescencia  (resta de control de agua), Representa el tiempo en
[unidades que la referencia se
arbitrarias)
5
> .5
Igtailage Determinan %%
P 20 el punto de 35 Total de copias
— [
cruce umbral 3 —2

utilizando . 23
metodos 2
estadisticos 17

1

minutes

C

Flg 8 Sonda en tiempo real: Exp.2
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Utilizaciéon de cebadores bloqueados de manera reversible para
conseguir relaciones sefal:ruido altas para ensayos de tipo sandwich

ORFXprobeZ . .sto de THF

FAM_ biotina

@/ |

bloqueo en 3’

ORFX46b sccll-35-2-bio

ADN de $. aureus

Lineade Lineade
prueba referencia

Casete mec
presente solo en

ADN de SASM ADN de SARM

ADN de SARM

Agua de referencia

Fig. 9

41



A

ES 2420831 T3

Fluoréforo o 3y Extintor B — —
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w
w
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W

Minutos

Figura 10
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Y
Agentes de agrupamiento
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Figura 12
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Figura 13
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A gp32 (ng/pl) B uvsY {ngfpil)
M 75 150 300 600 1000 M 10 20 40 60 80
500
400
300
C uvsX (ng/pl} D PEG (%)
M 60 120 240 480 860 M 125 25 375 5 625
500 . R
400
300
E ATP (mM) Bsu {ng/ul)
M 0625 125 286 5 75 M 3256 75 15 30 60
500
400
300
G ADP-3-S (i) H ATP-y-8 (uM)
M 0 125 250 500 1000 M 625 125 256 50 100
500 i
400 K
300 &

Figura i4
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ApoB D18951 SRY
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Figura 15
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Figura 16
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