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DESCRIPCION
Enzimas y complejos de acidos nucleicos y métodos para su uso
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a métodos que utilizan complejos de acidos nucleicos multi-componente (MNA). Los
complejos MNA pueden ser enzimas activas (por ejemplo, MNAzimas incluyendo apta-MNAzimas) con actividad
modificadora tal como actividad ligasa o de escisién. Ademas, la invenciéon se refiere a cascadas que usan
MNAzimas y también pueden incluir una o mas ADNzimas. La invencion también se refiere a métodos que usan
estas cascadas para la identificacion, deteccion y cuantificacion de dianas.

Antecedentes de la Invencion

Varias publicaciones, que pueden incluir patentes, solicitudes publicadas, articulos técnicos y articulos
especializados, se citan a lo largo de esta especificacion en paréntesis, y las citaciones completas de cada uno
pueden encontrarse al final de la especificacion.

Ademas de sus funciones evolutivas optimizadas, las propiedades fisicas y funcionales extraordinarias de los acidos
nucleicos proporcionan la oportunidad de una plétora de nuevos dispositivos y métodos biomoleculares. Los acidos
nucleicos de disefio se han contemplado para entidades terapéuticas, biosensores, dispositivos a nano-escala y
herramientas para la computacion molecular. Los métodos explotan las caracteristicas del ADN respecto a auto-
ensamblaje, electro-conductividad, elementos de informacién, amplificaciéon, cambio, deteccion molecular y actividad
catalitica. Ademas, como el ADN es robusto, estable y termoestable, proporciona un material ideal para la ingenieria
molecular de dispositivos mecanicos o computacionales.

Los acidos nucleicos monocatenarios, tales como ADN y ARN, tienen la capacidad de plegarse en estructuras
tridimensionales complejas que pueden funcionar como receptores altamente especificos (por ejemplo, aptameros) y
catalizadores (por ejemplo, ribozimas, ADNzimas). Ademas, el requerimiento de complementariedad entre las
cadenas de &cido nucleico para la hibridacién forma la base para un amplio rango de técnicas, que permiten la
deteccién de dianas (por ejemplo, analisis con micromatrices, transferencia Northern o transferencia Southern), y/o
la amplificacién de dianas (por ejemplo, la reaccion en cadena de la polimerasa). Ademas, la hibridacion proporciona
la base para la construccion a nano-escala de acidos nucleicos y para las estrategias computacionales basadas en
ADN.

En los ultimos 20 afios se ha descubierto una amplia variedad de moléculas de acido nucleico, con actividad
enzimatica o catalitica. Las enzimas de ARN ("ribozimas") aparecen en la naturaleza pero pueden prepararse por
ingenieria para reconocer y modificar especificamente un sustrato de ARN diana (Haseloff y Gerlach, 1988). Las
técnicas de desarrollo in vitro han facilitado el descubrimiento y desarrollo de muchos mas acidos nucleicos
cataliticos, incluyendo acidos desoxirribonucleicos frecuentemente referidos como "enzimas de ADN" o "ADNzimas"
(revisado Emillson y Breaker, 2002). Se han descubierto ADNzimas y/o ribozimas desarrolladas in vitro que tienen la
capacidad de catalizar un rango extenso de reacciones incluyendo, pero no limitado a, escision de acidos nucleicos,
ligacion de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicién de una cubierta a los acidos nucleicos,
adenilacién de aminoacidos, sintesis de cofactor, polimerizacion de ARN, polimerizaciéon dirigida por molde,
conjugacién ARN-proteina, reaccion de aldol, oxidacién de alcohol, reduccion de aldehido, sintesis de nucleétidos de
purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacién de enlaces peptidicos, sintesis de
peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrolisis de carbonato, alquilacion de fésforotioato, metalacion
de porfirina, formacion de enlaces carbono-carbono, formacion de nanoparticulas de Pd, isomerizaciéon de bifenilo,
formacion de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilacién de ADN, fotoreversion de dimeros de
timina o escisién fosforamidato (revisado Silverman, 2007)

En particular, se han caracterizado ADNzimas y ribozimas que escinden especificamente distintas secuencias de
acidos nucleicos después de hibridar mediante emparejamiento de bases de Watson Crick. Las ADNzimas son
capaces de escindir bien moléculas de ARN (Breaker y Joyce, 1994; Santoro y Joyce, 1997; Santoro y Joyce, 1998)
o ADN (Carmi et al., 1996). Las ribozimas también son capaces de escindir secuencias diana tanto de ARN (Haseloff
y Gerlach, 1988) como de ADN (Raillard y Joyce, 1996).

Las ADNzimas "10:23" y "8:17" son capaces de escindir sustratos de acido nucleico en enlaces fosfodiéster de ARN
especificos. Estas ADNzimas escinden las uniones fosfodiéster nativas 3'-5' para crear productos de reaccion que
tienen grupos fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo 5' (Santoro y Joyce, 1997; revisado Emilsson y Breaker, 2002).

También se han caracterizado ADNzimas que ligan especificamente distintas secuencias de acido nucleico después
de hibridar con dos acidos nucleicos sustrato independientes. Las desoxiribozimas especificas (ADNzimas) pueden
ligar productos fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo 5' y crear uniones 2'-5' no nativas. Los ejemplos de dichas ADNzimas
incluyen las ligasas "7Z81" y "7Z48" (Prior et al, 2004) asi como la ADNzima ligasa "7Q10" (Flynn-Charlebois et al,
2003) Se han descrito otras ADNzimas (Coppins y Silverman, 2004) que pueden ligar productos diol 2', 3' y 5'-
trifosfato y crear uniones 3'-5' nativas. Tabhor et al. (2006) produjeron una ligasa desoxiribozima binaria por
ingenieria fusionando dos dominios cataliticos a través de una estructura tallo comun.
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Varios acidos nucleicos cataliticos tienen estructuras basicas similares con multiples dominios incluyendo un dominio
catalitico conservado ("nucleo catalitico") flanqueado por dos dominios de uniéon a sustrato no conservados
("brazos"), que reconocen y se hibridan especificamente con el sustrato. Los ejemplos de acidos nucleicos con esta
estructura basica incluyen, pero no estan limitados a, la ribozima de cabeza de martillo, las ADNzimas 10:23 y 8:17,
las ADNzimas ligasas "7Z81", "7Z48" y "7Q10", la ADNzima "UV1C" de fotoreversion de dimeros de timina y la
ADNzima "DAB22" formadora de enlaces carbono-carbono. Hasta la fecha, los acidos nucleicos cataliticos son
tipicamente uni-moleculares aunque se conocen ejemplos de acidos nucleicos cataliticos con mas de un
componente pero éstos requieren una procesamiento por ingenieria extenso (Tabor et al, 2006, Kurata et al, 2000).

Se ha mostrado que los acidos nucleicos cataliticos solo toleran determinadas modificaciones en el area que forma
el ndcleo catalitico (Perreault et al., 1990; Perreault et al., 1991; Zaborowska et al., 2002; Cruz et al., 2004;
Silverman, 2004). Dependiendo de la astringencia de las condiciones de reaccioén, puede tolerarse algin grado de
emparejamiento erroneo en los brazos del sustrato. Sin embargo, el requerimiento para el emparejamiento de bases
de Watson Crick es lo suficientemente estricto como para haber permitido el desarrollo de protocolos que usan
acidos nucleicos cataliticos para facilitar la discriminacién de secuencias muy relacionadas (Cairns et al., 2000) (WO
99/50452).

Las tecnologias de amplificacion y deteccion de dianas, tales como PCR, se han usado ampliamente en
investigacion y/o diagnéstico clinico. Sin embargo, a pesar de su potencia, cada una tiene desventajas inherentes.
Todas requieren el uso de enzimas proteicas (por ejemplo, ADN polimerasa, ARN polimerasa, transcriptasa inversa
y/o ligasa). La inclusidon de enzimas proteicas incrementa la complejidad y coste de la fabricacién de los reactivos y
disminuye la vida a temperatura ambiente de los kits que contienen los reactivos. Otros retos técnicos asociados
incluyen la contaminacion por replicones (amplicones diana) de reacciones previas que da lugar a una sefial de falso
positivo y/o sefial de fondo causada por la replicacion de secuencias de cebador (dimeros de cebador) o fondo
causada por la ligacién independiente de diana.

Las enzimas de acidos nucleicos y las cascadas de enzimas de acidos nucleicos se han considerado para un rango
de aplicaciones biotecnoldgicas, especialmente en diagndstico. Podrian permitir la deteccion de proteinas y acidos
nucleicos para el diagnéstico de enfermedades facilitando la amplificacion de la sefal.

Varios grupos han indicado el uso de acidos nucleicos cataliticos para la deteccion de dianas de acido nucleico y
otros analisis con lecturas colorimétricas (Elghanian et al., 1997, Mirkin et al, 1996, y Liu y Lu, 2004). Los ejemplos
de cascadas de amplificacién de la sefial, que usan acidos nucleicos cataliticos uni-moleculares, son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, Paul y Joyce (2004) describieron una cascada de replicacion mediada por una ribozima con
actividad ligasa. En otra estrategia, una cascada de amplificacién de la sefial usé dos ADNzimas inactivas,
circularizadas 10:23 que fueron capaces de activarse entre si por escisién cruzada que resulta en linearizacion (Levy
y Ellington, 2003).

Existe una necesidad en curso en la técnica para la deteccion de dianas, en particular la deteccion usando sistemas
de amplificacion tales como cascadas, por ejemplo, sistemas de detecciéon que implican cascadas que comprenden
una pluralidad de enzimas de acidos nucleicos y en particular al menos una enzima de acidos nucleicos
multicomponente (MNAzima). La presente descripcion proporciona métodos de deteccion que implican cascadas de
enzimas de &cidos nucleicos que incorporan al menos una enzima de acidos nucleicos con actividad ligasa.
Ademas, el uso de enzimas de acidos nucleicos con actividad ligasa permite la formacion de componentes para
complejos de acidos nucleicos, tal como facilitadores del ensamblaje, partzimas, sustratos, ADNzimas o
componentes de éstos.

Resumen de la Invencion

La invencién proporciona el uso de una enzima de acidos nucleicos multi-componente con actividad ligasa
(MNAzima ligasa) para ligar dos sustratos en el que dichos sustratos son ligados por dicha MNAzima ligasa sélo en
presencia de un facilitador del ensamblaje de la MNAzima, para formar un producto después del reclutamiento de
dichos sustratos por los brazos de sustrato de dicha MNAzima ligasa, en el que dicho producto se asocia con los
componentes de al menos un complejo de acidos nucleicos.

En un aspecto de la descripcién se proporciona un método para detectar la presencia de al menos una diana que
comprende

(a) proporcionar al menos dos o mas componentes oligonucleotidicos y al menos un sustrato de al menos un
primer complejo de acidos nucleicos en el que al menos un primer componente oligonucleotidico y un segundo
componente oligonucleotidico son capaces de auto-ensamblarse en presencia de una diana para formar al menos
una primera enzima de acidos nucleicos que comprende una enzima de acidos nucleicos multi-componente
cataliticamente activa con actividad ligasa (MNAzima ligasa),

(b) poner en contacto los dos 0 mas componentes oligonucleotidicos y al menos un sustrato con una muestra que
contiene potencialmente la al menos una diana en condiciones que permitan:

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

(c) determinar la presencia de la actividad catalitica de dicha al menos una MNAzima ligasa, en el que la
presencia de la actividad catalitica es indicativa de la presencia de dicha al menos una diana.

En otro aspecto de la descripcién se proporciona un método para la deteccién de una diana que comprende

a) proporcionar un primer complejo de acidos nucleicos que comprende componentes que requieren la asociacion
con dicha diana para facilitar la formacién de una primera enzima de acidos nucleicos, en el que dicho primer
complejo de acidos nucleicos comprende ademas al menos un sustrato, y

b) proporcionar al menos un componente de un segundo complejo de acidos nucleicos capaz de asociarse con un
producto de una reaccion catalizada por la primera enzima de acidos nucleicos

y formar un segundo complejo de acidos nucleicos capaz de funcionar como una segunda enzima de acidos
nucleicos en el que al menos una de dichas enzimas de acidos nucleicos tiene actividad ligasa y al menos una de
dichas enzimas de acidos nucleicos es una MNAzima, y en el que dicho método comprende:

i) poner en contacto una muestra que potencialmente contiene una diana con el primer complejo de acidos
nucleicos, en el que dicha diana se asocia con dicho primer complejo de &cidos nucleicos para facilitar la
formacion de dicha primera enzima de acidos nucleicos, y

ii) poner en contacto un producto de la reaccion catalizada por la primera enzima de &cidos nucleicos con dicho al
menos un componente del segundo complejo de acidos nucleicos permitiendo de esta manera la formacién del
segundo complejo de acidos nucleicos que funciona como dicha segunda enzima de acidos nucleicos, y

en el que la actividad de al menos una de la primera o segunda enzimas de acidos nucleicos o ambas es indicativa
de la presencia de dicha diana.

En una realizacién, el método comprende ademas

proporcionar al menos un componente de un tercer complejo de &cidos nucleicos capaz de asociarse con un
producto de una reaccioén catalizada por la primera o segunda enzima de acidos nucleicos o ambas

y formar un tercer complejo de acidos nucleicos capaz de funcionar como una tercera enzima de acidos nucleicos en
el que dicho método comprende

poner en contacto un producto de la reaccion catalizada por la primera o segunda enzima de acidos nucleicos o
ambas con dicho al menos un componente del tercer complejo de acidos nucleicos permitiendo de esta manera la
formacion de un tercer complejo de acidos nucleicos que funciona como dicha tercera enzima de acidos nucleicos, y

en el que la actividad de la primera, segunda o tercera enzimas de acidos nucleicos o cualquier combinacion de
éstas es indicativa de la presencia de dicha diana.

En otra realizacion, el método comprende ademas

proporcionar al menos un componente de al menos un complejo de acidos nucleicos adicional capaz de asociarse
con un producto de al menos una de dicha primera, segunda o tercera enzimas de acidos nucleicos

y formar al menos un complejo de acidos nucleicos adicional capaz de funcionar como al menos una enzima de
acidos nucleicos adicional en el que dicho método comprende

poner en contacto un producto de la reaccién catalizada por al menos una de dichas primera, segunda o tercera
enzimas de acidos nucleicos con dicho al menos un componente del al menos un complejo de &cidos nucleicos
adicional permitiendo de esta forma la formacion de al menos un complejo de acidos nucleicos adicional que
funciona como dicha al menos una enzima de acidos nucleicos adicional, y

en el que la actividad de la primera, segunda, tercera o al menos una enzima de acidos nucleicos adicional o
cualquier combinacion de éstas es indicativa de la presencia de dicha diana.

En una realizacién, al menos una de dichas enzimas de acidos nucleicos puede tener actividad de escision o
actividad ligasa. Ademas, la primera enzima de acidos nucleicos puede ser una MNAzima. Adem4s, al menos una
de las enzimas de acidos nucleicos puede ser una ADNzima.

En otra realizacion, un producto de una reaccién catalizada por una cualquiera de las enzimas de acidos nucleicos
puede seleccionarse del grupo que comprende un facilitador del ensamblaje, partzima, sustrato, ADNzima, brazo
estabilizador o componente de éstos.

En una realizacion, la diana puede ser un acido nucleico.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 425066 T3

En una realizacion, al menos uno de dichos componentes puede comprender ademas al menos un aptamero y en el
que dicho método puede comprender ademas proporcionar al menos un facilitador del ensamblaje y al menos un
inhibidor del ensamblaje de dicho primer complejo de acidos nucleicos en el que dicha diana se asocia con dicho
aptamero permitiendo que dicho primer complejo de acidos nucleicos funcione como una primera enzima de acidos
nucleicos.

En una realizacion, la diana es una diana distinta de acido nucleico. El facilitador del ensamblaje puede ser una
diana adicional para ser detectada.

En una realizacion adicional, un producto de una reaccion catalizada por al menos una de dichas enzimas de acidos
nucleicos, o cualquier combinacion de éstas, se asocia con al menos un componente de al menos uno de los
complejos de acidos nucleicos precedentes permitiendo de esta manera la formaciéon de ademas al menos uno de
dichos complejos de acidos nucleicos precedentes que funciona como ademas dicha enzima de acidos nucleicos
precedente.

En otro aspecto de la descripcién, se proporciona un método para la deteccion de un primer facilitador del
ensamblaje usando una cascada que comprende

a) proporcionar componentes para una primera MNAzima, al menos un primer sustrato de MNAzima, una primera
ADNzima ligasa, un primer sustrato de ADNzima ligasa, un segundo facilitador del ensamblaje, al menos un
segundo sustrato de MNAzima, y una primera partzima para una segunda MNAzima en el que dicho método
comprende:

b) asociar dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para dicha primera MNAzima en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilitando asi la actividad catalitica de
dicha primera MNAzima permitiendo de esta manera la modificaciéon de dicho primer sustrato de MNAzima en el
que;

la modificacion del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccion de un segundo sustrato de ADNzima
ligasa; y

en el que la primera ADNzima ligasa se ensambla con el primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa; y

en el que la actividad catalitica de la ADNzima ligasa produce una segunda partzima para la segunda MNAzima, y
en el que;

la asociacion de dicha segunda partzima para las segundas MNAzimas con dicho segundo facilitador del
ensamblaje, y la primera partzima para la segunda MNAzima en condiciones que permitan la actividad catalitica
de la segunda MNAzima facilita la actividad catalitica de dicha segunda MNAzima permitiendo de esta manera la
modificacion de al menos el segundo sustrato de MNAzima en el que la modificacion de cualquiera de dichos
sustratos, o una combinacion de éstos, es indicativa de la presencia de dicho primer facilitador del ensamblaje.

En otro aspecto de la descripcidon, se proporciona un método para la deteccion de un primer facilitador del
ensamblaje usando una cascada que comprende

a) proporcionar componentes para una primera MNAzima, al menos un primer sustrato de MNAzima, una
ADNzima ligasa, un primer sustrato de ADNzima ligasa, al menos un segundo sustrato de MNAzima, y una
primera y segunda partzima para una segunda MNAzima y en el que dicho método comprende:

b) asociar dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para las primeras MNAzimas en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilitando asi la actividad catalitica de
dicha primera MNAzima permitiendo de esta manera la modificacion de dicho primer sustrato de MNAzima en el
que;

la modificacion del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccion de un segundo sustrato de ADNzima
ligasa; y

en el que la primera ADNzima ligasa se ensambla con el primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa; y

en el que la actividad catalitica de la ADNzima ligasa produce un segundo facilitador del ensamblaje para la
segunda MNAzima, y

en el que la asociacién de dicho segundo facilitador del ensamblaje con dichas primera y segunda partzimas para
la segunda MNAzima en condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha segunda MNAzima facilita la
actividad catalitica de dicha segunda MNAzima permitiendo de esta manera la modificacion de al menos el
segundo sustrato de MNAzima en el que la modificaciéon de cualquiera de dichos sustratos, o una combinacion de
éstos, es indicativa de la presencia de dicho primer facilitador del ensamblaje.
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En una realizacion, un producto de la reaccion catalizada por la segunda MNAzima puede ser un componente
requerido para permitir la funcién de una tercera enzima de acidos nucleicos. Un producto de la reaccién catalizada
por la tercera enzima de acidos nucleicos puede ser un componente que participa en una reaccién catalizada por la
segunda MNAzima o la ADNzima ligasa, o ambas.

En otro aspecto de la descripcién, se proporciona un método para la deteccion de un primer facilitador del
ensamblaje usando una cascada que comprende

a) proporcionar componentes para una primera MNAzima, al menos un primer sustrato de MNAzima,
componentes para una segunda MNAzima en el que dicha segunda MNAzima tiene actividad ligasa, un segundo
facilitador del ensamblaje para la segunda MNAzima, un segundo sustrato de MNAzima, un tercer facilitador del
ensamblaje para una tercera MNAzima, al menos un tercer sustrato de MNAzima, y una primera partzima para la
tercera MNAzima y en el que dicho método comprende:

b) asociar dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para dicha primera MNAzima en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilitando asi la actividad catalitica de
dicha primera MNAzima permitiendo de esta manera la modificacion de dicho primer sustrato de MNAzima en el
que;

la modificacion del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccion de un cuarto sustrato de MNAzima; y

en el que el facilitador del ensamblaje de la segunda MNAzima facilita el ensamblaje de los componentes para una
segunda MNAzima con el segundo y cuarto sustratos de MNAzima; y

en el que la actividad catalitica ligasa de la segunda MNAzima produce una segunda partzima para la tercera
MNAzima, y en el que;

la asociacion de dicha primera y segunda partzimas para la tercera MNAzima con dicho tercer facilitador del
ensamblaje en condiciones que permitan la actividad catalitica de la tercera MNAzima facilita la actividad catalitica
de dicha tercera MNAzima permitiendo de esta manera la modificacion de al menos el tercer sustrato de MNAzima
en el que la modificacion de cualquiera de dichos sustratos, o una combinacién de éstos, es indicativa de la
presencia de dicho primer facilitador del ensamblaje.

En otro aspecto de la descripcidon, se proporciona un método para la detecciéon de un primer facilitador del
ensamblaje usando una cascada que comprende

a) proporcionar componentes para una primera MNAzima, al menos un primer sustrato de MNAzima,
componentes para una segunda MNAzima en el que dicha segunda MNAzima tiene actividad ligasa, un segundo
facilitador del ensamblaje para la segunda MNAzima, un segundo sustrato de MNAzima, una primera y una
segunda partzima para una tercera MNAzima y al menos un tercer sustrato de MNAzima, y en el que dicho
método comprende:

b) asociar dicho primer facilitador del ensamblaje con componentes para dicha primera MNAzima en condiciones
que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilitando asi la actividad catalitica de dicha
primera MNAzima permitiendo de esta manera la modificacién de dicho primer sustrato de MNAzima en el que;

la modificacion de dicho primer sustrato de MNAzima resulta en la produccion de un cuarto sustrato de MNAzima;
y

en el que el facilitador del ensamblaje de la segunda MNAzima facilita el ensamblaje de dichos componentes para
una segunda MNAzima con el segundo y cuarto sustratos de MNAzima; y

en el que la actividad catalitica ligasa de la segunda MNAzima produce un tercer facilitador del ensamblaje para la
tercera MNAzima, y en el que;

la asociacion de dicha primera y segunda partzimas para la tercera MNAzima con dicho tercer facilitador del
ensamblaje, en condiciones que permitan la actividad catalitica de la tercera MNAzima facilita la actividad
catalitica de dicha tercera MNAzima permitiendo de esta manera la modificacién de al menos el tercer sustrato de
MNAzima en el que la modificacién de uno cualquiera de dichos sustratos, o una combinaciéon de éstos, es
indicativa de la presencia de dicho primer facilitador del ensamblaje.

En una realizacién, un producto de la reaccion catalizada por la tercera MNAzima puede ser un componente
requerido para permitir la funcidon de una cuarta enzima de acidos nucleicos. Un producto de la reaccion catalizada
por la cuarta enzima de &cidos nucleicos puede ser un componente que participa en una reaccion catalizada por la
segunda o tercera MNAzima o ambas.

En una realizacion, la modificacion de uno cualquiera de dichos sustratos, 0 una combinacion de estos, proporciona
un efecto detectable. La modificacién de al menos un sustrato puede seleccionarse del grupo que comprende
escision de acidos nucleicos, ligacién de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicion de una cubierta
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a los acidos nucleicos, adenilacion de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacion de ARN, polimerizacion
dirigida por molde, conjugaciéon ARN-proteina, reaccién de aldol, oxidacién de alcoholes, reduccién de aldehidos,
sintesis de nucleétidos de purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacion de enlaces
peptidicos, sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrélisis de carbonato, alquilaciéon de
fésforotioato, metalacion de porfirina, formaciéon de enlaces carbono-carbono, formaciéon de nanoparticulas de Pd,
isomerizacion de bifenilo, formacion de enlaces éster, formacidon de enlaces amida, desglicosilacion de ADN,
fotoreversiéon de dimeros de timina y escision de fosforamidato.

El primer facilitador del ensamblaje puede ser una diana que se quiere identificar, detectar o cuantificar.

En una realizacion, la ADNzima ligasa puede seleccionarse del grupo que comprende ADNzima ligasas 7281, 7248,
7Q10 y 9DBA1.

En otra realizacion, un producto de las segundas MNAzimas puede ser el segundo sustrato de ADNzima ligasa, y en
el que la ADNzima ligasa facilita la ligacion del primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa produciendo de esta
manera segunda partzima adicional para la segunda MNAzima. Un producto de las segunda MNAzima puede ser el
segundo sustrato de ADNzima ligasa, y en el que la ADNzima ligasa facilita la ligacién del primer y segundo
sustratos de ADNzima ligasa produciendo de esta manera segundo facilitador del ensamblaje adicional para la
segunda MNAzima. Ademas, un producto de la tercera MNAzima puede ser el cuarto sustrato de MNAzima, y en el
que la segunda MNAzima facilita la ligacion del segundo y cuarto sustratos de MNAzima produciendo de esta
manera una segunda partzima adicional para la tercera MNAzima.

En una realizacién adicional, un producto de la tercera MNAzima puede ser el cuarto sustrato de MNAzima, y en el
que la segunda MNAzima facilita la ligacion del segundo y cuarto sustratos de MNAzima produciendo de esta
manera un tercer facilitador del ensamblaje adicional para la tercera MNAzima.

En otro aspecto de la descripcidon, se proporciona el uso de una pareja de acidos nucleicos aislados como
secuencias del nucleo catalitico incorporadas en una pareja de partzimas para una MNAzima ligasa en el que dichas
parejas de acidos nucleicos se seleccionan del grupo que consiste en TGGAGGTGGGCTC (SEQ ID NO: 47) y ACG
(SEQ ID NO: 48), GGAGGTGGGCTC (SEQ ID NO: 49) y ACGT (SEQ ID NO: 50), GGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO :
71) y ACGGCGGAGTGATTG (SEQ ID NO : 72), TGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 73) y ACGGCGGAGTGAT
(SEQ ID NO: 74), ATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 75) y ACGGCGGAGTG (SEQ ID NO : 76),
TGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 77) y ACGGCGGAG (SEQ ID NO: 78), AGTGATTGGGAGGTTAGCTC
(SEQ ID NO: 79) y ACGGCGG (SEQ ID NO : 80), GGAGTGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO : 81) y ACGGC
(SEQ ID NO: 82).

En otro aspecto de la descripcidn, se proporciona una MNAzima ligasa que comprende una pareja de acidos
nucleicos aislados como secuencias del nucleo catalitico incorporadas en una pareja de partzimas en el que dichas
parejas de acidos nucleicos se seleccionan del grupo que consiste en TGGAGGTGGGCTC (SEQ ID NO: 47) y ACG
(SEQ ID NO: 48), GGAGGTGGGCTC (SEQ ID NO: 49) y ACGT (SEQ ID NO: 50), GGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO:
71) y ACGGCGGAGTGATTG (SEQ ID NO: 72), TGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 73) y ACGGCGGAGTGAT
(SEQ ID NO: 74), ATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 75) y ACGGCGGAGTG (SEQ ID NO: 76),
TGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 77) y ACGGCGGAG (SEQ ID NO: 78), AGTGATTGGGAGGTTAGCTC
(SEQ ID NO: 79) y ACGGCGG (SEQ ID NO: 80), GGAGTGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 81) y ACGGC
(SEQ ID NO: 82).

En otro aspecto de la invencién, se proporciona el uso de una MNAzima ligasa para ligar dos sustratos en el que
dichos sustratos se ligan por dicha MNAzima ligasa para formar un producto después del reclutamiento de dichos
sustratos por los brazos de sustrato de dicha MNAzima ligasa.

En una realizacién, el producto puede asociarse con los componentes de al menos un complejo de acidos nucleicos.

En otra realizacion, el producto puede seleccionarse del grupo que comprende facilitador del ensamblaje, partzima,
sustrato, ADNzima, brazo estabilizador, inhibidor de la actividad, inhibidor del ensamblaje, o componente de éstos.
El producto puede participar en una cascada.

En otra realizacion, al menos un sustrato es el producto de una reaccion catalizada por una enzima de acidos
nucleicos,

En otro aspecto de la descripciéon se proporciona un método para la deteccion de una pluralidad de dianas que
comprende:

a) proporcionar una pluralidad de primeros complejos de acidos nucleicos comprendiendo cada uno componentes
que requieren la asociacion con una de dicha pluralidad de dianas para facilitar la formacién de una pluralidad de
primeras enzimas de acidos nucleicos, en el que cada uno de dicha pluralidad de primeros complejos de acidos
nucleicos comprende ademas al menos un sustrato, y
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b) proporcionar al menos un componente de cada uno de una pluralidad de segundos complejos de acidos
nucleicos capaz de asociarse con una pluralidad de productos de reacciones catalizadas por la pluralidad de
primeras enzimas de acidos nucleicos y formando una pluralidad de segundos complejos de acidos nucleicos
capaces de funcionar como una pluralidad de segundas enzimas de acidos nucleicos, en el que al menos una de
dichas enzimas de &cidos nucleicos tiene actividad ligasa y al menos una de dichas enzimas de acidos nucleicos
es una MNAzima, y en el que dicho método comprende:

i) poner en contacto una muestra que contiene potencialmente dicha pluralidad de dianas con la pluralidad de
primeros complejos de acidos nucleicos, en el que dicha pluralidad de dianas se asocian con dicha pluralidad
de primeros complejos de acidos nucleicos para facilitar la formacién de dicha pluralidad de primeras enzimas
de acidos nucleicos, y

ii) poner en contacto una pluralidad de productos de las reacciones catalizadas por la pluralidad de primeras
enzimas de acidos nucleicos con al menos un componente de cada una de la pluralidad de segundos
complejos de acidos nucleicos permitiendo de esta forma la formacion de la pluralidad de dichos segundos
complejos de acidos nucleicos que funcionan como dicha pluralidad de segundas enzimas de &acidos
nucleicos, y

en el que la actividad de la primera o segunda o ambas pluralidades de enzimas de acidos nucleicos es indicativa de
la presencia de dicha pluralidad de dianas.

En una realizacion, al menos uno de los productos de las reacciones catalizadas por una cualquiera de la pluralidad
de primeras o0 segundas enzimas de acidos nucleicos puede ser un componente requerido para permitir la funcion
de al menos una enzima de acidos nucleicos adicional.

En otra realizacién, al menos uno de los productos de las reacciones catalizadas por una cualquiera de las enzimas
de acidos nucleicos se asocia con los componentes de uno cualquiera de los complejos de &acidos nucleicos
precedentes permitiendo de esta manera que al menos uno de los complejos de acidos nucleicos funcione como una
enzima de acidos nucleicos adicional.

En otro aspecto de la descripcién, se proporciona el uso de al menos dos oligonucleétidos como sustratos de una
enzima ligasa de acido nucleico multi-componente (MNAzima ligasa) en el que dichos sustratos se modifican por
una MNAzima ligasa después del reclutamiento de dichos sustratos por los brazos de sustrato de dicha MNAzima
ligasa.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un método para la deteccion de al menos dos dianas en el que
dicho método comprende:

a) proporcionar al menos dos complejos de &acidos nucleicos comprendiendo cada uno componentes que
requieren la asociacion con al menos una de dichas dianas para facilitar la formacién de al menos dos complejos
de enzima de acidos nucleicos, y

b) poner en contacto una muestra que contiene potencialmente dichas al menos dos dianas con dichos al menos
dos complejos de acidos nucleicos, en el que dichas dianas se asocian con dichos complejos de acidos nucleicos
para facilitar la formacién de dichos complejos de enzima de acidos nucleicos y en el que al menos un producto
creado por la actividad de cada complejo de enzima de acidos nucleicos se requiere para la formacion de un
complejo de enzima de &cidos nucleicos adicional, y

en el que la actividad del complejo de enzima de acidos nucleicos adicional es indicativa de la presencia de dichas al
menos dos dianas.

En una realizacién, al menos uno de dichos complejos de enzima de acidos nucleicos puede tener actividad ligasa.
Ademas, al menos uno de dichos complejos de enzima de acidos nucleicos puede ser un complejo MNAzima.

Segun otro aspecto de la descripcion, se proporciona el uso de una MNAzima con actividad ligasa (MNAzima ligasa)
para cambiar una MNAzima activa a un complejo MNAI; en el que

dicha MNAzima activa se forma en presencia de al menos un primer componente facilitador del ensamblaje y un
segundo componente facilitador del ensamblaje y en el que

dicha MNAzima ligasa se forma en presencia de al menos un tercer facilitador del ensamblaje y en el que

dicha MNAzima ligasa facilita la ligacién de dicho segundo componente facilitador del ensamblaje con un
componente inhibidor de la actividad para formar un inhibidor de la actividad; y en el que

dicho inhibidor de la actividad se asocia con uno o mas componentes de dicha MNAzima para formar un complejo
MNA..
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En una realizacién, al menos uno de los facilitadores del ensamblaje, componente inhibidor de la actividad o
inhibidor de la actividad puede ser moléculas de acido nucleico.

En una realizacién, al menos uno de los facilitadores del ensamblaje, componente inhibidor de la actividad o
inhibidor de la actividad puede estar comprendido por ADN o un anélogo de éste.

Segun otro aspecto de la descripcion, se proporciona una enzima de acidos nucleicos multicomponente con
actividad ligasa que comprende al menos dos o mas componentes oligonucleotidicos en el que al menos un primer
componente oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se auto-ensamblan en presencia de un
facilitador de ensamblaje de MNAzima ligasa para formar una enzima de acidos nucleicos multi-componente
cataliticamente activa con actividad ligasa (MNAzima ligasa),

en el que cada uno de dichos al menos primer y dicho segundo componentes oligonucleotidicos comprende una
parte de brazo de sustrato, una parte de nucleo catalitico y una parte de brazo sensor;

en el que después del auto-ensamblaje, la parte de brazo sensor de dichos primer y segundo componentes
oligonucleotidicos actia como brazos sensores de la MNAzima ligasa, la parte de brazo de sustrato del primer y
segundo componentes oligonucleotidicos actia como brazos de sustrato de la MNAzima ligasa, y la parte de nucleo
catalitico del primer y segundo componentes oligonucleotidicos actia como un nucleo catalitico de la MNAzima
ligasa; y

en el que los brazos sensores de la MNAzima ligasa interaccionan con dicho facilitador de ensamblaje de MNAzima
ligasa de manera que se mantienen el primero y segundo componentes oligonucleotidicos cerca para la asociacion
de sus partes respectivas de nucleo catalitico para formar el nucleo catalitico de la MNAzima ligasa, dicho nucleo
catalitico capaz de ligar al menos dos sustratos, y

en el que dichos brazos de sustrato de dicha MNAzima ligasa reclutan el primer y segundo sustratos de manera que
dicho nucleo catalitico de dicha MNAzima puede ligar dichos sustratos.

En una realizacién, al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador del ensamblaje o sustratos
de la enzima de acidos nucleicos multicomponente con actividad ligasa puede comprender ADN o un analogo de
éste.

En una realizacién, la ligacion de los sustratos puede proporcionar un efecto detectable.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona una composicion que comprende al menos dos partzimas
oligonucleotidicas comprendiendo cada una al menos una parte de nucleo catalitico, una parte de brazo sensor y
una parte de brazo informador, y al menos tres componentes oligonucleotidicos adicionales que comprenden un
facilitador del ensamblaje oligonucleotidico y al menos dos acidos nucleicos sustrato, en el que dicha composicién
es capaz de formar un complejo de acidos nucleicos multicomponente capaz de ligar los acidos nucleicos sustrato.

En una realizacion, al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador del ensamblaje o sustratos
de la composiciéon puede comprender ADN o un analogo de éste.

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona una composicion que comprende al menos dos o mas
componentes oligonucleotidicos en el que al menos un primer componente oligonucleotidico y un segundo
componente oligonucleotidico se auto-ensamblan en presencia de un facilitador de ensamblaje MNAzima para
formar una enzima de acidos nucleicos multi-componente cataliticamente activa con actividad ligasa (MNAzima
ligasa)

en el que dicho al menos primer y dicho segundo componentes oligonucleotidico comprende una parte de brazo de
sustrato, una parte de nucleo catalitico y una parte de brazo sensor;

en el que después del auto-ensamblaje, la parte de brazo sensor de dichos primer y segundo componentes
oligonucleotidicos actia como brazos sensores de la MNAzima ligasa, la parte de brazo de sustrato del primer y
segundo componentes oligonucleotidicos actua como brazos de sustrato de la MNAzima ligasa, y la parte de nucleo
catalitico del primer y segundo componentes oligonucleotidicos actia como un nucleo catalitico de la MNAzima
ligasa;

y en el que los brazos sensores de la MNAzima ligasa interaccionan con dicho factor de ensamblaje MNAzima de
manera que se mantienen el primero y segundo componentes oligonucleotidicos cerca para la asociacién de sus
partes respectivas de nucleo catalitico para formar el nucleo catalitico de la MNAzima ligasa, dicho nucleo catalitico
capaz de ligar al menos un sustrato a otro, y

en el que dichos brazos de sustrato de dicha MNAzima ligasa reclutan el primer y segundo sustratos de manera que
dicho nucleo catalitico de dicha MNAzima ligasa puede ligar dichos sustratos.

En una realizacion, la ligacién de los sustratos puede proporcionar un efecto detectable.
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En una realizacioén, al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitador del ensamblaje o sustratos
de la composicion puede comprender ADN o un analogo de éste.

En otro aspecto de la descripcidn, se proporciona una enzima de acidos nucleicos multicomponente con actividad
ligasa en el que al menos un componente oligonucleotidico de dicha MNAzima comprende ademas un aptamero.

En otro aspecto, al menos uno de facilitador del ensamblaje o sustratos comprende ademas un aptamero.

En una realizacion, el ensamblaje de la MNAzima ligasa puede estar dirigido por la presencia o ausencia de uno o
mas analitos capaces de unir el aptamero.

En otro aspecto de la descripcion se proporciona un método para detectar la presencia de al menos un facilitador del
ensamblaje que comprende

(a) proporcionar al menos dos o mas componentes oligonucleotidicos en el que al menos un primer componente
oligonucleotidico y un segundo componente oligonucleotidico se auto-ensamblan en presencia de un facilitador
del ensamblaje para formar al menos una enzima de acidos nucleicos multi-componente cataliticamente activa
con actividad ligasa (MNAzima ligasa),

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

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

(c) determinar la presencia de la actividad catalitica de dicha al menos una MNAzima ligasa, en el que la
presencia de la actividad catalitica es indicativa de la presencia de dicho al menos un facilitador del ensamblaje.

En una realizacién, al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos o facilitador del ensamblaje puede estar
comprendido por ADN o un anélogo de éste.

En una realizaciéon dicho facilitador del ensamblaje puede ser una diana que se quiere identificar, detectar o
cuantificar.

En una realizacién, dicha diana puede ser un acido nucleico.

En una realizacion preferida, dicho acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende ADN, ADN
metilado, ADN alquilado, ARN, ARN metilado, microARN, ARNsi, ARNsh, ARNm, ARNt, ARNsno, ARNst, ARNsm,
pre- y pri-microARN, otros ARN no codificadores, ARN ribosémico, derivados de éstos, amplicones de éstos o
cualquier combinacién de éstos.

En una realizacion, la fuente del acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende fuentes sintéticas, de
mamiferos, humana, animal, vegetal, flngica, bacteriana, viral, archaea o cualquier combinaciéon de éstas.

En una realizacién, el método puede comprender ademas una etapa de amplificacién del facilitador del ensamblaje.

En una realizacion, la etapa de amplificacion puede comprender una o mas de: reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), amplificacion por desplazamiento de cadena, amplificacion isotérmica mediada por bucle, amplificacion en
circulo rodante, amplificacion mediada por transcripcidn, replicacion de secuencia auto-sostenida, reaccion en
cadena de la ligasa, amplificacion basada en secuencias de acido nucleicos o reacciéon en cadena de la polimerasa
con transcripcion inversa (RT-PCR).

En una realizaciéon, al menos uno de dicho facilitador del ensamblaje, dichos componentes oligonucleotidicos o
sustratos para la reaccion o una combinacion de éstos puede estar comprendido por mas de una molécula.

En una realizacion, el método puede comprender ademas la determinacién de la presencia de dicha actividad
catalitica durante o después de dicha amplificacion.

En una realizacion, el auto ensamblaje de la MNAzima ligasa puede requerir poner en contacto el facilitador del
ensamblaje con uno o ambos de dichos primer y segundo componentes oligonucleotidicos.

En una realizacion, el método puede comprender ademas proporcionar al menos un tercer componente
oligonucleotidico que se pone en contacto con al menos una parte de uno o ambos del primer y segundo
componentes oligonucleotidicos para auto-ensamblar la MNAzima ligasa.

En una realizacion, el método dicho tercer componente oligonucleotidico puede estar comprendido por mas de una
molécula.
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En un aspecto de la descripcién, se proporciona una secuencia de acido nucleico aislada capaz de formar parte de
un nucleo catalitico de una MNAzima ligasa que comprende la secuencia seleccionada del grupo que comprende
TGGAGGTGGGCTC (SEQ ID NO: 47), ACG (SEQ ID NO: 48), GGAGGTGGGCTC (SEQ ID NO: 49), ACGT (SEQ
ID NO: 50), GGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO : 71), ACGGCGGAGTGATTG (SEQ ID NO: 72), TGGGAGGTTAGCTC
(SEQ ID NO: 73), ACGGCGGAGTGAT (SEQ ID NO: 74), ATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 75),
ACGGCGGAGTG (SEQ ID NO: 76), TGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 77), ACGGCGGAG (SEQ ID NO:
78), AGTGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 79), ACGGCGG (SEQ ID NO: 80),
GGAGTGATTGGGAGGTTAGCTC (SEQ ID NO: 81), y ACGGC (SEQ ID NO: 82).

Segun otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para la detecciéon de un primer facilitador
del ensamblaje usando una cascada que comprende componentes para una primera MNAzima, un primer sustrato
de MNAzima, componentes para una segunda MNAzima, un segundo facilitador del ensamblaje para la segunda
MNAzima, un segundo sustrato de MNAzima, un tercer facilitador del ensamblaje para la tercera MNAzima, al
menos un tercer sustrato de MNAzima, y una primera partzima para la tercera MNAzima en el que

la asociacion de dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para una primera MNAzima en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilita asi la actividad catalitica de dicha
primera MNAzima escindiendo de esta manera el dicho primer sustrato de MNAzima en el que;

la escision del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccién de un cuarto sustrato de MNAzima; y

en el que el facilitador del ensamblaje de la segunda MNAzima facilita el ensamblaje de la segunda MNAzima con el
segundo y cuarto sustratos de MNAzima; y

en el que la actividad catalitica ligasa de la segunda MNAzima produce una segunda partzima para la tercera
MNAzima, y en el que;

la asociacion de dichas primera y segunda partzimas para la tercera MNAzima con dicho tercer facilitador del
ensamblaje, en condiciones que permitan la actividad catalitica de la tercera MNAzima facilita la actividad catalitica
de dicha tercera MNAzima proporcionando de esta manera la modificacién de al menos un tercer sustrato de
MNAzima.

La modificacién del primer, segundo o al menos un tercer sustrato de MNAzima o cualquier combinacion de éstos
puede proporcionar un efecto detectable.

La modificacion del al menos un tercer sustrato de MNAzima puede seleccionarse del grupo que comprende
escision de acidos nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicién de una cubierta
a los acidos nucleicos, adenilacién de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacién de ARN, polimerizacion
dirigida por molde, conjugaciéon ARN-proteina, reaccion de aldol, oxidacién de alcoholes, reduccién de aldehidos,
sintesis de nucledtidos de purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacion de enlaces
peptidicos, sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrélisis de carbonato, alquilacion de
fésforotioato, metalacion de porfirina, formacion de enlaces carbono-carbono, formacién de nanoparticulas de Pd,
isomerizacion de bifenilo, formacién de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilaciéon de ADN,
fotoreversion de dimeros de timina y escision de fosforamidato.

En una realizacién de la descripcion, el método comprende ademas una cascada de amplificaciéon en la que un
producto de la tercera MNAzima es el cuarto sustrato de MNAzima, y en la que la segunda MNAzima facilita la
ligacion del segundo y cuarto sustratos de MNAzima produciendo de esta manera una segunda partzima adicional
para la tercera MNAzima..

Segun otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para la detecciéon de un primer facilitador
del ensamblaje usando una cascada que comprende componentes para una primera MNAzima, un primer sustrato
de MNAzima, componentes para una segunda MNAzima, un segundo facilitador del ensamblaje para la MNAzima,
un segundo sustrato de MNAzima, componentes para una tercera MNAzima y al menos un tercer sustrato de
MNAzima, en el que

la asociacion de dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para una primera MNAzima en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilita asi la actividad catalitica de dicha
primera MNAzima escindiendo de esta manera el dicho primer sustrato de MNAzima en el que;

la escision del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccién del cuarto sustrato de MNAzima; y

en el que el facilitador del ensamblaje de la segunda MNAzima facilita el ensamblaje de la segunda MNAzima con el
segundo y cuarto sustratos de MNAzima; y

en el que la actividad catalitica de la segunda MNAzima produce un tercer facilitador del ensamblaje de MNAzima
para la tercera MNAzima, y en el que;
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la asociacion de dicho tercer facilitador del ensamblaje de MNAzima con dichos componentes para una tercera
MNAzima, en condiciones que permitan la actividad catalitica de la tercera MNAzima facilita la actividad catalitica de
dicha tercera MNAzima proporcionando de esta manera la modificacion del al menos un tercer sustrato de
MNAzima.

La modificacién del primer, segundo o al menos un tercer sustrato de MNAzima o cualquier combinacion de éstos
puede proporcionar un efecto detectable.

La modificacion del al menos un tercer sustrato de MNAzima puede seleccionarse del grupo que comprende
escision de acidos nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicion de una cubierta
a los acidos nucleicos, adenilacion de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacion de ARN, polimerizacion
dirigida por molde, conjugaciéon ARN-proteina, reaccién de aldol, oxidacién de alcoholes, reduccién de aldehidos,
sintesis de nucleétidos de purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacion de enlaces
peptidicos, sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrélisis de carbonato, alquilaciéon de
fésforotioato, metalacion de porfirina, formaciéon de enlaces carbono-carbono, formaciéon de nanoparticulas de Pd,
isomerizacion de bifenilo, formacion de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilacion de ADN,
fotoreversién de dimeros de timina y escision de fosforamidato.

En una realizacién de la descripcion, el método comprende ademas una cascada de amplificacion en la que un
producto de la tercera MNAzima es el cuarto sustrato de MNAzima, y en la que la segunda MNAzima facilita la
ligacion del segundo y cuarto sustratos de MNAzima produciendo de esta manera ademas tercer facilitador del
ensamblaje para la tercera MNAzima..

Segun otro aspecto de la presente descripcidn, se proporciona un método para la detecciéon de un primer facilitador
del ensamblaje usando una cascada que comprende componentes para una primera MNAzima con actividad de
escision, un primer sustrato de MNAzima, una primera ADNzima con actividad ligasa (ADNzima ligasa), un primer
sustrato de ADNzima ligasa, un segundo facilitador del ensamblaje, al menos un segundo sustrato de MNAzima y
una primera partzima para una segunda MNAzima, en el que

la asociacion de dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para una primera MNAzima en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilita asi la actividad catalitica de dicha
primera MNAzima proporcionando de esta manera la modificacion de dicho primer sustrato de MNAzima en el que;

la modificacién del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccion del segundo sustrato de ADNzima ligasa; y
en el que la primera ADNzima ligasa se ensambla con el primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa; y

en el que la actividad catalitica de la ADNzima ligasa produce una segunda partzima para la segunda MNAzima, y
en el que;

la asociacién de dicha segunda partzima para la segunda MNAzima con dicho segundo facilitador del ensamblaje y
la primera partzima para la segunda MNAzima en condiciones que permitan la actividad catalitica de la segunda
MNAzima facilita la actividad catalitica de dicha segunda MNAzima proporcionando de esta manera la modificacion
del al menos segundo sustrato de MNAzima.

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

El primer facilitador del ensamblaje puede ser una diana que se quiere identificar, detectar o cuantificar.

La modificaciéon del primer o segundo sustrato de MNAzima o sustratos de ligasa o cualquier combinacién de éstos
puede proporcionar un efecto detectable.

La actividad catalitica de la segunda MNAzima puede seleccionarse del grupo que comprende escision de acidos
nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicién de una cubierta a los acidos
nucleicos, adenilacion de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacién de ARN, polimerizacion dirigida por
molde, conjugacion ARN-proteina, reacciéon de aldol, oxidacién de alcoholes, reducciéon de aldehidos, sintesis de
nucleétidos de purina y pirimidina, alquilacion, sintesis de amida, sintesis de urea, formacién de enlaces peptidicos,
sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrélisis de carbonato, alquilacion de fésforotioato,
metalacion de porfirina, formacion de enlaces carbono-carbono, formacién de nanoparticulas de Pd, isomerizacion
de bifenilo, formacion de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilacion de ADN, fotoreversion de
dimeros de timina y escision de fosforamidato.

La modificacion del segundo sustrato de MNAzima puede ser escision.
La ligacién de los sustratos puede proporcionar un efecto detectable.

En una realizacién de la descripcion, el método comprende ademas una cascada de amplificacion en la que un
producto de la segunda MNAzima es el segundo sustrato de ADNzima ligasa, y en la que la ADNzima ligasa facilita
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la ligacion del primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa produciendo de esta manera una segunda partzima
adicional para la segunda MNAzima.

La ADNzima ligasa puede seleccionarse del grupo que comprende ADNzima ligasas 7281, 7248 y 7Q10.

Segun otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para la deteccién de un primer facilitador
del ensamblaje usando una cascada que comprende componentes para una primera MNAzima con actividad de
escisién, un primer sustrato de MNAzima, una primera ADNzima con actividad ligasa (ADNzima ligasa), un primer
sustrato de ADNzima ligasa, componentes para una segunda MNAzima y al menos un segundo sustrato de
MNAzima, y en el que

la asociacion de dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para una primera MNAzima en
condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima facilita asi la actividad catalitica de dicha
primera MNAzima proporcionando de esta manera la modificacion de dicho primer sustrato de MNAzima en el que;

la modificacién del primer sustrato de MNAzima resulta en la produccién de un segundo sustrato de ADNzima ligasa;
y

en el que la primera ADNzima ligasa se ensambla con el primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa; y

en el que la actividad catalitica de la ADNzima ligasa produce un segundo facilitador del ensamblaje para la segunda
MNAzima, y en el que;

la asociacién de dicho segundo facilitador del ensamblaje para la segunda MNAzima con dichos componentes para
una segunda MNAzima en condiciones que permitan la actividad catalitica de la segunda MNAzima facilita la
actividad catalitica de dicha segunda MNAzima proporcionando de esta manera la modificaciéon del al menos
segundo sustrato de MNAzima.

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

La modificacion del primer o segundo sustrato de MNAzima o sustratos de ligasa o cualquier combinacion de éstos
puede proporcionar un efecto detectable.

El primer facilitador del ensamblaje puede ser una diana que se quiere identificar, detectar o cuantificar.

La actividad catalitica de la segunda MNAzima puede seleccionarse del grupo que comprende escision de acidos
nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicién de una cubierta a los acidos
nucleicos, adenilacion de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacion de ARN, polimerizacién dirigida por
molde, conjugacion ARN-proteina, reaccién de aldol, oxidacién de alcoholes, reduccion de aldehidos, sintesis de
nucledtidos de purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacién de enlaces peptidicos,
sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacion, hidrdlisis de carbonato, alquilacion de fésforotioato,
metalacion de porfirina, formaciéon de enlaces carbono-carbono, formacion de nanoparticulas de Pd, isomerizacion
de bifenilo, formacion de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilacion de ADN, fotoreversion de
dimeros de timina y escision de fosforamidato.

La ADNzima ligasa puede seleccionarse del grupo que comprende ADNzima ligasas 7281, 7248 y 7Q10.
La modificacion del segundo sustrato de MNAzima puede ser escision.
La ligacién de los sustratos puede proporcionar un efecto detectable.

En una realizacién de la descripcion, el método comprende ademas una cascada de amplificacion en la que un
producto de la segunda MNAzima es el segundo sustrato de ADNzima ligasa, y en la que la ADNzima ligasa facilita
la ligacion del primer y segundo sustratos de ADNzima ligasa produciendo de esta manera un segundo facilitador del
ensamblaje adicional para la segunda MNAzima.

Segun otro aspecto de la presente descripcidn, se proporciona un método para la detecciéon de un primer facilitador
del ensamblaje usando una cascada que comprende componentes para una primera MNAzima con actividad de
escision (una primera MNAzima escisora), un primer sustrato MNAzima escindible, componentes para una primera
MNAzima con actividad ligasa (una primera MNAzima ligasa), un primer facilitador del ensamblaje de MNAzima
ligasa, un primer sustrato de MNAzima ligasa, un segundo facilitador del ensamblaje para una segunda MNAzima
escisora, un segundo sustrato de MNAzima escindible, y una primera partzima para una segunda MNAzima escisora
en el que

la asociacion de dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para una primera MNAzima
escisora en condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima escisora facilita asi la
actividad catalitica de dicha primera MNAzima escisora proporcionando de esta manera la modificacion de dicho
primer sustrato de MNAzima escindible en el que;
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la modificacién del primer sustrato de MNAzima escindible resulta en la producciéon de un segundo sustrato de
MNAzima ligasa; y

en el que el facilitador del ensamblaje de la MNAzima ligasa facilita el ensamblaje de la primera MNAzima ligasa con
el primer y segundo sustratos de MNAzima ligasa; y

en el que la actividad catalitica de la MNAzima ligasa produce una segunda partzima para la segunda MNAzima
escisora, y en el que;

la asociacion de dicha primera y segunda partzimas para la segunda MNAzima escisora con dicho segundo
facilitador del ensamblaje, en condiciones que permitan la actividad catalitica de la segunda MNAzima escisora
facilita la actividad catalitica de dicha segunda MNAzima escisora proporcionando de esta manera la modificacion
del segundo sustrato de MNAzima escindible.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitadores del ensamblaje o sustratos puede comprender
ADN o un analogo de éste.

El primer facilitador del ensamblaje puede ser una diana que se quiere identificar, detectar o cuantificar.

La modificacion del primer o segundo sustrato MNAzima escindible o ambos puede proporcionar un efecto
detectable.

La ligacién de los sustratos puede proporcionar un efecto detectable.

En una realizacion, el método comprende ademas una cascada de amplificacion en la que el producto de la segunda
MNAzima es el segundo sustrato de MNAzima ligasa, y en la que la MNAzima ligasa facilita la ligacion del primer y
segundo sustratos de MNAzima ligasa produciendo de esta manera una segunda partzima adicional para la segunda
MNAzima escisora.

Segun otro aspecto de la presente descripcion, se proporciona un método para la deteccién de un primer facilitador
del ensamblaje usando una cascada que comprende componentes para una primera MNAzima con actividad de
escisiéon (una primera MNAzima escisora), un primer sustrato MNAzima escindible, componentes para una primera
MNAzima con actividad ligasa (una primera MNAzima ligasa), un primer facilitador del ensamblaje de MNAzima
ligasa, un primer sustrato de MNAzima ligasa, componentes para una segunda MNAzima escisora y un segundo
sustrato de MNAzima escindible, en el que

la asociacion de dicho primer facilitador del ensamblaje con dichos componentes para una primera MNAzima
escisora en condiciones que permitan la actividad catalitica de dicha primera MNAzima escisora facilita asi la
actividad catalitica de dicha primera MNAzima escisora proporcionando de esta manera la modificaciéon de dicho
primer sustrato de MNAzima escindible en el que;

la modificacién del primer sustrato de MNAzima escindible resulta en la produccién del segundo sustrato de
MNAzima ligasa; y

en el que el facilitador del ensamblaje de la MNAzima ligasa facilita el ensamblaje de la primera MNAzima ligasa con
el primer y segundo sustratos de MNAzima ligasa; y

en el que la actividad catalitica de la MNAzima ligasa produce un segundo facilitador del ensamblaje de MNAzima
para la segunda MNAzima escisora, y en el que;

la asociacién de dicho segundo facilitador del ensamblaje de MNAzima con dichos componentes para una segunda
MNAzima escisora en condiciones que permitan la actividad catalitica de la segunda MNAzima escisora facilita la
actividad catalitica de dicha segunda MNAzima escisora proporcionando de esta manera la modificacion del
segundo sustrato de MNAzima escindible.

Al menos uno de dichos componentes oligonucleotidicos, facilitadores del ensamblaje o sustratos puede comprender
ADN o un analogo de éste.

La modificacion del primer o segundo sustrato MNAzima escindible o ambos puede proporcionar un efecto
detectable.

La ligacién de los sustratos puede proporcionar un efecto detectable.
El primer facilitador del ensamblaje puede ser una diana que se quiere identificar, detectar o cuantificar.

En una realizacion, el método comprende ademas una cascada de amplificacion en la que el producto de la segunda
MNAzima es el segundo sustrato de MNAzima ligasa, y en la que la MNAzima ligasa facilita la ligacion del primer y
segundo sustratos de MNAzima ligasa produciendo de esta manera un segundo facilitador del ensamblaje de
MNAzima adicional para la segunda MNAzima escisora.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 425066 T3

En otro aspecto de la descripcion, se proporciona un uso de al menos un oligonucleétido como un sustrato de una
enzima de acidos nucleicos multi-componente (MNAzima) en el que dicho sustrato se modifica por dicha MNAzima
después del reclutamiento de dicho sustrato por los brazos de sustrato de dicha MNAzima.

En otro aspecto de la descripcion se proporciona un método para preparar MNAzimas que incorporan secuencias
parciales de una ADNzima en el que dicho método comprende las etapas siguientes:

a) seleccionar posiciones en dicha secuencia de ADNzima para division en secuencias parciales de nucleo
catalitico

b) incorporar dichas secuencias parciales de nucleo catalitico en partzimas

c) detectar la actividad catalitica de las parejas de partzima para determinar qué combinacion de dichas
secuencias parciales de nucleo catalitico en dichas partzimas es compatible con la formacion de MNAzimas
activas.

En otro aspecto de la descripcion se proporciona un método para ensayar secuencias parciales de nucleo catalitico
obtenidas de un nucleo catalitico de ADNzima que, después de incorporacion en partzimas, generan MNAzimas
funcionalmente activas, en el que dicho método comprende

a) dividir la secuencia de nucleo catalitico de dicha ADNzima
b) incorporar las secuencias parciales de nucleo catalitico resultantes en partzimas:

c) detectar la actividad MNAzima para determinar qué combinacion de dichas secuencias parciales de nucleo
catalitico en dichas partzimas es compatible con la formacion de MNAzimas activas.

En otro aspecto de la descripcion se proporciona un método para identificar qué posiciones en una secuencia de
nucleo catalitico de ADNzima son adecuadas para division en secuencias parciales de nucleo catalitico que,
después de incorporacion en partzimas, resultan en MNAzimas funcionalmente activas en el que dicho método
comprende las etapas siguientes:

a) dividir la secuencia de nucleo catalitico de dicha ADNzima
b) incorporar las secuencias parciales de nucleo catalitico resultantes en partzimas:

c) detectar la actividad MNAzima para determinar qué combinacion de dichas secuencias parciales de nucleo
catalitico en dichas partzimas es compatible con la formacion de MNAzimas activas.

Descripcion Breve de los Dibujos

Ahora se describiran realizaciones preferidas de la presente descripcion, s6lo como ejemplo, con referencia a los
dibujos adjuntos en los que:

Figura 1: Representacion de un disefio ejemplar de un acido nucleico Multi-componente (MNAzima): Como
descripcién ejemplar, una MNAzima esta comprendida por dos componentes oligonucleotidicos (partzima A y
partzima B), que se auto ensamblan en presencia de un facilitador del ensamblaje. Cuando las dos partzimas se
ensamblan en presencia del facilitador del ensamblaje, se forma una MNAzima cataliticamente activa que es capaz
de modificar, por ejemplo escindir, un sustrato. Las dos partzimas componentes tienen (i) brazos sensores, que se
unen al facilitador del ensamblaje, (ii) brazos de sustrato, que se unen al sustrato, y (iii) secuencias parciales de
nucleo catalitico. La presencia de una molécula facilitadora del ensamblaje proporciona la sefal "de entrada" que
dirige el ensamblaje de los componentes de partzima de una manera altamente especifica que es susceptible de
modulacion. En algunas realizaciones, el facilitador del ensamblaje puede ser, por ejemplo, una secuencia de &cido
nucleico diana presente en una muestra de ensayo. En otras realizaciones, el facilitador del ensamblaje puede ser,
por ejemplo, un oligonucledtido sintético incluido en el medio para dirigir el auto-ensamblaje de los componentes
partzima en presencia de una entidad o evento detectable. La modificacion del sustrato por la MNAzima ensamblada
puede proporcionar una sefial "de salida" que puede detectarse y/o cuantificarse. Por ejemplo, cuando el sustrato
esta marcado de forma dual con un fluoréforo (F) y un apantallador (Q), la escisién del sustrato por una MNAzima
activa separa el fluoréforo y el apantallador lo que resulta en un incremento concomitante de la fluorescencia.

Figura 2: Disefios ejemplares adicionales para MNAzimas activas. Panel (i): Representacion de un disefio
ejemplar para MNAzimas en el que se requieren multiples componentes de facilitador del ensamblaje para la
formacion de MNAzima. En este disefio, un componente facilitador del ensamblaje (F1) es complementario a
regiones de los brazos sensores tanto de la partzima A como B, mientras que un segundo componente facilitador del
ensamblaje (F2) es complementario sélo de la partzima B (segun esta ilustracion), o sélo de la partzima A. Los dos
componentes facilitadores del ensamblaje conjuntamente dirigen el ensamblaje de una MNAzima activa que puede
modificar (por ejemplo escindir) un sustrato. Panel (ii): Representacion de un disefio ejemplar en el que un
componente partzima A y componentes partzima B bi-partita se ensamblan en presencia de facilitador del
ensamblaje para producir una MNAzima activa capaz de modificar (por ejemplo escindir) un sustrato. En este
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diagrama, la partzima B tiene un brazo sensor truncado (T), que es insuficiente para permitir el ensamblaje de
MNAzima estable en ausencia de un segundo componente, referido como un componente brazo estabilizador (S).
La hibridacién del brazo estabilizador con el facilitador del ensamblaje en una localizaciéon adyacente al brazo sensor
truncado de la partzima, permite el ensamblaje de una MNAzima activa.

Un experto en técnica apreciara que el brazo de partzima, que esta truncado, podria ser cualquiera de los
siguientes; el brazo sensor de la partzima A, el brazo sensor de la partzima B (como se ilustra), el brazo de sustrato
de la partzima A o el brazo de sustrato de la partzima B, o una combinacion de éstos.

Figura 3: Cambios en la seial de salida (fluorescencia) con el tiempo en presencia de complejos de acidos
nucleicos multi-componente activos e inactivos. En este ejemplo, la primera partzima (A) comprende un Unico
componente oligonucleotidico. La segunda partzima (B) tiene un componente que contiene un brazo de sustrato, un
nucleo catalitico parcial y un brazo sensor truncado (T), y un segundo componente que sirve como un brazo
estabilizador (S).

Se observé un incremento en la fluorescencia en la reaccién (i), que contenia todos los componentes de las
partzimas A y B y un facilitador del ensamblaje. Esto es consistente con el ensamblaje de MNAzimas activas y la
escision del sustrato en esta reaccién. La omision de la parte de brazo estabilizador de la partzima B (reaccion (ii))
no resultd en ningun incremento en la sefial en el tiempo indicando que este componente es esencial para el
ensamblaje de MNAzimas activas en este sistema. Una reaccion control que carecia de un facilitador del ensamblaje
(reaccion (iii)) también mostré una ausencia de incremento de fluorescencia en el tiempo.

Estas reacciones representan dos estados alternativos para los complejos de oligonucleétidos. La MNAzima activa
(reaccion (i)) representa el complejo activo (estado "activado"). Las reacciones en las que se omite bien un
componente de brazo estabilizador de la partzima (reaccion (ii)), o un componente facilitador del ensamblaje
(reaccion (iii)), son representativas de complejos de MNA inactivos (estados "inactivos"). Como tal, la actividad
catalitica de la MNAzima puede regularse por la presencia o ausencia de varios oligonucleétidos y/o por la
capacidad de dichos componentes oligonucleotidicos de ser funcionalmente activos, por ejemplo ser capaces de
hibridar con otros componentes oligonucleotidicos para formar MNAzimas estables o complejos de MNAzima. El
brazo truncado se disefia para ser insuficiente para permitir el ensamblaje de MNAzima estable en las condiciones
de la reaccion, a no ser que esté acompafado de un componente de brazo estabilizador. El brazo estabilizador, y el
facilitador del ensamblaje, pueden funcionar como interruptores "de activacion" para la actividad de MNAzima.

Figura 4: Representacion de un diseiio ejemplar para un complejo inhibidor de acido nucleico inactivo multi-
componente (MNAI) (lado izquierdo) y una MNAzima activa (lado derecho): Se forma un complejo MNAi cuando
las partzimas A y B forman un complejo con un componente facilitador del ensamblaje y un inhibidor de la actividad
(lado izquierdo). EI complejo MNAI inactivo es capaz de interaccionar con, pero no de modificar cataliticamente, el
sustrato. En algunas realizaciones, el inhibidor de la actividad puede incluir ademas un conector labil o escindible
(indicado por la flecha punteada), que puede separar dos o mas dominios en el inhibidor de la actividad. Dichos
dominios pueden incluir, por ejemplo, (i) una parte de inhibidor de la actividad que es sustancialmente no
complementaria a los componentes partzima y que ejerce un efecto inhibidor mediante la alteracion de la estructura
secundaria requerida para la formacion de una MNAzima cataliticamente activa y (ii) una parte facilitador del
ensamblaje activadora, que si se separa de la parte de inhibidor de la actividad, puede funcionar como un
componente facilitador del ensamblaje y dirigir el ensamblaje de una MNAzima activa.

Figura 5: Demostracion de la actividad catalitica de varios complejos de acidos nucleicos multi-
componente. Todas las reacciones contenian partzima A, partzima B, y un sustrato marcado con una pareja de
marcadores fluoréforo apantallador. Ademas, las reacciones contenian bien (i) un facilitador del ensamblaje F1/2, (i)
un facilitador del ensamblaje que comprende las partes F1 y F2 (cuya secuencia conjuntamente corresponde a la del
facilitador del ensamblaje F2/2), (iii) parte del facilitador del ensamblaje F1 y un inhibidor de la actividad que contiene
dos dominios unidos correspondientes a una parte de inhibidor de la actividad y parte con la misma secuencia que
F2 o (iv) sin facilitador del ensamblaje o inhibidor de la actividad.

El cambio en la fluorescencia se monitorizd en el tiempo como una medida de la escisién catalitica del sustrato por
una MNAzima activa (Figura 5). La fluorescencia se incrementd rapidamente en reacciones que contenian bien el
facilitador del ensamblaje F1/2 o los componentes de facilitador del ensamblaje F1 y F2, lo que indica la formacién
de MNAzimas activas | y 2 respectivamente, siendo las dos capaces de escindir el sustrato. Por el contrario, la
reaccion que contenia F1 y el inhibidor de la actividad no mostré ningun incremento en la fluorescencia en el tiempo,
lo que indica la formacion de complejos MNAI inactivos. No se observé ningun incremento en la fluorescencia en
ausencia del facilitador del ensamblaje.

Figura 6: Estructuras ejemplares para disefios variantes de MNAzima. Algunos ejemplos de complejos
MNAzima activos se muestran en los Paneles A a D. Estas estructuras son todas capaces de formar enzimas
cataliticamente activas, que pueden modificar, por ejemplo escindir, un sustrato (S). Se ilustran esquemas para
complejos de MNAzima, que incluyen un facilitador del ensamblaje F1 (panel A), dos componentes de facilitador del
ensamblaje F1 y F2 (paneles B y D) o tres componentes de facilitador del ensamblaje F1, F2 y F3 (panel C). El
Panel A incluye brazos sensores con regiones auto complementarias en los brazos sensores de la partzima. Los
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complejos de MNAzima también pueden incluir uno o mas brazos estabilizadores (sA) como se muestra en el panel
D.

Figura 7: Una estrategia ejemplar para la modulacion de la actividad de MNAzimas. La estrategia en este
sistema puede usarse bien como (i) un método para controlar la actividad de la MNAzima usando ligandos como
moléculas activadoras, y/o (ii) un método de deteccién de dianas de acido nucleico y no acido nucleico usando apta-
MNAzimas.

Los oligonucledtidos de acido nucleico incluidos en esa estrategia ejemplar de deteccion con apta-MNAzima
incluyen;

a) una partzima;
b) una apta-partzima que es una partzima con un aptamero incorporado en uno de sus extremos;

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

d) un sustrato por ejemplo un sustrato informador; y

e) un oligonucledtido inhibidor del ensamblaje que hibrida con la apta-partzima en una regién que abarca al menos
parte de la secuencia del aptamero y parte del brazo de union al sustrato de la secuencia de la apta-partzima.

En ausencia de un ligando activador (panel de la izquierda), el oligonucleétido inhibidor del ensamblaje se une a la
apta-partzima compitiendo asi con y bloqueando la unién del sustrato informador. Cuando esta presente un ligando
activador (panel de la derecha), se une a la secuencia de aptamero de la apta-partzima, bloqueando la unién del
oligonucleétido inhibidor del ensamblaje y permitiendo asi el ensamblaje de un complejo apta-MNAzima activo y la
modificacion posterior, por ejemplo escision, del sustrato (como se ilustra) o por ejemplo la ligacién de sustratos.
Como tal, una apta-MNAzima activa so6lo puede formarse y causar un incremento o disminucién en la sefial, por
ejemplo, una sefial fluorescente, en presencia de un ligando que pueda unirse a la parte de aptamero de la apta-
partzima.

Se apreciara que una secuencia de aptamero podria unirse a, por ejemplo, uno o mas de un brazo de sustrato y/o
un brazo sensor de una o ambas de las partzimas. Si el aptamero estuviera unido a un brazo sensor la union del
facilitador del ensamblaje podria bloquearse por un oligonucledtido inhibidor del ensamblaje en ausencia de un
ligando diana.

Cuando la apta-MNAzima tiene actividad de escisién como se muestra en esta figura, la modificacion puede causar
por ejemplo un incremento en la fluorescencia por la escisién de un sustrato informador doblemente marcado
causando asi la separacion de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador.

Se apreciara que la modificacién realizada por una apta-MNAzima podria ser una modificacién distinta de escision,
por ejemplo, ligacion de dos sustratos. En este caso, el cambio de la sefal podria ser, por ejemplo, una disminucion
en la fluorescencia después de la ligacion de dos sustratos ligables cada uno marcado bien con el fluoréforo o el
apantallador de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador.

Esta estrategia con apta-MNAzima también podria usarse para desarrollar interruptores moleculares que pueden
activar e inactivar la actividad catalitica de un complejo MNA. Alternativamente, también puede aplicarse a la
deteccién de ligandos diana tanto de &cido nucleico como distintos de acido nucleico.

Figura 8: Un ejemplo de una cascada de escision/ligacion mediada por una ADNzima con actividad ligasa y
una MNAzima con actividad de escision:

Una ADNzima con actividad ligasa puede ligar un primer oligonucleétido (oligo 1) a un segundo oligonucleétido (oligo
2) para crear un tercer producto de ligacion (LP-Oligo 3) con la secuencia de oligo 3 y una unién 2'-5' ARN en la
unién de ligacion, siempre que el oligo 1 y el oligo 2 tengan extremos fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo &', por ejemplo,
como se muestra. A su vez, el LP-oligo 3 podria escindirse por una MNAzima capaz de escindir en una unién 2'-5'
ARN para crear los productos de escision (CP), CP-oligo 1 y CP-oligo 2, regenerando asi productos fosfato ciclico 2',
3' e hidroxilo 5', que pueden participar en ciclos adicionales de ligacién.

Otras ADNzimas con actividad ligasa pueden ligar un primer oligonucleétido (oligo 1) a un segundo oligonucleétido
(oligo 2) para crear un tercer producto de ligacion (LP-Oligo 3) con la secuencia de oligo 3 y una unién 3'-5' ARN en
la unién de ligacién, siempre que el oligo 1 y el oligo 2 tengan extremos diol 2', 3' y trifosfato 5', por ejemplo. A su
vez, el LP-oligo 3 puede escindirse por una MNAzima capaz de escindir en una unioén 3'-5' ARN para crear los
productos de escisiéon (CP), CP-oligo 1 y CP-oligo 2, produciendo productos con un fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo 5'.

Figura 9: Un ejemplo de una reaccién en cascada que usa dos tipos de enzimas de acidos nucleicos
concretamente MNAzimas, que pueden escindir sustratos, y ADNzima ligasas que pueden ligar sustratos. En
la etapa (i) la MNAzima A se forma solo en presencia de un facilitador del ensamblaje (por ejemplo, un acido
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nucleico diana) y escinde el sustrato de la MNAzima A liberando un producto A 5' con un extremo fosfato ciclico 2',
3'. En la etapa (ii) la ADNzima B con actividad ligasa liga el producto A 5' de la etapa (i) con un sustrato de ligaciéon B
3' creando asi un producto de ligacion que puede servir como un componente partzima de otra MNAzima C. En la
etapa (iii) la partzima/producto de ligacion de la etapa (ii) se ensambla con una segunda partzima y un facilitador del
ensamblaje C para formar la MNAzima C que puede escindir el sustrato C en dos productos, producto C 5' y
producto C 3'.

En la etapa (i) un facilitador del ensamblaje, por ejemplo un &cido nucleico diana, puede dirigir la formacion de una
primera MNAzima A. La MNAzima A puede escindir un sustrato A generando asi un producto de escision A 5' que a
su vez puede usarse como un sustrato para una ADNzima ligasa B. En la etapa (ii) una ADNzima ligasa B puede
ligar el producto de escision A 5' (también referido como sustrato B 5') generado en la etapa (i) a otro
oligonucledtido, sustrato de ligacién B 3', creando asi una nueva partzima para una MNAzima C. En la etapa (iii) la
nueva partzima/producto de ligacién generado en la etapa (ii), junto con otra partzima, puede formar una nueva
MNAzima C en presencia del facilitador del ensamblaje C que puede escindir un sustrato C en dos productos,
producto C 5"y producto C 3'. Una sefial detectable puede generarse después de la escision del sustrato C si este
sustrato estuviera marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador.

Ademas, si la secuencia del producto C &' fuera la misma que el producto A 5' este producto también puede servir
como un sustrato B 5' y podria iniciarse una reaccion en cascada de amplificacion con retroalimentacion. En esta
reaccion, la MNAzima C podria generar de manera constante el sustrato B 5' que a su vez podria ligarse por la
ADNzima ligasa B para crear mas partzimas para la formacion de mas MNAzima C. Esta estrategia proporciona una
cascada 0 mecanismo con retroalimentacion para la amplificacion de la sefial después del inicio de una reaccién por
un analito diana que permite el ensamblaje de MNAzima A. La estrategia en cascada permite la deteccion de
analitos diana después de la amplificacion de la sefial usando una ADNzima que puede ligar sustratos y MNAzimas
que pueden escindir un sustrato.

Figura 10: Ejemplo de una estructura de una MNAzima con actividad ligasa (una MNAzima ligasa). La
MNAzima ligasa ejemplar estda comprendida por secuencias de partzima que contienen tres dominios incluyendo (i)
un brazo sensor que hibrida con un facilitador del ensamblaje (por ejemplo un acido nucleico diana), (ii) un dominio
que constituye parte de un nucleo catalitico y (iii) un brazo de unién a sustrato (Figura 10A). En presencia del
facilitador del ensamblaje, por ejemplo un acido nucleico diana, las partzimas se ensamblan y forman MNAzima
ligasas activas. Estas MNAzimas pueden ligar un sustrato 5' con un fosfato ciclico 2'3' y un sustrato 3' con hidroxilo
5' (Figura 10B) para crear productos de ligaciéon que contienen uniones 2'-5' no nativas.

Alternativamente, las MNAzimas podrian ligar dos sustratos con extremo diol 2'3' en el sustrato 5' con un extremo
trifosfato 5' en el sustrato 3' para crear productos de ligacion que contienen una unién 3'-5' nativa.

Figura 11: Una estrategia ejemplar para reacciones que usan MNAzimas con actividad ligasa y MNAzimas
con actividad de escision.

Una MNAzima con actividad ligasa podria ligar un primer oligonucledétido (A) a un segundo oligonucleétido (B) para
crear un tercer producto de ligacion (C) con una unién 2'-5' ARN en la unién de ligacién, siempre que A y B tengan
extremos fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo 5'. A su vez, el producto C podria escindirse por una MNAzima capaz de
escindir en una unién 2'-5' ARN para crear los productos de escision A y B, regenerando asi productos fosfato ciclico
2',3' e hidroxilo 5', que pueden participar en ciclos adicionales de ligacion.

Otras MNAzimas con actividad ligasa podrian ligar un primer oligonucleétido (A) a un segundo oligonucleétido (B)
para crear un tercer producto de ligaciéon (C) con una unién 3'-5' ARN en la unién de ligacién, siempre que Ay B
tengan extremos diol 2', 3' y trifosfato 5'. A su vez, el producto C podria escindirse por una MNAzima capaz de
escindir en una unién 3'-5' ARN para crear los productos de escision A y B, produciendo productos con extremos
fosfato ciclico 2',3' e hidroxilo 5'.

Figura 12: Una estrategia para la deteccion de la seiial que usa MNAzimas que escinden y MNAzimas que
ligan. En la etapa (i) un facilitador del ensamblaje, por ejemplo un acido nucleico diana, puede dirigir la formacién de
una primera MNAzima A. La MNAzima A puede escindir un sustrato A generando asi un producto de escisién A &'
que puede a su vez ser usado como un sustrato para una MNAzima B que tiene actividad ligasa. En la etapa (ii) una
MNAzima ligasa B puede ligar el producto de escisién A 5' (también denominado sustrato B 5') generado en la etapa
(i) a otro oligonucledtido, sustrato B 3', creando asi una nueva partzima para una MNAzima C. En la etapa (iii) la
nueva partzima/producto de ligacién generado en la etapa (ii), junto con otra partzima, puede formar una nueva
MNAzima C en presencia del facilitador del ensamblaje C que puede escindir un sustrato C en dos productos,
producto C 5' y producto C 3'. Una sefial detectable puede generarse después de la escision del sustrato C si este
sustrato estuviera marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador. La estrategia
permite la deteccion de analitos diana usando dos tipos de MNAzimas, concretamente MNAzimas que pueden ligar
sustratos (MNAzima ligasas) y MNAzimas que pueden escindir un sustrato (MNAzima escisoras).

Ademas, si la secuencia del producto C 5' fuera la misma que el producto A 5' este producto también podria servir
como un sustrato B 5' y podria iniciarse una reaccion en cascada con retroalimentacion. En esta reaccion, la
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MNAzima C podria estar generando de manera constante el sustrato B 5' que podria a su vez ligarse por la
MNAzima ligasa B para crear mas partzimas para la formacion de mas MNAzima C. Esta estrategia podria
proporcionar un mecanismo para la amplificacion de la sefal con retroalimentacion después del inicio de una
reaccion por un analito diana que permite el ensamblaje de MNAzima A.

Figura 13: Representacion de una estrategia ejemplar para cambiar un complejo MNA entre el "estado
activado"” de una MNAzima activa al "estado inactivado” de un complejo MNAi usando una segunda
MNAzima con actividad ligasa. Una MNAzima A activa, que podria ser capaz de modificar (por ejemplo escindir o
ligar) un o unos sustratos A podria formarse en presencia del componente facilitador del ensamblaje 1 (AFC 1) y el
componente facilitador del ensamblaje 2 (AFC 2). Una segunda MNAzima B, que tiene actividad ligasa, podria
formarse en presencia del facilitador del ensamblaje 3 (AF3) y podria ligar AFC 2 con un componente inhibidor de la
actividad (AIC) resultando en la formacion de un inhibidor de la actividad (Al). Este Al podria unirse a los
componentes partzima para la MNAzima A resultando en la formacion de un complejo MNAI inactivo. Como tal, la
MNAzima ligasa en este ejemplo puede operar como un interruptor de desactivacién para inactivar una MNAzima A.
El complejo MNAI inactivo y la MNAzima cataliticamente activa representan dos estados alternativos para los
componentes ensamblados, concretamente un estado "inactivado" y el estado "activado" respectivamente.

Figura 14: Representacion de un método general para preparar por ingenieria MNAzimas a partir de
ADNzimas uni-moleculares.

Muchas ADNzimas tienen estructuras basicas similares con multiples dominios. Estas ADNzimas tienen un dominio
catalitico conservado (nucleo catalitico) flanqueado por dos dominios de unién a sustrato no conservados ("brazos
de sustrato"), que reconocen e hibridan especificamente con el sustrato (estructura de la parte superior izquierda).
Los dominios de unién al sustrato pueden personalizarse para cualquier sustrato siempre que el sustrato contenga
un sitio que pueda modificarse por la ADNzima.

En la primera etapa, se identifican posiciones en el nucleo catalitico de la ADNzima en los que puede ser dividido, de
manera que cada parte parcial del nucleo catalitico pueda distribuirse entre dos secuencias parciales de manera que
los dos nucleos parciales conjuntamente constituyen un nucleo catalitico completo (estructura de la parte superior
derecha). Pueden sintetizarse dos oligonucledtidos A y B (partzimas candidatas) (estructura de la parte inferior
izquierda). Puede sintetizarse un oligonucleétido A para contener (i) una parte de brazo de unién a sustrato capaz de
unirse a un sustrato, (ii) una parte de nucleo catalitico parcial, y (iii) una parte de brazo sensor capaz de unirse a una
molécula facilitador del ensamblaje. Puede sintetizarse un segundo oligonucleétido B de manera que contiene (i) un
brazo de unién al sustrato capaz de unirse al mismo sustrato que el oligonucledtido A, mediante lo cual el
oligonucleétido B se une al sustrato en una posicion adyacente a la del oligonucleétido A, (ii) una parte de nucleo
catalitico parcial que contiene aquellas bases del nucleo catalitico completo de ADNzima que no estan incorporadas
en el oligonucledtido A y (iii) una secuencia de brazo sensor capaz de unirse al mismo facilitador del ensamblaje que
el oligonucledétido A, mediante lo cual el oligonucleétido B se une al facilitador del ensamblaje en una posicion
adyacente a la del oligonucleétido A (estructura de la parte inferior izquierda).

Este proceso puede repetirse haciendo asi una serie de parejas de oligonucledtidos A y B que incorporan la
estructura y dominios de las partzimas, pero pueden o no tener actividad catalitica en presencia de un sustrato y un
facilitador del ensamblaje. Un experto en la técnica apreciara que puede realizarse un proceso similar para una
enzima de acidos nucleicos que puede actuar en al menos dos sustratos. Las parejas de partzima candidatas
(parejas de oligonucledtidos A y B de la serie) pueden mezclarse con sustrato(s) que se emparejan con los brazos
de sustrato mas el o los facilitadores del ensamblaje que se emparejan con los brazos sensores (estructura de la
parte inferior derecha) y ensayando para la presencia del mismo tipo de actividad modificadora que la presentada
por la ADNzima (parte superior izquierda). Las parejas de oligonucleétidos A y B que pueden catalizar el mismo tipo
de modificacion de la ADNzima son utiles para el ensamblaje de MNAzimas activas.

Figura 15: Una reaccion en cascada usando enzimas de acidos nucleicos que escinden sustratos, y enzimas
que ligan sustratos para formar un nuevo facilitador del ensamblaje. En esta ilustracion el extremo 5' de los
oligonucledtidos se indica con un circulo. En la etapa (1) la MNAzima escisora se ensambla en presencia de un
facilitador del ensamblaje (por ejemplo un &cido nucleico diana) y escinde el sustrato 1 de la MNAzima liberando un
producto de escision 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En la etapa (2) la ADNzima ligasa (0 MNAzima ligasa)
liga el producto de escision 5' de la etapa (1) a un sustrato de ligacion 3' creando asi un producto de ligacion que
puede servir como un facilitador del ensamblaje para otra MNAzima escisora 2. En la etapa (3) el facilitador del
ensamblaje formado por ligacion en la etapa (2) dirige el ensamblaje de las partzimas que forman MNAzima escisora
2 que escinde el sustrato 2 en dos productos, un producto de escision 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3' y un
producto de escision 3'. Una sefial detectable puede generarse después de la escisién del sustrato 2 cuando este
sustrato esta marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador. La estrategia permite la
deteccién de analitos diana usando multiples tipos de enzimas de acidos nucleicos, concretamente enzimas que
pueden ligar sustratos y enzimas que pueden escindir un sustrato.

Ademas, si la secuencia del producto 5' de la MNAzima escisora 2 fuera el mismo que el producto 5' de la MNAzima
escisora 1 este producto también podria servir como un sustrato para la ligasa y se podria iniciarse una reaccién en
cascada con retroalimentacion. En esta reaccion, la MNAzima escisora 2 podria estar generando de manera
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constante el sustrato 5' para la ligasa que podria a su vez ligarse por la ligasa para crear mas facilitadores del
ensamblaje para la formacion de mas MNAzima escisora 2. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para
la amplificacion de la sefal con retroalimentacion después del inicio de una reaccion por un facilitador del
ensamblaje tal como un &cido nucleico diana que permite el ensamblaje de MNAzima escisora 1.

Figura 16: Un posible esquema para una reaccidon en cascada con retroalimentacion que usa dos tipos de
enzimas de acidos nucleicos concretamente enzimas que pueden escindir sustratos, y enzimas que pueden
ligar sustratos. En esta ilustracion el extremo 5' de los oligonucleétidos se indica con un circulo. En la etapa (1) la
MNAzima escisora 1 podria ensamblarse solo en presencia de un facilitador del ensamblaje (por ejemplo un acido
nucleico diana) y podria escindir el sustrato 1 de la MNAzima liberando un producto de escisiéon 5' con un extremo
fosfato ciclico 2', 3' y un producto de desecho 3'. En la etapa (2) la ADNzima ligasa (0 MNAzima ligasa) podria ligar
el producto de escisiéon 5' de la etapa (1) a un sustrato de ligacién 3' creando asi un producto de ligacién que podria
servir como un facilitador del ensamblaje para una MNAzima escisora 2. En la etapa (3) el facilitador del ensamblaje
formado por ligacién en la etapa (2) podria dirigir el ensamblaje de las partzimas para formar MNAzima escisora 2
que podria escindir el sustrato 2 en dos productos, un producto de escisiéon 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3' y
un producto de escisién 3'. Una sefial detectable podria generarse después de la escision del sustrato 2 si este
sustrato estuviera marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador.

Ademas, si la secuencia de uno de los productos de escision de MNAzima escisora 2 fuera util como un componente
facilitador del ensamblaje para una MNAzima escisora 3 esto podria iniciar una cascada con retroalimentacion. En
este caso, la MNAzima escisora 3 podria tener diferentes brazos sensores que la MNAzima escisora 1 pero podria
tener los mismos brazos de sustrato que la MNAzima escisora 1. Asi, si la MNAzima escisora 3 se ensamblara en
presencia de un componente facilitador del ensamblaje generado por la escisién por la MNAzima escisora 2, y si la
MNAzima escisora 3 escindiera el sustrato 1 el producto de escision 5' de la MNAzima escisora 3 también podria
servir como un sustrato 5' para la ADNzima ligasa (o la MNAzima ligasa ensamblada) y podria iniciarse una reaccion
en cascada de amplificacion con retroalimentacion.

En esta reaccién en cascada con retroalimentacion, la MNAzima escisora 3 podria generar de manera constante el
producto de escision 5' que a su vez podria servir como un sustrato para la ligacion por la ADNzima ligasa (o la
MNAzima ligasa ensamblada) para crear mas facilitadores del ensamblaje que podrian dirigir el ensamblaje de mas
MNAzima escisora 2. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para la amplificacion de la sefial con
retroalimentacion después del inicio de una reaccién por un facilitador del ensamblaje (por ejemplo un analito diana)
que permite el ensamblaje de MNAzima escisora 1. La estrategia podria permitir la deteccion de uno o mas
facilitadores del ensamblaje (por ejemplo analitos diana) seguido de la amplificacion de la sefial usando una
ADNzima o una MNAzima que puede ligar sustratos y MNAzimas que pueden escindir un sustrato.

Definiciones
En la presente memoria se usan determinados términos que tendran los significados mostrados como sigue.

El término "que comprende” significa "que incluye principalmente, pero no necesariamente solamente". Ademas, las
variaciones de la palabra "que comprende", tal como "comprenden" y "comprende", tienen de manera
correspondiente significados variados.

Los términos "polinucledtido”, "acido nucleico” y "oligonucledtido” pueden usarse indistintamente y se refieren a un
polimero mono o bicatenario de bases de desoxirribonucleétio o ribonucleétido, o analogos, derivados, variantes,
fragmentos o combinaciones de éstos, incluyendo pero no limitado a ADN, ADN metilado, ADN alquilado, ARN, ARN
metilado, microARN, ARNsi, ARNsh, ARNm, ARNt, ARNsno, ARNst, ARNsm, pre y pri-microARN, otros ARN no
codificadores, ARN ribosomal, derivados de éstos, amplicones de éstos o cualquier combinacion de éstos. Como
ejemplo no limitativo, la fuente de un acido nucleico puede seleccionarse del grupo que comprende fuentes
sintéticas, de mamiferos, humana, animal, vegetal, fungica, bacteriana, viral, archaea o cualquier combinacion de
éstas.

El término "oligonucledtido" indica tipicamente un segmento de ADN o una molécula de acido nucleico que contiene
ADN, o ARN o molécula que contiene ARN, o una combinacién de éstas. Los ejemplos de oligonucleétidos incluyen
dianas de acido nucleico; sustratos, por ejemplo, aquellos que pueden modificarse por una ADNzima o una
MNAzima con actividad de escision, ligasa u otra actividad enzimatica; cebadores tales como aquellos usados para
la amplificacion de dianas in vitro por métodos tales como PCR; y componentes de complejos de acidos nucleicos
incluyendo pero no limitado a facilitadores del ensamblaje e inhibidores del ensamblaje, activadores, inhibidores de
la actividad y/o sustratos, que en determinadas realizaciones, pueden comprender oligonucleétidos como se define
en la presente memoria. Las partzimas tal y como se usa en la presente memoria también pueden comprender
oligonucledtidos.

Un "desplazador" u "oligonucleétido desplazador" es un oligonucleétido que puede unirse a una region
monocatenaria en un primer oligonucleétido que comprende al menos una regién que es monocatenaria y al menos
una region que es bicatenaria mediante las complementariedades de al menos un oligonucleétido adicional; en el
que el oligonucledtido desplazador puede causar la disociacion del o de los oligonucleétidos adicionales del primer
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oligonucleétido en al menos una region bicatenaria por un proceso de migracioén de cadena. Durante la migracion de
cadena la o las regiones de complementariedad entre el o los oligonucleétidos adicionales y el primer oligonucleétido
se separan y reemplazan por al menos una regién de complementariedad entre el oligonucleétido desplazador vy el
primer oligonucledtido resultando asi en el desplazamiento del o de los oligonucleétidos adicionales. Se requiere que
el oligonucledtido desplazador comprenda al menos una regién que tiene la misma secuencia que una 0 mas
regiones del o de los oligonucleétidos adicionales en la region bicatenaria. El proceso de migraciéon de cadena puede
resultar en una nueva regidn bicatenaria que se forma entre el oligonucleétido desplazador y el primer
oligonucledtido y la liberacion simultdnea del o de los oligonucledtidos adicionales que lo convierte en
monocatenario.

Los términos "polinucledtido”, "acido nucleico" y "oligonucleotido” incluyen referencia a cualquier secuencia
especificada asi como a la complementariedad de secuencia de éstas, a no ser que se indique otra cosa. Los
oligonucleétidos pueden comprender al menos una adicion o sustitucion, incluyendo pero no limitado al grupo que
comprende LNA  fosforamidita, 4-gcetilcitidina, 5-(carboxihidroxilmetil)uridina, 2'-O-metilcitidina, 5-
carboximetilaminometil tiouridina, dihidrouridina, 2'-O-metilpseudouridina, beta D-galactosilqueosina, 2'-O-
metilguanosina, inosina, N6-isopenteniladenosina, 1-metiladenosina, 1-metilpseudouridina, 1-metilguanosina, 1-
metilinosina, 2,2-dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metilcitidina, N6-
metiladenosina,  7-metilguanosina, 5-metilaminometiluridina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, beta  D-
manosilmetiluridina, 5-metoxicarbonilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, N-((9-beta-
ribofuranosil-2-metiltiopurina-6-il)carbamoil)treonina, N-((9-beta-ribofuranosilpurina-6-il)N-metilcarbamoil)treonina,
éster metilico del acido uridina-5-oxiacético, acido uridina-5-oxiacético (v), wibutoxosina, pseudouridina, queosina, 2-
tiocitidina,  5-metil-2-tiouridina,  2-tiouridina,  4-tiouridina, 5-metiluridina, N-((9-beta-D-ribofuranosilpurina-6-
il)carbamoil)treonina, 2'-O-metil-5-metiluridina, 2'-O-metiluridina, wibutosina, 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina, beta
D-arabinosil uridina, y beta D-arabinosil timidina.

El término "derivado" cuando se usa respecto a un acido nucleico o nucledtido de la presente invencion incluye
cualesquiera acidos nucleicos o nucledtidos funcionalmente equivalentes, incluyendo moléculas de fusion
producidas integramente (por ejemplo, por medios recombinantes) o afadidas posteriormente a la sintesis (por
ejemplo, por medios quimicos). Dichas fusiones pueden comprender oligonucledtidos de la invencién con ARN o
ADN afadidos a éstos o conjugados con un polipéptido (por ejemplo, puromicina u otro polipéptido), una molécula
pequefia (por ejemplo, psoraleno) o un anticuerpo.

El término "andlogo" cuando se usa respecto a un acido nucleico o nucledtido incluye un compuesto que tiene una
estructura fisica que esta relacionada con una molécula o residuo de ADN o ARN, y puede ser capaz de formar un
enlace de hidrégeno con un residuo de ADN o ARN o un analogo de éste (es decir, es capaz de hibridar con un
residuo de ADN o ARN o un andlogo de éste para formar un emparejamiento de bases), pero dicho enlace no se
requiere para que dicho compuesto se englobe en el término "analogo". Dichos analogos pueden poseer diferentes
propiedades quimicas y bioldgicas respecto al residuo de ribonucleétido o desoxirribonucleétido con el que estan
estructuralmente relacionados. Los residuos metilados, yodados, bromados o biotinilados son ejemplos de analogos.
Se han descrito ADNzimas activas que contienen analogos de nucledtidos, incluyendo desoxiinosina, C-5-imidazol
desoxiuridina, 3-(aminopropinil)-7-deaza-dATP, 2'-O-metil ARN, cubierta 2' O-metilo (Warashina et al., 1999; Cairns
et al., 2003; Schubert et al., 2004; Sidorov et al., 2004). Otros analogos también podrian ser compatibles con la
actividad catalitica de las ADNzimas y MNAzimas. La alteracion de un acido nucleico con actividad catalitica, por
ejemplo por sustituciéon de una base por otra, por sustitucion de un analogo por una base, o alteraciéon del
componente de azucar o nucleo de fosfodiéster, pueden ser sencillas para el experto en la técnica. Por ejemplo, las
alteraciones pueden hacerse durante la sintesis, o por modificacién de bases especificas después de la sintesis. El
ensayo empirico de los acidos nucleicos cataliticos que incorporan alteraciones tales como cambios de bases o
analogos de bases permite la evaluacién del impacto de las secuencias alteradas, o analogos especificos, en la
actividad catalitica. Los analogos de las bases A, C, G, T y U son conocidos en la técnica, y un subconjunto se lista
en la Tabla 1.

Tabla 1: Ejemplos de analogos de nucleétidos utiles en la presente memoria

Abreviatura Nombre

ac4c 4-acetilcitidina

chmbu 5-(carboxihidroxilmetil)uridina

Cm 2'-O-metilcitidina

Cmnm5s2u 5-carboximetilaminometil tiouridina
D Dihidrouridina
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Abreviatura

Nombre

Fm 2'-O-metilpseudouridina

Galq beta, D-galactosilqueosina

Gm 2'-O-metilguanosina

1 Inosina

i6a N6-isopenteniladenosina

mia 1-metiladenosina

m1f 1-metilpseudouridina

m1g 1-metilguanosina

M11 1-metilinosina

m22g 2,2-dimetilguanosina

m2a 2-metiladenosina

m2g 2-metilguanosina

m3c 3-metilcitidina

mbc 5-metilcitidina

m6a N6-metiladenosina

m7g 7-metilguanosina

mamb5bu 5-metilaminometiluridina
mam5s2u 5-metoxiaminometil-2-tiouridina
Manqg beta, D-manosilmetiluridina
mecmb5s2u 5-metoxicarbonilmetiluridina

Mo5u 5-metoxiuridina

Ms2i6a 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina
Ms2t6a N-((9-beta-ribofuranosil-2-metiltiopurina-6-il)carbamoil)treonina
Mt6a N-((9-beta-ribofuranosilpurina-6-il)N-metil-carbamoil )treonina
Mv Ester metilico del acido uridina-5-oxiacético
o5u Acido uridina-5-oxiacético (v)
Osyw Wibutoxosina

P Pseudouridina

Q Queosina

s2c 2-tiocitidina

s2t 5-metil-2-tiouridina
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Abreviatura Nombre

s2u 2-tiouridina

s4u 4-tiouridina

T 5-metiluridina

t6a N-((9-beta-D-ribofuranosilpurina-6-il)carbamoil )treonina
Tm 2'-O-metil-5-metiluridina

Um 2'-O-metiluridina

Yw Wibutosina

X 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina, (acp3)u
AraU beta D-arabinosiluridina

AraT beta D-arabinosiltimidina

Los términos "enzima de acidos nucleicos", "acido nucleico catalitico", "acido nucleico con actividad catalitica", y
"enzima de acidos nucleicos catalitica" se usan en la presente memoria indistintamente y deben significar un ADN o
molécula o complejo que contiene ADN o un ARN o molécula o complejo que contiene ARN o una combinacion de
éstos, siendo una molécula o complejo hibrido ADN-ARN, que pueden reconocer al menos un sustrato y catalizar
una modificacion (tal como ligacion o escisién) de al menos un sustrato. Los residuos de nucleétidos en los acidos
nucleicos cataliticos pueden incluir las bases A, C, G, T, y U, asi como derivados y analogos de éstos. Los términos
anteriores incluyen enzimas de acidos nucleicos uni-moleculares que pueden comprender un tunico ADN o molécula
que contiene ADN (también conocido en la técnica como una "enzima de ADN", "desoxirribozima" o "ADNzima") o
un ARN o molécula que contiene ARN (también conocido en la técnica como una "enzima de ARN" o "ribozima") o
una combinacion de éstas, siendo una molécula hibrida ADN-ARN que puede reconocer al menos un sustrato y
catalizar una modificacion (tal como ligaciéon o escisién) de al menos un sustrato. Los términos anteriores incluyen
enzimas de &cidos nucleicos que comprenden un ADN o complejo que contiene ADN o un ARN o complejo que
contiene ARN o una combinacién de éstos, siendo un complejo hibrido ADN-ARN que puede reconocer al menos un
sustrato y catalizar una modificacion (tal como ligacién o escisién) de al menos un sustrato. Los términos "enzima de
acidos nucleicos", "acido nucleico catalitico", "acido nucleico con actividad catalitica", y "enzima de acidos nucleicos
catalitica" incluyen en su significado MNAzimas.

El término "MNAzima" o "enzima de acidos nucleicos multi-componente" tal y como se usa en la presente memoria,
se refiere a dos o mas secuencias oligonucleotidicas (por ejemplo, partzimas) que, sélo en presencia de un
facilitador del ensamblaje de MNAzima (por ejemplo, una diana), forma una enzima de acidos nucleicos activa que
es capaz de modificar cataliticamente un sustrato. Las MNAzimas pueden catalizar un rango de reacciones
incluyendo la escision de un sustrato, ligacién de sustratos y otras modificaciones enzimaticas de un sustrato o
sustratos. Una MNAzima ejemplar que comprende partzima A y partzima B que tiene actividad de escision se
representa en la Figura 1. Las MNAzimas con actividad endonucleasa o de escisién también se conocen como
"MNAzima escisoras".. Respecto a la Figura 1, las partzimas A y B cada una se une a un facilitador del ensamblaje
(por ejemplo, mediante emparejamiento de bases de Watson-Crick). La MNAzima sélo se forma cuando los brazos
sensores de las partzimas A y B hibridan adyacentes entre si en el facilitador del ensamblaje. Los brazos de sustrato
de la MNAzima reclutan el sustrato, cuya modificacion (por ejemplo, escision) es catalizada por el nicleo catalitico
de la MNAzima, formado por la interacciéon de los dominios cataliticos de las partzimas A y B. La escisién de un
sustrato informador quimérico ADN/ARN se ejemplifica en el dibujo. La MNAzima escinde el sustrato entre una
pareja de marcadores fluoroforo y apantallador, generando asi una sefial. Los términos "enzima de acidos nucleicos
multi-componente"” y "MNAzima" se usan en la presente memoria indistintamente y comprenden estructuras
bipartitas, compuestas por dos moléculas, o estructuras tripartitas, compuestas por tres moléculas de acido nucleico,
u otras estructuras multipartitas, por ejemplo aquellas formadas por cuatro o mas moléculas de acido nucleico. El
término "complejo de MNAzima" se refiere a un complejo formado por una MNAzima ensamblada con al menos uno
de sus sustratos. La MNAzima o complejo de MNAzima puede comprender un aptamero y ser referida como una
apta-MNAzima o complejo de apta-MNAzima, respectivamente.

El término "MNAzima ligasa" tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a MNAzimas con actividad ligasa
que comprenden dos 0 mas secuencias oligonucleotidicas (por ejemplo, partzimas) que, solo en presencia de un
facilitador del ensamblaje de MNAzima que también puede referirse en la presente memoria como un facilitador del
ensamblaje ligasa o facilitador del ensamblaje (por ejemplo, una diana), forma una enzima de acidos nucleicos
activa que es capaz de ligar dos sustratos. Una MNAzima ejemplar con actividad ligasa se ilustra en la Figura 10. La
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MNAzima ligasa liga los dos sustratos. El término "MNAzima ligasa" tal y como se usa en la presente memoria
comprende estructuras bipartitas, compuestas por dos moléculas, o estructuras tripartitas, compuestas por tres
moléculas de acido nucleico, u otras estructuras multipartitas, por ejemplo aquellas formadas por cuatro o mas
moléculas de &cido nucleico.

El término "ligar" tal y como se usa en la presente memoria significa unir dos o mas moléculas. Por ejemplo, una
"ligasa" es una enzima que cataliza la formacion (ligacion) de un enlace entre dos 0 mas moléculas de sustrato para
hacer una nueva molécula. El término "ligaciéon" o "actividad ligasa" se refiere a la unién de dos o mas moléculas de
sustrato.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "partzima", "partzima componente" "componente partzima"
y "oligonucledtido componente" se refieren a un oligonucledtido que contiene ADN o que contiene ARN o que
contiene ADN-ARN, dos o mas de los cuales, so6lo en presencia de un facilitador del ensamblaje de MNAzima tal y
como se define en la presente memoria, pueden formar conjuntamente una "MNAzima." En determinadas
realizaciones preferidas, una o mas partzimas componentes, y preferiblemente al menos dos, pueden comprender
tres regiones o dominios: un dominio "catalitico”, que forma parte del nucleo catalitico que cataliza una modificacion;
un dominio de "brazo sensor", que puede asociarse con y/o unirse a un facilitador del ensamblaje; y un dominio de
"brazo de sustrato”, que puede asociarse con y/o unirse a un sustrato. Las ilustraciones de estas regiones o
dominios se muestran en la Figura 1 y la Figura 10. Las partzimas pueden comprender al menos un componente
adicional incluyendo pero no limitado a un aptamero, referido en la presente memoria como una "apta-partzima."

Un ejemplo de una MNAzima que esta compuesta por mas de dos moléculas se ilustra en la Figura 2(ii). Una
partzima puede comprender multiples componentes, incluyendo pero no limitado a, un componente partzima con un
brazo sensor truncado y un componente de brazo estabilizador que estabiliza la estructura de la MNAzima
interaccionando bien con un facilitador del ensamblaje (como se representa en la Figura 2(ii)) o con un sustrato.

El término "complejo de acidos nucleicos" se refiere a complejos cataliticamente activos o inactivos que comprenden
dos 0 mas componentes seleccionados del grupo que comprende pero no esta limitado a, ADNzimas, partzimas,
facilitadores del ensamblaje, sustratos, y otros componentes MNA incluyendo brazos estabilizadores, inhibidores de
la actividad, inhibidores del ensamblaje y componentes o partes de éstos.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "complejo de acidos nucleicos" incluye complejos de acidos
nucleicos multicomponentes (complejos MNA). Ademas, el término "complejo de acidos nucleicos" incluye enzimas
de acidos nucleicos uni-moleculares formando un complejo con al menos un sustrato, por ejemplo, una ADNzima
con actividad de escision unida a un sustrato o una ADNzima ligasa unida a al menos uno de sus dos sustratos
requeridos. El término "complejo de enzimas de acidos nucleicos" se refiere a un complejo de ADNzima o un
complejo de MNAzima. El término "complejo de ADNzima" incluye ADNzimas con al menos un sustrato, por ejemplo,
una ADNzima con actividad de escisidon unida a un sustrato o una ADNzima ligasa unida a al menos uno de sus dos
sustratos requeridos.

Los términos "complejo de acidos nucleicos multi-componente” o "complejo de MNA" se refieren a complejos que
comprenden dos o mas componentes seleccionados del grupo que comprende pero no esta limitado a, partzimas,
facilitadores del ensamblaje, sustratos, y otros componentes incluyendo brazos estabilizadores, inhibidores de la
actividad, inhibidores del ensamblaje y componentes o partes de éstos. En algunas realizaciones, el complejo de
MNA comprende una MNAzima activa. En otras realizaciones, el complejo de MNA es un complejo inactivo tal como
un complejo MNAI que también puede referirse en la presente memoria como un complejo de inhibidor de acido
nucleico multi-componente (MNAIi) o complejo MNAI. En otras realizaciones mas, el complejo MNA es un complejo
MNA inactivo que puede carecer de uno o mas componentes requeridos para el ensamblaje y/o catalisis por una
MNAzima incluyendo, pero no limitado al facilitador del ensamblaje, y las partzimas, o componentes de éstos. En
otra realizacién mas, el complejo MNA comprende componentes para una apta-MNAzima en presencia o ausencia
de un facilitador del ensamblaje.

Las referencias a "formar un complejo de acidos nucleicos capaz de funcionar como una enzima de acidos
nucleicos" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a proporcionar un componente necesario para la
formacion de una enzima de acidos nucleicos formando un complejo con su(s) sustrato(s) de manera que la enzima
pueda modificar el o los sustratos. "Permitir la formacion de un complejo de acidos nucleicos que funciona como una
enzima de acidos nucleicos" y "permitir que un complejo de acidos nucleicos funcione como una enzima de acidos
nucleicos" tal y como se usan en la presente memoria se refiere al proceso que ocurre cuando un componente
permite la formacion de una enzima de acidos nucleicos formando un complejo con su(s) sustrato(s) de manera que
la enzima pueda modificar el o los sustratos.

El término "modulador” tal y como se usa en la presente memoria es una entidad que puede incrementar o disminuir
la actividad catalitica de un complejo MNA. Los moduladores pueden ser "activadores", que activan o producen la
activacion de la actividad de una MNAzima. En algunas realizaciones, los moduladores son "inhibidores" que pueden
inactivar o inhibir la actividad de la MNAzima o complejo MNAzima, incluyendo pero no limitado a, "inhibidores del
ensamblaje” o "inhibidores de la actividad".
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Los términos "molécula facilitadora del ensamblaje”, "facilitador del ensamblaje”, "molécula facilitadora del
ensamblaje de MNAzima", "facilitador" y "facilitador del ensamblaje de MNAzima" tal y como se usan en la presente
memoria se refieren a entidades que pueden facilitar el auto-ensamblaje de partzimas componentes para formar una
MNAzima cataliticamente activa por interaccién con los brazos sensores de la MNAzima. Tal y como se usa en la
presente memoria, los facilitadores del ensamblaje pueden facilitar el ensamblaje de MNAzimas que tienen actividad
de escision, ligasa u otras actividades enzimaticas. El término "facilitador del ensamblaje de ligasa" se refiere a un
facilitador del ensamblaje que facilita el ensamblaje de una MNAzima con actividad ligasa. Un facilitador del
ensamblaje para MNAzimas con actividad ligasa también puede referirse por cualquiera de los demas términos
anteriores. En realizaciones preferidas, se requiere un facilitador del ensamblaje para el auto-ensamblaje de una
MNAzima. Un facilitador del ensamblaje puede estar comprendido por una molécula, o puede estar comprendido por
dos o0 mas "componentes facilitadores del ensamblaje" que pueden emparejarse con, o unirse a, los brazos sensores
de una o mas "partzimas" oligonucleotidicas. Las partes de facilitador del ensamblaje pueden estar contenidas en
otros componentes, por ejemplo, en una molécula inhibidora de la actividad, cuando estan presentes en un estado
en el que no pueden contribuir al ensamblaje de MNAzima activa hasta que se liberan del componente, por ejemplo,
por escision. Los facilitadores del ensamblaje pueden estar comprendidos por una (por ejemplo, Figura 1, Figura
2(ii)) o mas moléculas (por ejemplo, Figura 2(i), Figura 4-6).

El facilitador del ensamblaje puede ser una diana. La diana puede ser un acido nucleico seleccionado del grupo que
consiste en ADN, ADN metilado, ADN alquilado, ARN, ARN metilado, microARN, ARNsi, ARNsh, ARNm, ARNt,
ARNsno, ARNst, ARNsm, pre- y pri-microARN, otros ARN no codificadores, ARN ribosémico, derivados de éstos,
amplicones o cualquier combinacién de éstos. El acido nucleico puede amplificarse. La amplificacion puede
comprender una o mas de: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificacién por desplazamiento de
cadena, amplificacion isotérmica mediada por bucle, amplificacién en circulo rodante, amplificacién mediada por
transcripcion, replicacion de secuencia auto-sostenida, reaccion en cadena de la ligasa, amplificacién basada en
secuencias de acido nucleicos o reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR).

Un "activador" tal y como se usa en la presente memoria es cualquier componente oligonucleotidico MNA estructural
o modulador, cualquier "ligando", "diana", o "evento" que resulta en activaciéon de MNAzimas. Los oligonucleétidos
activadores incluyen, pero no estan limitados a, un facilitador del ensamblaje o componente facilitador del
ensamblaje; un oligonucledtido desplazador; una partzima o componente de ésta, por ejemplo aquellas con
truncamientos del brazo sensor o de sustrato, y componentes del brazo estabilizador de la partzima.

En otras realizaciones, los activadores pueden activar MNAzimas eliminando oligonucleétidos que ejercen un efecto
inhibidor. Los ejemplos de oligonucledtidos que pueden activar a través de dicho mecanismo incluyen
oligonucleétidos moduladores que pueden desplazar (eliminar) componentes inhibidores, o partes de éstos,
incluyendo pero no limitado a, un "inhibidor de la actividad" o un "inhibidor del ensamblaje”.

El término "diana" tal y como se usa en la presente memoria incluye cualquier entidad, constituyente o analito natural
o sintético, que se quiere detectar, identificar o cuantificar por un método que usa una enzima de acidos nucleicos
particular tal como una MNAzima(s), con o sin una etapa y/o cascada de amplificacion adicional. Las dianas
engloban por lo tanto el rango mas amplio de entidades, constituyentes o analitos detectables para los que son
deseables métodos de deteccion, identificacion y/o cuantificacién sensibles. Algunas dianas ejemplares incluyen,
pero no estan limitadas a, acido nucleico, proteina, polipéptido, péptido, glicoproteinas, lipidos, lipoproteinas,
organismos completos, células, virus, bacterias, archaea, levaduras, hongos, anticuerpos, metabolitos, patégenos,
toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefas, polimeros, iones metalicos, sales metdlicas, priones o
cualquier derivado, parte o combinacion de éstos. Otras dianas también se contemplan para uso en la presente
memoria. Se entendera que la diana también puede ser un facilitador del ensamblaje o activador.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "evento detectable" incluye un cambio en el microentorno de
una MNAzima o complejo MNAzima y/o complejo MNA inactivo, por ejemplo, un complejo MNAIi o un complejo que
comprende componentes para una apta-MNAzima en presencia de un inhibidor del ensamblaje. ElI cambio puede
ser, por ejemplo, manipulacion fisica, un cambio en la temperatura, un cambio en el pH, concentracion de sal, carga
eléctrica, carga magnética, un cambio en la concentracion de uno o mas analitos, aniones, cationes, quelantes o un
cambio en la concentracion de MNA o componentes moduladores, o cualquier combinacion de éstos. También se
entendera que la referencia a un "cambio en la concentracion de" incluye un incremento o una disminucioén en la
concentracion y también incluye la aparicién de una entidad, incluyendo cualquier componente(s) para uno 0 mas
complejos MNA, por ejemplo un facilitador del ensamblaje o componente facilitador del ensamblaje, que estaba
previamente ausente o a concentracion indetectable en el microentorno del complejo MNA, incluyendo uno o mas
componente(s) para uno o mas complejos MNA incluyendo MNAzimas y apta-MNAzimas, complejos MNAzima y
complejos apta-MNAzima y/o complejos MNA inactivos.

Las entidades que representan eventos detectables también pueden usarse como "activadores" o "inhibidores" de la
actividad catalitica de las MNAzimas ya que los cambios en el microentorno pueden usarse para manipular la
actividad catalitica de los complejos MNA. Como tales, estas entidades permiten que la actividad catalitica de las
MNAzimas se "active" o "inactive", por ejemplo estimulando la transicion de un complejo MNA inactivo a una
MNAzima activa, o viceversa. En algunas realizaciones, el evento o entidad estimula el ensamblaje y activacion de
las MNAzimas. En algunas realizaciones, el evento o entidad estimula el desensamblaje e inactivacion de las

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 425066 T3

MNAzimas. En otras realizaciones, el evento o entidad puede dirigir el ensamblaje o desensamblaje de complejos
MNA inactivos. En realizaciones preferidas, el proceso de activacion e inactivacién de la actividad catalitica de la
MNAzima es reversible.

Alternativamente, los complejos de acidos nucleicos multi-componente pueden ser inactivos debido a la composicién
del microentorno, que puede estimular bien el desensamblaje de los componentes del complejo MNA o el
ensamblaje sdlo de un subconjunto de aquellas moléculas requeridas para la formacion de MNAzimas
cataliticamente activas. En algunas realizaciones, el componente activador facilitador del ensamblaje es el producto
de una reaccion que ocurre en el microentorno del complejo MNA inactivo y/o MNAzima.

Un "efecto detectable" o sefal "de salida" es un efecto que puede detectarse o cuantificarse como una indicacion de
que se ha producido la modificacién de un o unos sustratos. La magnitud del efecto puede ser indicativa de la
cantidad de una entrada tal como un facilitador del ensamblaje (por ejemplo, una diana). El efecto detectable puede
detectarse por una variedad de métodos, incluyendo espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmon
superficial, espectroscopia de masas, RMN, resonancia de giro electrénico, espectroscopia por polarizacién de
fluorescencia, dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria, escintigrafia, métodos
electronicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, métodos enzimaticos o cualquier combinacion de éstos.

Un facilitador del ensamblaje "activador" o parte facilitadora del ensamblaje es una molécula que puede usarse para
controlar el ensamblaje de MNAzimas activas o facilitar la transicion de complejos de acidos nucleicos multi-
componente inactivos a MNAzimas activas. Dichos complejos de acido nucleico multi-componente pueden ser
cataliticamente inactivos debido a la presencia de un inhibidor de la actividad, tal como en los complejos MNA..

El término "inhibidor de la actividad" se refiere a cualquier entidad que puede unirse a uno o0 mas componentes de un
complejo MNA y dirigir el ensamblaje del complejo "MNAI" cataliticamente inactivo (por ejemplo, Figuras 4, Figura
5(iii), Figura 13). La inhibicién de la actividad catalitica por el inhibidor de la actividad esta mediada por una "parte
inhibidora de la actividad", también denominada un "componente inhibidor de la actividad" o un "dominio inhibidor de
la actividad" que es sustancialmente non-complementario a las partzimas. En realizaciones preferidas, un inhibidor
de la actividad puede comprender varios dominios funcionales distintos, por ejemplo, incluyendo pero no limitado a,
dominios funcionales en cualquier combinacion seleccionados de un dominio inhibidor de la actividad, un dominio
facilitador del ensamblaje, un dominio de sustrato, y/o un dominio informador. Dichos dominios funcionales distintos
pueden o no coincidir con varios dominios estructurales distintos en un inhibidor de la actividad. De acuerdo con
esto, en algunas realizaciones, un inhibidor de la actividad puede comprender un dominio inhibidor de la actividad
que es sustancialmente no complementario a los componentes partzima y que ejerce un efecto inhibidor mediante la
alteracion de la estructura secundaria requerida para la formacién de una MNAzima cataliticamente activa. La
presencia de un inhibidor de la actividad dirige el ensamblaje de complejos MNAI inactivos que son capaces de
interaccionar con, pero no modificar cataliticamente, un sustrato. En algunas realizaciones, un inhibidor de la
actividad puede comprender un dominio facilitador del ensamblaje.

En algunas realizaciones, el inhibidor de la actividad puede incluir ademas un conector o sustrato Iabil o escindible,
que puede estar localizado entre dos o0 mas dominios en el inhibidor de la actividad, por ejemplo un dominio inhibidor
de la actividad y un dominio facilitador del ensamblaje activador. La escision en el sitio del sustrato o conector puede
permitir la separacién de una parte inhibidora de la actividad de una parte facilitadora del ensamblaje activadora, que
puede funcionar como un componente facilitador del ensamblaje y dirigir el ensamblaje de una MNAzima activa.

En algunas realizaciones, un componente MNA tal como un inhibidor de la actividad puede conjugarse con otras
entidades. En algunas realizaciones, el componente (por ejemplo, inhibidor de la actividad) podria conjugarse con
una nanoparticula de oro acoplada a un campo magnético de radio-frecuencia para permitir el control electrénico
remoto de la hibridacién. En esta estrategia, los campos magnéticos de radio-frecuencia funcionan como antenas
que permiten la desnaturalizaciéon térmica reversible de oligonucleétidos especificos, a la vez que dejan las
moléculas circundantes relativamente inalteradas. En algunas realizaciones, el componente (por ejemplo, inhibidor
de la actividad) podria marcarse con biotina para facilitar la captura y aislamiento fisico del componente.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "inhibidor del ensamblaje" es un componente que inhibe el
ensamblaje de una MNAzima o un complejo MNAzima por unién complementaria a un componente esencial de una
MNAzima activa o complejo MNAzima, por ejemplo por unién a un componente partzima o un facilitador del
ensamblaje o un sustrato. La union de la secuencia del inhibidor del ensamblaje al menos a un primer componente
MNAzima o complejo MNAzima da lugar a la competicién entre el inhibidor del ensamblaje y dicho primer
componente para unirse a un segundo componente MNAzima o complejo MNAzima. Por ejemplo, el inhibidor del
ensamblaje puede unirse bien a un brazo de sustrato de partzima (que se une al sustrato) o un brazo sensor de
partzima (que se une al facilitador del ensamblaje). Cuando el inhibidor del ensamblaje es complementario a (y se
une a) el brazo de sustrato, compite (y bloquea) la union del sustrato a la partzima (Figura 7) y por lo tanto bloquea
la formacion de complejos MNAzima. Cuando el inhibidor del ensamblaje es complementario a (y se une a) el brazo
sensor, compite (y bloquea) la unién del facilitador del ensamblaje a la partzima y por lo tanto bloquea la formacién
de MNAzimas activas. De esta manera un inhibidor del ensamblaje bloquea el ensamblaje de MNAzimas y/o
complejos MNAzima. La molécula inhibidora del ensamblaje puede usarse para controlar el ensamblaje de
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MNAzimas y complejos MNAzima, y permitir ademas el desarrollo de estrategias para la deteccion de analitos tanto
distintos de acido nucleico como de acido nucleico.

Los términos "sustrato" y "molécula sustrato” tal y como se usan en la presente memoria incluyen cualquier molécula
que es capaz de ser reconocida, sobre la que puede actuar o ser modificada por una enzima incluyendo una enzima
de acidos nucleicos. La modificacion del o de los sustratos proporciona la sefal "de salida" para la monitorizacién de
la actividad del sistema MNA. En realizaciones particulares, uno o mas sustratos pueden ser reconocidos y
modificados por una enzima. En otras realizaciones, uno o mas sustratos pueden ser reconocidos y modificados por
un acido nucleico con actividad catalitica. En realizaciones preferidas, un sustrato o sustratos pueden ser
reconocidos y modificados por una MNAzima. La modificacién de un sustrato o sustratos puede medirse por la
aparicion de, o incremento de, un o unos productos de la reaccion de modificaciéon, o por la desaparicion de, o
disminucion de, un o unos sustratos modificados en la reaccidén o reacciones. Se entendera que la referencia a un
sustrato puede referirse al menos a uno de dos o mas sustratos cuando se usa en el contexto de una reaccién que
requiere dos o mas sustratos tal como una reaccién de ligacion.

Un sustrato o sustratos pueden modificarse por varias actividades enzimaticas incluyendo pero no limitado a
escision o ligacion. Tal y como se usa en la presente memoria, un sustrato puede incluir un "sustrato escindible" que
se puede escindir enzimaticamente o un "sustrato ligable" o "sustrato de ligasa" que se puede ligar enzimaticamente.

Un "sustrato informador" tal y como se usa en la presente memoria es un sustrato (o sustratos) que esta
particularmente adaptado a facilitar la medida de la desaparicion de un sustrato o la apariciéon de un producto
respecto a una reaccion catalizada. Los sustratos informadores pueden estar libres en disolucion o unidos (o
"ligados"), por ejemplo, a una superficie, o0 a otra molécula. Un sustrato informador puede estar marcado con
cualquiera de una gran variedad de medios incluyendo, por ejemplo, fluoréforos (con o sin uno o mas componentes
adicionales, tales como apantalladores), marcadores radiactivos, biotina (por ejemplo, biotinilacion) o marcadores
quimioluminiscentes.

Tal y como se usa en la presente memoria, "sustratos genéricos" son sustratos, por ejemplo sustratos informadores,
que son reconocidos por y sobre los que actua cataliticamente una pluralidad de MNAzimas, cada una de las cuales
puede reconocer un facilitador del ensamblaje diferente. El uso de dichos sustratos facilita el desarrollo de ensayos
separados para la deteccion, identificacion o cuantificacion de una amplia variedad de facilitadores del ensamblaje
usando MNAzimas estructuralmente relacionadas todas las cuales reconocen un sustrato genérico universal. Estos
sustratos genéricos puede estar cada uno marcado independientemente con uno o mas marcadores. En
realizaciones preferidas, se usan marcadores detectables independientemente para marcar uno o mas sustratos
genéricos para permitir la creacion de un sistema conveniente para detectar independientemente o simultdneamente
una variedad de facilitadores del ensamblaje usando MNAzimas. En algunas realizaciones, los sustratos escindidos
por las MNAzimas podrian reconstituirse, y por lo tanto reciclarse, usando una MNAzima o ADNzima ligasa. En
algunas realizaciones, el o los sustratos escindidos o ligados por las MNAzimas pueden usarse ademas como
componentes o moduladores de MNAzima(s) o ADNzima(s) adicionales.

El término "producto” se refiere a la nueva molécula o moléculas que se producen como resultado de la modificacion
enzimatica de un sustrato. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "producto de escision" se refiere a
una nueva molécula producida como resultados de la actividad de escision o endonucleasa de una enzima. El
término "producto de ligacion" se refiere a una nueva molécula producida como resultado de la ligacion de sustratos
por una enzima.

El término complejo "MNAI" tal y como se usa en la presente memoria se refiere a un complejo MNA que esta en un
estado cataliticamente inactivo, en el que la actividad catalitica esta inhibida por un "inhibidor de la actividad" como
se define en la presente memoria. En realizaciones preferidas, el complejo MNAIi puede ser cataliticamente inactivo
debido a la unién de un oligonucleétido inhibidor de la actividad, por ejemplo, como se representa en la Figura 4, que
muestra un disefio ejemplar de un complejo MNAi. Un complejo MNAIi puede formarse cuando una partzima A,
partzima B, un facilitador del ensamblaje y un inhibidor de la actividad se asocian para formar un complejo inactivo
qgue puede unirse a un sustrato pero no modificarlo.

Tal y como se usa en la presente memoria un "aptamero" puede comprender una estructura que tiene la capacidad
de reconocer uno o mas ligandos. Por ejemplo, el reconocimiento puede tener un alto grado de especificidad debido
a un nivel estructural mayor del aptamero, tal como, un dominio o bolsillo de unién tridimensional. Los aptameros
pueden unirse por lo tanto a proteina, polipéptido, péptido o acido nucleico, glicoproteinas, lipidos, lipoproteinas,
células, virus, bacterias, archaea, hongos, anticuerpos, metabolitos, patdégenos, toxinas, contaminantes, venenos,
organismos completos, moléculas pequefas, polimeros, iones metalicos, sales metdlicas, priones o cualquier
derivado, parte o combinacién de éstos, o cualquier otra entidad. Los aptameros preferidos de la presente memoria
pueden comprender oligdmeros de ADN o ARN monocatenarios cortos que pueden aislarse a partir de bibliotecas
complejas de acido nucleico sintético por un proceso iterativo de adsorcion, recuperacion y reamplificacion. Otros
aptameros preferidos de la presente memoria pueden comprender proteina, polipéptido, péptido o filbmeros o una
combinacién de éstos que tiene la capacidad de reconocer uno 0 mas ligandos. Los aptameros pueden generarse
por lo tanto frente a casi cualquier diana, variando de moléculas pequefias tales como aminoacidos, o antibidticos a
estructuras proteicas y de acido nucleico. Un aptamero puede usarse para construir interruptores moleculares en
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complejos MNA que contienen inhibidores del ensamblaje. La presencia de un ligando activador puede activar la
actividad de la MNAzima y la eliminacion de un ligando activador puede inactivar la actividad de una MNAzima.
Ademas, los aptameros pueden usarse para facilitar la deteccién de ligandos que son acidos nucleicos o no son
acidos nucleicos. La deteccion de un ligando puede usarse ademas para desencadenar una cascada de
amplificacion.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "cascada" se refiere a cualquier sucesion de procesos u
operaciones que ocurren en etapas sucesivas, en la que la ocurrencia de cada etapa es tipicamente dependiente de
la ocurrencia de una etapa anterior. Tal y como se usa en la presente memoria una cascada puede ser una "cascada
lineal" en la que las etapas (o etapas de reaccion) ocurren en una direccion y la ocurrencia de cada etapa (o paso)
es dependiente de la ocurrencia de una etapa o paso anterior. Tal y como se usa en la presente memoria, el término
"cascada con retroalimentacion" o "cascada de amplificacion con retroalimentacion” se refiere a cualquier sucesion
de procesos u operaciones que ocurren en etapas sucesivas, en la que la ocurrencia de cada etapa es tipicamente
dependiente de la ocurrencia de una etapa anterior y mediante la cual la ocurrencia de una etapa anterior
tipicamente depende de procesos u operaciones que ocurren en etapas posteriores. En las cascadas con
retroalimentacion, el producto de cualquier etapa anterior podria servir como un componente o sustrato para
cualquier etapa posterior y el producto de cualquier etapa posterior podria servir como un componente o sustrato
para cualquier etapa anterior. La cascada puede implicar la activacion de un complejo MNAi mediante la eliminacion
de la influencia de un inhibidor de la actividad o componente de éste.

Una cascada puede incluir por lo tanto, pero no esta limitada a, una cascada enzimatica o cualquier otra cascada de
transduccion de la sefial. En algunas realizaciones, una cascada puede comprender la amplificacién de una sefial
que resulta de la actividad catalitica de una MNAzima. En algunas realizaciones, una cascada puede comprender la
amplificacion de una sefal que resulta de la actividad catalitica de una MNAzima con actividad de escisién. En
algunas realizaciones, una cascada puede comprender la amplificacién de una sefal que resulta de la actividad
catalitica de una MNAzima con actividad ligasa. En algunas realizaciones, una cascada puede comprender la
amplificacion de una sefal que resulta de la actividad catalitica de ADNzimas o MNAzimas con actividad ligasa y
ADNzimas o MNAzimas con actividad de escision. En realizaciones preferidas, dicha cascada de amplificacion
puede implicar la amplificacién repetida y por lo tanto ciclica de una sefial, en la que la actividad catalitica de una
primera enzima de acidos nucleicos crea una molécula requerida para la modificacién de un o unos sustratos por
una segunda enzima de acidos nucleicos, que puede a su vez crear una molécula requerida para la modificaciéon de
un o unos sustratos por una o mas enzimas de acidos nucleicos adicionales. En algunas realizaciones, la molécula
requerida que se crea puede incluir pero no esta limitada a una partzima, una enzima de acidos nucleicos, por
ejemplo una ADNzima, un facilitador del ensamblaje, un componente facilitador del ensamblaje, un sustrato, un
brazo estabilizador, un componente o parte de éste o una combinaciéon de éstos. En algunas realizaciones, una
cascada puede implicar por lo tanto la produccion de un efecto acumulativo, y detectar asi una diana poco
abundante mediante la generacion de una sefal a un nivel al que puede detectarse. En otras realizaciones, pueden
emplearse mas de dos etapas cataliticas. La cascada puede ser lineal. En una realizacion preferida, la cascada
puede ser exponencial. En realizaciones preferidas, la cascada puede ser una cascada de amplificacién con
retroalimentacion.

Las abreviaturas siguientes se usan en la presente memoria y a lo largo de la especificacion:
MNA: acido nucleico multi-componente;

complejo de MNA: complejo de acido nucleico multi-componente; MNAzima: enzima de acidos nucleicos
multi-componente;

MNA:I: inhibidor de acido nucleico multi-componente;
ADNzima: enzima acido desoxirribonucleico;

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa;
RT-PCR: reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa;
LNA: acido nucleico bloqueado;

PNA: acido nucleico peptidico;

An: analito o diana;

F: fluoréforo;

Q: apantallador;

FAM 6 6-FAM: 6-Carboxifluoresceina.

BHQ1: Apantallador Black Hole 1
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BHQ2: Apantallador Black Hole 2
ARNSsh: ARN de horquilla corto
ARNSsi: ARN de interferencia corto
ARNm: ARN mensajero
ARNt: ARN de transferencia
ARNsno: ARN nucleolar pequeio
ARNSst: ARN temporal pequefio
ARNsm: ARN modulador pequefio
pre-microARN: microARN precursor
pri-microARN: microARN primario
GTP: guanosina 5'-trifosfato
CTP: citosina 5'-trifosfato
dATP: desoxiadenosina 5'-trifosfato
ATP: adenosina 5'-trifosfato
LP: producto de ligacion
CP: producto de escision
oligo: oligonucleotido

Descripcion detallada de realizaciones ilustrativas

Debe entenderse al inicio, que las figuras y ejemplos proporcionados en la presente memoria son para ejemplificar, y
no para limitar la invencion y sus diferentes realizaciones.

Segun la presente invencion, se proporcionan métodos que utilizan complejos de acidos nucleicos multi-componente
(MNA). Los complejos MNA son enzimas activas (MNAzimas) con actividad ligasa. Ademas, la descripcion se refiere
a cascadas que también pueden incluir una o mas ADNzimas. La descripcion también se refiere a métodos que usan
estas cascadas para la identificacion, deteccion y cuantificacion de facilitadores del ensamblaje tales como dianas.

1. Complejos MNA incluyendo MNAzimas y complejos MNA inactivos

La enzima de Acidos Nucleicos Multi-componente (también referida en la presente memoria como "MNAzimas") e
inhibidores de éstas se describen con detalle en US 2007/0231810 presentada el 6 de octubre, 2006y US
2011/0143338y en las solicitudes internacionales en tramitaciéon con la presente PCT/AU2006/001473y
PCT/AU2007/001517. Las MNAzimas son capaces de auto-ensamblarse a partir de dos o mas componentes
oligonucleotidicos, también referido en la presente memoria como partzimas. Los oligonucleétidos partzima se auto-
ensamblan en presencia de un facilitador del ensamblaje de MNAzima para formar una MNAzima. Las MNAzimas
son por lo tanto enzimas de acidos nucleicos cataliticamente activas. En algunas realizaciones, la presencia de una
MNAzima puede detectarse y es indicativa de la presencia de una diana, porque la MNAzima sélo se forma en
presencia de la diana, en el que la diana comprende el facilitador del ensamblaje. En la presente memoria se
proporciona una amplia variedad de ensayos basados en los principios basicos resaltados anteriormente. En la
presente memoria también se proporcionan composiciones que comprenden oligonucleétidos capaces de formar
MNAzimas, y MNAzimas con diferentes secuencias. En algunas realizaciones, al menos uno de los componentes
oligonucleotidicos, facilitador del ensamblaje, inhibidor de la actividad o sustrato puede comprender un aptamero
que es capaz de unirse a un activador o diana.

La presente descripcion describe nuevos métodos y aplicaciones para enzimas y complejos de acidos nucleicos. La
descripcién proporciona componentes oligonucleotidicos que pueden usarse para formar una MNAzima con
actividad ligasa que puede ser Util en la deteccion de analitos, en formatos de una etapa o en reacciones en cascada
de enzimas de acidos nucleicos.

Ademas, las MNAzimas con actividad ligasa u otras actividades cataliticas modificadoras pueden usarse para
manipular la actividad de otras MNAzimas creando nuevos componentes que podrian dirigir la formacién de una
nueva MNAzima activa o complejo MNAzima o para estimular el ensamblaje de una estructura alternativa que
carece de actividad catalitica.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 425066 T3

Las MNAzimas con actividad ligasa u otra actividad catalitica pueden crear nuevos componentes para enzimas de
acidos nucleicos o complejos de enzimas de acidos nucleicos tales como nuevas MNAzima o componentes de
complejo MNAzima (por ejemplo, facilitadores del ensamblaje, partzimas, sustratos, brazos estabilizadores) o
componentes de complejo ADNzima (por ejemplo, ADNzimas activas o sustratos de ADNzima).

Alternativamente, las MNAzimas pueden usarse para dirigir la formacion de complejos MNA inactivos, incluyendo
complejos MNAI. Los complejos MNAi comprenden componentes oligonucleotidicos, que serian capaces de ser
ensamblados en MNAzimas activas en condiciones apropiadas, pero que cuando se ensamblan con un "inhibidor de
la actividad" resultan en la formacién de complejos que son cataliticamente inactivos. Dichos complejos MNA
inactivos se definen en la presente memoria como complejo "MNAI", y dicha inactividad puede resultar de ejercer
una influencia inhibidora por un inhibidor de la actividad. Los complejos MNAIi pueden interaccionar con el sustrato a
través de los brazos de sustrato de los componentes partzima, pero no pueden modificar cataliticamente el sustrato.
El inhibidor de la actividad pueden incorporar entidades adicionales para facilitar la eliminaciéon por medios fisicos
que pueden incluir, pero no estan limitados a, entidades tales como acidos nucleicos unidos, nanoparticulas,
microparticulas, proteinas, anticuerpos, ARN, ADN, analogos de acido nucleico, grupos biotina, glicoproteinas,
lipoproteinas, acidos nucleicos peptidicos, acidos nucleicos bloqueados, quimeras de péptido-acido nucleico, resto
de radio-frecuencia o cualquier combinacion de éstos. El complejo MNAI representa un estado "inactivo" mientras
que la transicion a una MNAzima representa un estado "activo".

La presente descripcion describe MNAzima ligasas y su uso como un mecanismo para cambiar de una MNAzima
activa a un complejo MNAI inactivo (Figura 13). La MNAzima ligasa podria usarse para ligar un componente inhibidor
de la actividad a un componente facilitador del ensamblaje para crear un inhibidor de la actividad. Cuando un
inhibidor de la actividad se une y reemplaza un componente facilitador del ensamblaje en una MNAzima activa, el
complejo se cambia a un complejo MNAI inactivo.

Otros complejos MNA pueden contener parte o todos los componentes de una MNAzima pero no son
cataliticamente activos porque algunos componentes requeridos no se han asociado para formar una MNAzima
activa o el microentorno es incompatible con la actividad catalitica de una MNAzima. La actividad catalitica puede
activarse después de la aparicidon de un evento particular, por ejemplo, incluyendo pero no limitado a, la presencia
de un componente activador, por ejemplo, un facilitador del ensamblaje, o un cambio en parametros incluyendo pero
no limitado a un cambio en la temperatura, longitud de onda, presion, concentracion de sal, detergente, cationes o
cualquier otro pardmetro. En algunas realizaciones, la actividad catalitica de una enzima de acidos nucleicos, tal
como una MNAzima que esta presente en el microentorno, puede crear un nuevo activador para una nueva enzima
de acidos nucleicos o complejo de enzima de acidos nucleicos que puede incluir, pero no esta limitado a, un
facilitador del ensamblaje o una partzima.

En realizaciones preferidas, las MNAzimas estan basadas en una o0 mas ADNzimas y/o ribozimas. Se sabe que las
ADNzimas y/o ribozimas pueden realizar la modificacion catalitica de al menos un sustrato en el que la modificacion
puede seleccionarse del grupo que comprende escision de acidos nucleicos, ligacion de acidos nucleicos,
fosforilacion de acidos nucleicos, adicion de una cubierta a los acidos nucleicos, adenilacion de aminoacidos,
sintesis de cofactores, polimerizacién de ARN, polimerizacion dirigida por molde, conjugacién ARN-proteina,
reaccion de aldol, oxidacion de alcoholes, reduccion de aldehidos, sintesis de nucleétidos de purina y pirimidina,
alquilacion, sintesis de amida, sintesis de urea, formacion de enlaces peptidicos, sintesis de peptidil-ARN,
transferencia de acilo, aminoacilacion, hidrélisis de carbonato, alquilacién de fésforotioato, metalacion de porfirina,
formacion de enlaces carbono-carbono, formaciéon de nanoparticulas de Pd, isomerizaciéon de bifenilo, formacién de
enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilacion de ADN, fotoreversion de dimeros de timina y escision
de fosforamidato.

Los componentes partzima mas preferidos para MNAzimas estan basados en una estructura de ADNzima particular.
Las estructuras presentemente preferidas para MNAzimas con actividad de escisién estan basadas en ADNzimas
que escinden, incluyendo las ADNzimas 10:23 y 8:17. Las estructuras presentemente preferidas para MNAzimas
con actividad ligasa estan basadas en ADNzima ligasas que ligan sustratos y crean uniones 2' &', tales como las
ADNzimas "7Z81" y "7Z48" y 7Q10, asi como ADNzima ligasas que ligan sustratos y crean uniones 3'-5' tales como
la 9DB1 ligasa. En varias realizaciones, las MNAzimas y complejos MNA inactivos comprenden una o dos bases de
ribonucledtido y bases de desoxirribonucleétido. En realizaciones mas preferidas, una MNAzima y complejo MNA
inactivo esta basado al menos en parte en la estructura de una ADNzima. En otras realizaciones preferidas, las
MNAzimas y los complejos MNA inactivos comprenden al menos algunas bases de desoxirribonucleétido o analogos
de éstas. En realizaciones mas preferidas, las partes de nucleo catalitico de la partzima ensambladas en una
MNAzima comprenden una o mas bases de desoxirribonucleétido o analogos de éstas. En realizaciones aun més
preferidas, una o mas bases de desoxirribonucleétido o analogos de éstas estan implicadas en la catalisis de un
sustrato por una MNAzima. En otras realizaciones, al menos una base de desoxirribonucleétido, o su analogo, en el
nucleo catalitico mejora la actividad catalitica de una MNAzima. En otras realizaciones mas, existe un requerimiento
estricto para al menos una base de desoxirribonucleétido, o su analogo, en el nucleo catalitico de la MNAzima para
que se produzca la catalisis en una proporcion mensurable, respecto a la de una MNAzima comparable en la que no
esta presente la base de desoxirribonucleétido.
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La presente descripcion describe MNAzima ligasas que son capaces de auto-ensamblarse a partir de dos o mas
componentes oligonucleotidicos, también referidos en la presente memoria como partzimas. Los oligonucleétidos
partzima se auto-ensamblan en presencia de al menos un facilitador del ensamblaje de MNAzima ligasa para formar
una MNAzima ligasa. Las MNAzima ligasas son por lo tanto ligasas de acido nucleico cataliticamente activas.

Una MNAzima ejemplar con actividad ligasa que comprende una primera partzima y una segunda partzima se
representa en la Figura 10. Respecto a la Figura 10, la primera partzima y la segunda partzima cada una se une a
un facilitador del ensamblaje (por ejemplo, mediante emparejamiento de bases de Watson-Crick). La MNAzima
ligasa s6lo se forma cuando los brazos sensores (i) de la primera partzima y la segunda partzima hibridan
adyacentes entre si en el facilitador del ensamblaje. Los brazos de sustrato (iii) de la MNAzima reclutan los
sustratos, cuya modificacion (ligacion) esta catalizada por el ndcleo catalitico de la MNAzima ligasa, formado por la
interaccion de los dominios cataliticos (ii) de la primera partzima y la segunda partzima. La ligacién de dos sustratos
de acido nucleico se ejemplifica en el dibujo.

En algunas realizaciones, la presencia de una MNAzima con actividad ligasa puede detectarse y es indicativa de la
presencia de una diana, porque la MNAzima ligasa s6lo se forma en presencia de la diana, en el que la diana
comprende el facilitador del ensamblaje. En la presente memoria se proporciona una amplia variedad de ensayos
basados en los principios basicos resaltados anteriormente. En la presente memoria también se proporcionan
composiciones que comprenden oligonucleotidos capaces de formar MNAzimas ligasas, y MNAzimas ligasas con
diferentes secuencias.

Por ejemplo, las estructuras de MNAzima ligasa estan basadas en una o mas ADNzima ligasas. Mas preferidas son
aquellas estructuras de MNAzima ligasa que estan basadas en una estructura de ADNzima ligasa particular. Las
estructuras presentemente preferidas estan basadas en ADNzima ligasas incluyendo las ADNzima ligasas 7Q10,
7781, 7248 y 9DB1.

Un facilitador del ensamblaje tal como un acido nucleico diana puede detectarse usando una MNAzima con actividad
ligasa. En un escenario, el suministro de acido nucleico diana es la etapa iniciadora que resulta en la formacion de
una MNAzima con actividad ligasa. Respecto a la Figura 12, el acido nucleico diana iniciador seria el facilitador del
ensamblaje B y el facilitador del ensamblaje A seria una molécula sintética incluida para dirigir el ensamblaje de la
MNAzima A. La MNAzima A tendria entonces el Unico propdsito de generar un sustrato ligable B 5' con un extremo
fosfato ciclico 2'3' en una reaccién que podria afiadirse a la reaccion que detecta el facilitador del ensamblaje diana
B usando una MNAzima B con actividad ligasa. Esta estrategia podria proporcionar un método practico para producir
sustratos con extremos especificos tales como fosfatos ciclicos 2'3' que pueden ser costosos de sintetizar y pueden
ser relativamente instables. Ademas, respecto a la Figura 12, las partzimas MNAzima A y el facilitador del
ensamblaje A podrian reemplazarse por una ADNzima con actividad de escision presente bien en una reaccion
preliminar separada para la generacion de un sustrato ligable o la ADNzima podria estar presente en la misma
mezcla de reaccion que la MNAzima con actividad ligasa. El Ejemplo 11 demuestra que la escision y la ligacion
usando una combinacién de una MNAzima y una ADNzima pueden realizarse en una Unica mezcla de reaccion.

Segun se proporciona en la presente memoria, las MNAzimas y los complejos MNA inactivos pueden contener una o
mas sustituciones tales como analogos, derivados, bases modificadas o alteradas, ribonucleétidos, alteraciones del
nucleo de azucar o fosfato, varias deleciones, inserciones, sustituciones, duplicaciones u otras modificaciones, o
cualquier combinacién de éstas, muy conocidas para los expertos en la técnica. Dichas modificaciones,
sustituciones, deleciones, inserciones, etc pueden hacerse en los brazos sensores y/o de sustrato y/o en las partes
de nucleo catalitico, de manera que la molécula retiene la actividad catalitica. Las sustituciones y modificaciones en
los brazos que unen el sustrato o facilitador del ensamblaje pueden tolerarse bien y de hecho son la base de que se
permita la personalizacién de las moléculas a diferentes sustratos/facilitadores del ensamblaje. Por ejemplo, la
modificaciéon de los brazos sensores permitira la personalizacion a diferentes facilitadores del ensamblaje, mientras
que la modificacién de los brazos de sustrato permitira la personalizaciéon a diferentes sustratos. El analisis de
multiples sustratos (por ejemplo, sustratos genéricos) permite la monitorizacion simultanea de multiples "efectos
detectables" o sefiales de "salida" como una indicacién de la presencia del ensamblaje de multiples MNAzimas
activas en respuesta a un evento/s o entidad/es de entrada (por ejemplo, suministro de facilitador/es del ensamblaje)
que entonces son capaces de modificar multiples sustratos

En determinadas realizaciones preferidas, la invencion prevé MNAzimas con actividad catalitica que estan
comprendidas por desoxirribonucledtidos o que se obtienen a partir de dichas moléculas por determinadas
modificaciones/sustituciones etc. Como regla general, el reemplazo de la molécula completa, por ejemplo, con
ribonucledtidos, dara lugar a la molécula inactiva porque se basa para su actividad en determinados
desoxirribonucleétidos clave. De una manera correspondiente, algunos ribonucleétidos en una ribozima pueden
sustituirse con desoxirribonucleétidos pero el reemplazo de la molécula completa, por ejemplo, con
desoxirribonucleétidos dara lugar a la molécula inactiva.

El experto en la técnica apreciara que las MNAzimas con actividad de escision, ligacion u otras actividades
enzimaticas, y complejos MNA inactivos comprenden bien desoxirribonucleétidos o ribonucledtidos, o incluso ambos.
Estas MNAzimas y complejos MNA inactivos que comprenden al menos uno y mas preferiblemente, todos,
oligonucledtidos con componente desoxirribonucledtido son presentemente preferidas. También se prefieren
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aquellas MNAzimas y complejos MNA inactivos que comprenden al menos una base desoxirribonucleétido, o su
analogo, en al menos uno de los nucleos cataliticos de las partzimas. Aun mas preferidas son aquellas realizaciones
en las que se requiere una base para la actividad catalitica de una MNAzima con actividad de escision, ligasa u otra
actividad enzimatica.

En determinadas realizaciones, al menos un componente de un complejo MNA puede comprender una regiéon de
auto complementariedad que puede, en algunas condiciones, formar una estructura en horquilla. En una realizacion,
una region de auto complementariedad puede estar localizada en uno o ambos de los brazos sensores de la
partzima. En otra realizacion, la regién de auto complementariedad puede estar localizada en uno o ambos de los
brazos de sustrato de la partzima. En otra realizacion, una regién o regiones de auto complementariedad pueden
estar presentes en un componente facilitador del ensamblaje, un inhibidor del ensamblaje o un inhibidor de la
actividad, o cualquier combinacién de éstos. En otras realizaciones, los complejos MNA pueden unirse a sustratos
que pueden contener regiones de auto complementariedad.

En cualquiera de los aspectos anteriores, la modificacion catalitica de al menos un sustrato se selecciona del grupo
que consiste en escision de acidos nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, fosforilacién de acidos nucleicos, adicion
de una cubierta a los acidos nucleicos, adenilacion de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacion de ARN,
polimerizacion dirigida por molde, conjugacion ARN-proteina, reaccién de aldol, oxidacién de alcoholes, reduccion
de aldehidos, sintesis de nucledtidos de purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea,
formacion de enlaces peptidicos, sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacion, hidrdlisis de
carbonato, alquilacién de fosforotioato, metalacion de porfirina, formacién de enlaces carbono-carbono, formacién de
nanoparticulas de Pd, isomerizacion de bifenilo, formaciéon de enlaces éster, formacion de enlaces amida,
desglicosilacién de ADN, fotoreversion de dimeros de timina y escision de fosforamidato.

El experto en la técnica también apreciarda que las MNAzimas que comprenden ADN tienen ventajas sobre las
ribozimas uni-moleculares o multipartitas, por ejemplo, respecto a la estabilidad y facilidad de uso. También debe
apreciarse que en algunas realizaciones, las MNAzimas ofrecen ventajas sobre las enzimas de acidos nucleicos uni-
moleculares, por ejemplo ADNzimas, que soélo pueden reconocer una molécula que funciona tanto como diana como
sustrato. Ademas, la modificacion catalitica, por ejemplo escisidn, puede destruir la diana/sustrato de la ADNzima y
como tal la diana no esta disponible para otro ciclo de reconocimiento. Por el contrario, una unica MNAzima, por
ejemplo una MNAzima con actividad de escisidon, puede reconocer al menos dos moléculas, concretamente al
menos un facilitador del ensamblaje y al menos un sustrato. Como tal, un facilitador del ensamblaje, por ejemplo un
acido nucleico diana presente en una muestra, no se modifica cataliticamente en la reaccién y permanece disponible
para ciclos adicionales de modificacion de sustrato por la MNAzima. Ademas, una unica MNAzima que puede actuar
en dos sustratos (por ejemplo una MNAzima con actividad ligasa) puede reconocer al menos tres moléculas,
concretamente al menos un facilitador del ensamblaje y al menos dos sustratos. Estas propiedades de las
MNAzimas las hacen adaptables para sistemas o procesos que requieren que los componentes sean capaces de
"leer" una sefial "de entrada", por ejemplo detectar la presencia de un facilitador del ensamblaje, y "escribir" una
sefial "de salida", por ejemplo producir una sefial detectable indicativa de la modificaciéon enzimatica de un sustrato,
o por la creacién de un nuevo producto (por ejemplo, un nuevo facilitador del ensamblaje o componente) que puede
ser Util como una nueva sefial de entrada. Dichos procesos incluyen reacciones en cascada, puertas légicas y otros
procesos. Las MNAzimas podrian por lo tanto proporcionar un mecanismo para la transduccion de informacion, por
ejemplo, para recibir una sefial de entrada y responder con una respuesta de salida apropiada.

2. Métodos para regular el ensamblaje y desensamblaje de complejos MNA y aplicaciones para su uso.

El ensamblaje y desensamblaje de MNAzimas puede controlarse cambiando el microentorno. Los ejemplos de
dichos cambios incluyen, pero no estan limitados a, temperatura, tipo y concentraciéon de cation divalente,
concentracion de sal, pH, aditivos, y la presencia o ausencia de componentes criticos esenciales para el ensamblaje
y/o actividad de una MNAzima activa.

El ensamblaje de MNAzimas cataliticamente activas puede regularse de una manera dependiente de la temperatura.
En una realizacién, el ensamblaje de MNAzimas cataliticamente activas puede regularse de una manera
dependiente del pH. En una realizacién, el ensamblaje de MNAzimas cataliticamente activas puede regularse de una
manera dependiente de la presencia o ausencia de cationes divalentes o quelantes. En una realizacién, el
ensamblaje de MNAzimas cataliticamente activas puede regularse de una manera dependiente de la sal. En una
realizacion, el ensamblaje de MNAzimas cataliticamente activas puede regularse de una manera dependiente de la
concentracion ionica.

La MNAzima ensamblada representa un estado "activo", mientras que los componentes del complejo MNA
desensamblado representan un estado "inactivo". El ensamblaje y desensamblaje de los complejos MNA puede
controlarse por la temperatura. El estado "activo" puede inducirse cambiando la temperatura a una en el intervalo
que es compatible tanto con el ensamblaje como la actividad catalitica de una MNAzima o complejo MNAzima. A la
inversa, los estados "inactivos" pueden inducirse cambiando la temperatura fuera del intervalo que es compatible
bien con el ensamblaje y/o la actividad catalitica de una MNAzima o complejo MNAzima. Las temperaturas de fusion
de los componentes de los complejos MNA pueden ajustarse para permitir sélo el ensamblaje en un intervalo de
temperatura restringido. Los oligonucleétidos que son particularmente Utiles en este aspecto de la descripcion
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incluyen pero no estan restringidos a, componentes del brazo estabilizador, componentes de partzima con brazos
sensores truncados y componentes del facilitador del ensamblaje y/o oligonucleétidos moduladores. Los complejos
MNA rinden una gran flexibilidad en la que los componentes del disefio basico (Figura 1) se han dividido
adicionalmente en subunidades o partes de componente mas pequefias (Figura 2), cuya secuencia puede
personalizarse respecto a la temperatura de fusion, la composicion y complementariedad de la secuencia, o
ausencia de ésta, con otros oligonucleétidos componentes. Respecto a la Figura 2 un experto en técnica apreciara
que el brazo de partzima, que esta truncado, podria ser cualquiera de los siguientes: el brazo sensor de la partzima
A, el brazo sensor de la partzima B, el brazo de sustrato de la partzima A, el brazo de sustrato de la partzima B, o
cualquier combinacioén de éstos.

Respecto a la Figura 6, se muestran disefios ejemplares adicionales para complejos MNAzima activos. Los
complejos MNAzima con las estructuras como se ejemplifica en la Figura 6 también podrian usarse para modificar
sustratos de maneras distintas de la escision, por ejemplo, las estructuras de MNAzima también podrian ligar
sustratos.

La sensibilidad de una MNAzima a la temperatura puede explotarse para construir termo-sensores y reostatos. Si la
temperatura fuera bien demasiado alta, o demasiado baja, para el ensamblaje (hibridacion) de los oligonucleétidos
componentes, y/o para la actividad catalitica, entonces el sustrato de la MNAzima no se modificaria (por ejemplo,
escindiria o ligaria). Si la temperatura fuera permisiva para la actividad de la MNAzima entonces el sustrato se
modificaria y se generaria una sefial. Un aumento o caida en la temperatura desde una que es incompatible con la
actividad de la MNAzima, a otra que es compatible con la actividad de la MNAzima, se detectaria por una sefal
generada después de la modificacion del sustrato por la MNAzima. Las MNAzimas pueden proporcionar asi un
dispositivo capaz de detectar cambios de temperatura. Un experto en la técnica apreciara que los dispositivos
simples que usan MNAzimas para detectar la temperatura podrian aplicarse en muchas industrias incluyendo, por
ejemplo, las industrias farmacéuticas, de alimentacion y agricolas

En otras realizaciones, una fuerza magnética puede regular la concentracion de cationes y por lo tanto proporcionar
un interruptor para modular la actividad de la MNAzima activa e inactiva. Los cationes cargados positivamente se
requieren para la actividad catalitica de algunas MNAzimas. Una fuerza magnética podria alternativamente inactivar
la actividad de la MNAzima separando fisicamente los oligonucleétidos de MNA cargados negativamente, por
ejemplo las partzimas, facilitadores del ensamblaje y sustratos o componentes de éstos, de los cationes cargados
positivamente, por ejemplo Mgz+. La MNAzima podria entonces ser activada de nuevo permitiendo que los
oligonucledtidos de MNA y los cationes entren otra vez en contacto.

En algunas realizaciones, los estados activos "activados" (MNAzima) pueden inducirse usando un pH en el intervalo
que es compatible con la actividad. A la inversa, un estado "inactivo' puede inducirse usando un pH fuera del
intervalo que es compatible con la actividad. El pH puede usarse ademas para controlar la actividad de los
complejos MNA induciendo la hidrdlisis de secuencias labiles, y asi creando o destruyendo un nuevo componente
para una MNAzima y/o complejo MNA inactivo.

La presencia o ausencia de cualquier componente de los complejos MNA puede proporcionar bien un interruptor
"activo" o "inactivo'. EI cambio, por ejemplo, de la secuencia oligonucleotidica, la temperatura de fusién y/o
concentracion puede conseguir una regulacion mas fina. El amplio alcance para disefios de componentes que
pueden ensamblarse en complejos MNA, por ejemplo facilitadores del ensamblaje con dos partes y/o componentes
partzima con dos partes (por ejemplo, con dominios sensores y brazos estabilizadores truncados), introduce
flexibilidad en los sistemas que puede permitir la personalizacion (ajuste fino) de las condiciones compatibles con la
hibridacion y por lo tanto el ensamblaje del complejo MNA. Ademas, la fuerza y astringencia de la hibridacion de la
union de oligonucledtidos especificos en un complejo MNA se ve afectada por muchos factores, incluyendo pero no
limitado a, concentraciéon de sal, concentracién de cationes, temperatura y presencia o ausencia de aditivos (por
ejemplo, DMSO). Como tales, las entidades que afectan la hibridacion pueden proporcionar una herramienta para
controlar el ensamblaje y desensamblaje de la MNAzima y/o complejos MNA inactivos.

La manipulacién fisica de componentes puede conseguirse, por ejemplo, explotando bien las propiedades fisicas de
los restos unidos como "ganchos" moleculares, y/o explotando las propiedades inherentes de los oligonucledtidos,
por ejemplo, carga negativa, o complementariedad de secuencia. En otra realizacion, el resto unido permite a los
oligonucleétidos ser capturados selectivamente, por ejemplo usando un grupo biotina. En otra realizacion, el resto
contiene una radio de campo magnético de radio-frecuencia para facilitar el control electronico remoto de la
hibridacion. Esta estrategia podria disefiarse para permitir la eliminacién selectiva de moléculas componentes por la
desnaturalizacion térmica dirigida de oligonucledtidos especificos en un complejo MNA, permitiendo asi la
activacion, o inhibicién, de la actividad enzimatica dependiendo de si la molécula componente es en si misma una
secuencia activadora o inhibidora. Por ejemplo, el inhibidor de la actividad puede desnaturalizarse selectivamente de
un complejo MNAI, permitiendo la transicién al estado de MNAzima activa.

Otras estrategias podrian usarse para eliminar la influencia de una molécula activadora o inhibidora y estimular asi el
ensamblaje o desensamblaje de MNAzimas activas y complejos MNA inactivos tal como complejos MNAI. Por
ejemplo, la hibridacién entre dos oligonucledtidos en un extremo monocatenario puede causar la migracién de
cadenas de ADN vy la apertura de regiones de acido nucleico bicatenario. El proceso de apertura de una region
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bicatenaria de acido nucleico por migracién de cadena también puede iniciarse en una regién monocatenaria que no
esta en el extremo de un duplex de acido nucleico. Por ejemplo, la migracién de cadena puede iniciarse en una
region monocatenaria que se encuentra entre dos regiones bicatenarias. En una realizacion, un inhibidor de la
actividad podria eliminarse de un complejo MNAIi por un oligonucleétido modulador tal como un oligonucleétido
desplazador que funciona por migracion de cadena. En otra realizacion, un sustrato de ligasa podria eliminarse de
un complejo MNAzima con actividad ligasa por un oligonucledtido modulador tal como un oligonucleétido
desplazador que funciona por migracion de cadena.

En otras realizaciones, pueden usarse oligonucleétidos complementarios para aventajar y por lo tanto "inactivar' o
desactivar componentes oligonucleotidicos, que en si mismos pueden comprender bien MNAzimas activas o
complejos MNAzima o complejos MNA inactivos. Los componentes que se inhiben por esta estrategia pueden
comprender componentes activadores o inhibidores bien de MNAzimas o complejos MNA inactivos.

Una estrategia ejemplar alternativa se disefia para facilitar el cambio de un complejo MNA entre el "estado activo" de
una MNAzima activa al "estado inactivo" de un complejo MNAIi usando una segunda MNAzima con actividad ligasa
(o una ADNzima con actividad ligasa). Respecto a la Figura 13, una MNAzima A activa, que podria ser capaz de
modificar (por ejemplo, escindir o ligar) un sustrato(s) A podria formarse en presencia del componente facilitador del
ensamblaje 1 (AFC 1) y componente facilitador del ensamblaje 2 (AFC 2). Una segunda MNAzima B, que tiene
actividad ligasa, podria formarse en presencia del facilitador del ensamblaje 3 (AF3) y podria ligar AFC 2 con un
componente inhibidor de la actividad (AIC) causando la formacién de un inhibidor de la actividad (Al). Este Al podria
unirse a los componentes partzima para la MNAzima A y resultar en la formaciéon de un complejo MNAI A que es
inactivo. Como tal la MNAzima ligasa en este ejemplo podria operar como un interruptor inactivador para inactivar la
MNAzima A.. Alternativamente, una ADNzima ligasa podria reemplazar la MNAzima B (MNAzima ligasa) y podria
operar como un interruptor inactivador para inactivar la MNAzima A. El complejo MNAI inactivo y la MNAzima
cataliticamente activa representarian dos estados alternativos para los componentes ensamblados, concretamente
un estado "inactivo" y el estado "activo" respectivamente. El experto en la técnica reconocera que los distintos
métodos proporcionados en la presente memoria pueden usarse generalmente para modular el ensamblaje o
actividad de complejos MNA Unicos o de complejos MNA multiples en una Unica reaccion o ensayo.

3. Uso de las composiciones como interruptores moleculares

Los expertos en la técnica reconoceran y entenderan que la presente invencion puede equipararse a un "interruptor"
bioldgico, cuyas aplicaciones se contemplan en la presente memoria. Los ejemplos ejemplares de mecanismos para
activar e inactivar la actividad de la MNAzima se listan en la Tabla 2 siguiente.

Tabla 2. Estados de MNA activo e inactivo y mecanismos para cambiar entre los dos estados.

Tipo Estado activo "activado" |Estado inactivo Ejemplo de un
"inactivado™ mecanismo, que puede
inducir la transicion entre
los estados activo e

inactivo.
Ensamblaje de MNAzima o |MNAzima o Componentes La temperatura puede ser
complejo MNAzima completamente o compatible o incompatible
parcialmente con el ensamblaje de
desensamblados MNAzimas o complejos
MNAzima
y desensamblaje complejo MNAzima para un complejo MNAzima |Puede proporcionarse o
completamente eliminarse un componente
ensamblado esencial MNAzima o

complejo MNAzima.

Activacioén o inactivacion de |Ligando activador presente |Ligando activador ausente |El ligando activador

complejos MNA que proporciona un interruptor
contienen componentes por eliminacién de un
para una apta-MNAzima y inhibidor del ensamblaje
un inhibidor del ensamblaje

Inhibidor del ensamblaje Inhibidor del ensamblaje Eliminacion,

eliminado proporcionado desplazamiento o

modificacién del inhibidor
del ensamblaje, por
ejemplo, por migracién de
cadena
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Tipo Estado activo "activado" |Estado inactivo Ejemplo de un
"inactivado™ mecanismo, que puede
inducir la transicién entre
los estados activo e

inactivo.
Estructuras del complejo MNAzima Complejo MNAI Eliminacion,
MNA alternativas desplazamiento o

modificacion del inhibidor
de la actividad, por ejemplo,
por migracioén de cadena o
usando una segunda
MNAzima con actividad
ligasa para crear un
inhibidor de la actividad

Inhibicion de la Catalisis MNAzima mas cation, por |MNAzima menos cationes, |Separacion de los cationes
ejemplo, Mg z por ejemplo, Mg z positivos del ADN cargado
negativamente (por
ejemplo, los componentes
MNA) usando, por ejemplo,
fuerza magnética

A este respecto, la presencia o ausencia de cualquier componente de los complejos de acidos nucleicos multi-
componente puede proporcionar bien un "activador" o interruptor "activador" o puede proporcionar un inhibidor o
interruptor "inactivador'.

En algunas realizaciones, la presencia o adicién de un brazo estabilizador puede proporcionar un interruptor
"activador". En una realizacién, pueden generarse nuevos brazos estabilizadores en el sistema durante una
reaccion, por ejemplo por escision de un sustrato, que pueden comprender, por ejemplo, otro componente del
complejo MNA. En ofras realizaciones, la ausencia, modificacion o eliminacién de un brazo estabilizador puede
proporcionar un interruptor "inactivador'.

En algunas realizaciones, la presencia de un facilitador del ensamblaje, o un componente de éste, puede
proporcionar un interruptor "activador". En algunas realizaciones, pueden generarse nuevos facilitadores del
ensamblaje por la escisién por MNAzima de componentes del complejo MNA, por ejemplo, por escision de un
sustrato incluyendo, pero no limitado a, aquellos sustratos que pueden servir como otro componente del complejo
MNA tal como un inhibidor de la actividad antes de la modificaciéon por escisién. En algunas realizaciones, los
facilitadores del ensamblaje pueden proporcionar sistemas de sefiales de "entrada" especificas, codificadas en la
secuencia. En algunas realizaciones, el facilitador del ensamblaje puede ser reconocido o "leido". En algunas
realizaciones, el brazo sensor de partzima puede "leer" las secuencias del facilitador del ensamblaje incluyendo
aquellas que se diferencian por una o mas bases Unicas. En otras realizaciones, la ausencia o eliminacion de un
facilitador del ensamblaje, o un componente de éste, puede proporcionar un interruptor "inactivador".

En algunas realizaciones, pueden generarse componentes de los complejos MNA por ligacién de componentes
presentes en el medio de reaccion. En algunas realizaciones, se crea una partzima por ligacion de oligonucleétidos
generando de esta manera un nuevo componente partzima que puede asociarse para formar, por ejemplo, una
MNAzima activa. En algunas realizaciones, se crea un facilitador del ensamblaje por ligacién de oligonucledétidos
generando de esta manera un nuevo componente facilitador del ensamblaje que puede facilitar el ensamblaje de un
complejo MNA. En algunas realizaciones, puede generarse un sustrato u otra enzima de acidos nucleicos o
componente de éste por ligacion de componentes.

La transicion entre estados de activacion e inactivacion puede proporcionar un mecanismo para crear un interruptor
molecular, que puede regularse alternando entre las conformaciones activa e inactiva. Dichos interruptores
moleculares, pueden aplicarse, por ejemplo, al control de las cascadas de replicacién de acidos nucleicos, o a la
regulacién de dispositivos autdnomos a escala molecular terapéuticos, de diagnéstico y computacionales.

La presente descripcion proporciona composiciones que comprenden los componentes para auto-ensamblar
complejos MNAI que se auto-ensamblan en presencia de una o mas moléculas facilitadoras del ensamblaje de
MNAzima y una o mas moléculas inhibidoras del ensamblaje para formar complejos MNAI cataliticamente inactivos.

Los aspectos de la invencion pueden entenderse mejor por referencia a las figuras. La Figura 1 representa un
ejemplo de un método basico para ensamblar una MNAzima usando un facilitador del ensamblaje. Mas
especificamente, se muestran la partzima A y partzima B en la Figura 1, comprendiendo cada una, una (i) parte de
brazo sensor, (ii) una parte de brazo de sustrato, y (iii) una parte de nucleo catalitico. En presencia de un facilitador
del ensamblaje, las partes de brazo sensor de la partzima A y partzima B pueden hibridar con, y formar pares de
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bases con partes complementarias del facilitador del ensamblaje, por ejemplo una secuencia diana de ADN o ARN.
Después de ponerse en contacto con el facilitador del ensamblaje de esta manera, la MNAzima se auto-ensambla
formando un nulcleo catalitico que puede modificar un sustrato que se une por los brazos de sustrato.
Preferiblemente, la presencia de la MNAzima se detecta mediante la detecciéon o medida de su actividad catalitica.
Los brazos de sustrato de la MNAzima ensamblada pueden reclutar un sustrato, por ejemplo el sustrato informador
mostrado en la Figura 1, mediante la interaccion de las secuencias complementarias en los brazos de sustrato y el
sustrato. Una vez el sustrato se recluta de esta manera con los brazos de sustrato, el nucleo catalitico puede
estimular la modificacion (por ejemplo, escision) del sustrato, que a su vez puede medirse o detectarse,
directamente o indirectamente. La MNAzima puede ensamblarse alternativamente (activarse) y desensamblarse
(inactivarse) usando varios métodos.

Uno o mas de los brazos sensores de la partzima, los brazos de sustrato de la partzima, el facilitador del ensamblaje
y el sustrato puede comprender al menos dos moléculas. En una realizaciéon, uno o mas componentes para un
complejo MNA incluyendo por ejemplo los brazos sensores de la partzima, los brazos de sustrato de la partzima, el
facilitador del ensamblaje, el inhibidor de la actividad y el sustrato pueden comprender ademas al menos un
aptamero.

El facilitador del ensamblaje puede comprender oligonucleétidos sintéticos que se afiaden a la mezcla para dirigir el
ensamblaje de los complejos MNA.

Respecto a la Figura 2, se muestran disefios ejemplares adicionales para complejos MNAzima activos. La estructura
ejemplar para un complejo MNAzima se representa en el panel (i) en el que se requieren multiples componentes de
facilitador del ensamblaje para la formaciéon de una MNAzima. En este disefio, un componente (F1) del facilitador del
ensamblaje es complementario a regiones de los brazos sensores tanto de la partzima A como B, mientras que un
segundo componente facilitador del ensamblaje (F2) tiene complementariedad bien sélo con la partzima B (segun la
Figura 2(i)), o sdlo la partzima A. Los dos componentes facilitadores del ensamblaje conjuntamente dirigen el
ensamblaje de una MNAzima activa que puede modificar (por ejemplo escindir) un sustrato. El panel (ii) representa
un disefio ejemplar de un complejo MNAzima en el que el ensamblaje de la partzima A con un componente bi-partito
de partzima B en presencia de facilitador del ensamblaje produce una MNAzima activa capaz de modificar (por
ejemplo, escindir) un sustrato. En este disefio, la partzima B tiene un brazo sensor truncado (T), que es insuficiente
para permitir el ensamblaje de MNAzima estable en ausencia de un segundo componente, referido en la presente
memoria como un componente brazo estabilizador (S). Sin embargo, cuando un componente de brazo estabilizador
hibrida con el facilitador del ensamblaje en una localizacién adyacente a la que se une el brazo sensor truncado de
la partzima, esto permite el ensamblaje en una MNAzima activa.

La MNAzima activa formada por el ensamblaje de una partzima A, un componente de partzima B con un brazo
sensor truncado y un componente de brazo estabilizador en presencia de un facilitador del ensamblaje representa
un estado "activado". La omision, eliminacion o modificacion de cualquiera de las partzimas, el componente de brazo
estabilizador de la partzima, o un componente de facilitador del ensamblaje, puede resultar en un estado
cataliticamente activo "inactivado". Como tal, la actividad catalitica de la MNAzima puede regularse por la presencia
o ausencia de varios oligonucleétidos y/o por la capacidad de dichos componentes oligonucleotidicos de ser
funcionalmente activos, por ejemplo ser capaces de hibridar con otros componentes oligonucleotidicos para formar
complejos MNA estables. El brazo truncado se disefia para ser insuficiente para permitir el ensamblaje de MNAzima
estable en las condiciones de la reaccién, a no ser que esté acompanado de un componente de brazo estabilizador.
Las partzimas, componente del brazo estabilizador, y el facilitador del ensamblaje, pueden funcionar asi como
interruptores "activadores" para la actividad de MNAzima.

Las reacciones ilustradas en la Figura 3 representan dos estados alternativos para los complejos MNA. La MNAzima
activa (reaccion (i)) representa el estado "activado". Las reacciones en las que se omite bien un componente de
brazo estabilizador de la partzima (reaccion (ii)), o un componente facilitador del ensamblaje (reaccion (iii)), son
complejos de MNA inactivos representativos de los estados "inactivados". Como tal, la actividad catalitica de la
MNAzima puede regularse por la presencia o ausencia de varios oligonucleétidos y/o por la capacidad de dichos
componentes oligonucleotidicos de ser funcionalmente activos, por ejemplo ser capaces de hibridar con otros
componentes oligonucleotidicos para formar MNAzimas estables. El brazo truncado se disefia para ser insuficiente
para permitir el ensamblaje de MNAzima estable en las condiciones de la reaccidn, a no ser que esté acompafiado
de un componente de brazo estabilizador. El brazo estabilizador y el facilitador del ensamblaje pueden funcionar
como interruptores "activadores" para la actividad de MNAzima.

Un experto en técnica apreciara que el brazo de partzima, que esta truncado, podria ser cualquiera de los
siguientes: el brazo sensor de la partzima A, el brazo sensor de la partzima B (como se ilustra en la Figura 2 (i) y la
Figura 3 (i)), el brazo de sustrato de la partzima A, o el brazo de sustrato de la partzima B, o cualquier combinacion
de éstos.

Un experto en la técnica reconocera que las MNAzimas pueden usarse en estrategias para crear sensores
moleculares, interruptores moleculares, y/o moduladores o propagadores de cascadas de auto-replicacion
autocataliticas y otros procesos iterativos. Las areas de uso incluyen, pero no estan limitadas a, aplicaciones
médicas, veterinarias, agricolas, en tecnologia de alimentos, formacién de imagenes y anti-bioterrorismo.
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Respecto a la Figura 4, un complejo MNAi se forma cuando las partzimas A y B forman un complejo con un
facilitador del ensamblaje y un inhibidor de la actividad (lado izquierdo). ElI complejo MNAI inactivo es capaz de
interaccionar con, pero no de modificar cataliticamente, el sustrato. En algunas realizaciones, el inhibidor de la
actividad puede incluir ademas un conector labil o escindible, que puede separar dos 0 mas dominios en el inhibidor
de la actividad. Dichos dominios pueden incluir, por ejemplo, (i) una parte inhibidora que es sustancialmente no
complementaria a los componentes partzima y que ejerce un efecto inhibidor mediante la alteracion de la estructura
secundaria requerida para la formacion de una MNAzima cataliticamente activa y (ii) una parte activadora, que si se
separa de la parte de inhibidora, puede funcionar como un componente facilitador del ensamblaje adicional y dirigir
el ensamblaje de una MNAzima activa.

Respecto a la Figura 4, un complejo de MNAzima activa (lado derecho) puede obtenerse a partir de los
componentes del complejo MNAI, después de la modificacion del inhibidor de la actividad de manera que se escinde
o bisecciona la molécula y separa la (i) parte inhibidora de la actividad y la (ii) parte facilitadora del ensamblaje
activadora. La parte facilitadora del ensamblaje activadora liberada es capaz entonces de funcionar como un
segundo componente facilitador del ensamblaje, que junto con un primer componente facilitador del ensamblaje,
puede dirigir el ensamblaje de los componentes de partzima A y B en una MNAzima activa capaz de modificar
cataliticamente un sustrato.

A la inversa, un complejo de MNAzima activa (lado derecho de la Figura 4) puede convertirse en un complejo MNAI
inactivo (lado izquierdo de la Figura 4), por ligacion o uniéon de una parte inhibidora de la actividad (i) a la parte
facilitadora del ensamblaje activadora (ii) creando asi un inhibidor de la actividad.

El complejo MNAI inactivo y la MNAzima cataliticamente activa representan dos estados alternativos para los
componentes ensamblados, concretamente un estado "inactivo" y el estado "activo" respectivamente.

Respecto a la Figura 13, se describe una estrategia ejemplar para cambiar un complejo MNA del "estado activo" de
una MNAzima activa al "estado inactivo" de un complejo MNAi usando una segunda MNAzima con actividad ligasa.
Una MNAzima A activa, que podria ser capaz de modificar (por ejemplo, escindir o ligar) un sustrato(s) A podria
formarse en presencia del componente facilitador del ensamblaje 1 (AFC 1) y componente facilitador del ensamblaje
2 (AFC 2). Una segunda MNAzima B, que tiene actividad ligasa, podria formarse en presencia del facilitador del
ensamblaje 3 (AF3) y podria ligar AFC 2 con un componente inhibidor de la actividad (AIC) resultando en la
formacién de un inhibidor de la actividad (Al). Este Al puede unirse a los componentes partzima para la MNAzima A
resultando en la formacion de un complejo MNAI A que es inactivo. Como tal, la MNAzima ligasa en este ejemplo
puede operar como un interruptor inactivor para inactivar una MNAzima A. El complejo MNAI inactivo y la MNAzima
cataliticamente activa representan dos estados alternativos para los componentes ensamblados, concretamente un
estado "inactivo" y el estado "activo" respectivamente.

4. Métodos usando soportes insolubles y sdlidos

También debe entenderse que generalmente los métodos, ya sean multiplexados o no, son aplicables en disolucion,
0 combinados con un soporte insoluble o soporte sélido al que pueden estar unidos uno o mas de cualquiera de los
componentes del complejo MNA, incluyendo el sustrato o parte de éste. Ademads, enzimas adicionales o
componentes de éstas presentes en una cascada de MNAzima, incluyendo ADNzimas por ejemplo con actividad de
escision y/o ligasa pueden estar unidos a un soporte insoluble o soporte solido. De acuerdo con esto, al menos una
de una ADNzima, un componente partzima, un sustrato, un inhibidor del ensamblaje, un facilitador del ensamblaje o
componente facilitador del ensamblaje, un brazo estabilizador y/o un inhibidor tal como un inhibidor de la actividad o
inhibidor del ensamblaje pueden estar unidos, conectados o ligados. Ademas, una parte de al menos uno de un
componente partzima, un sustrato o sustratos, un inhibidor del ensamblaje, un facilitador del ensamblaje o
componente facilitador del ensamblaje, un brazo estabilizador y/o un inhibidor tal como un inhibidor de la actividad o
un inhibidor del ensamblaje pueden estar unidos, conectados o ligados.

Las realizaciones de la presente descripcion engloban un soporte insoluble. Como ejemplo, el soporte insoluble
podria estar en la forma de un "chip", conocido de otra manera como una matriz 0 micromatriz, que comprende
tipicamente una pluralidad de oligonucleétidos acoplados, ligados o unidos de otra manera al chip. En realizaciones
particulares, los oligonucleétidos comprenden acido nucleico.

En realizaciones particulares, la pluralidad de oligonucleotidos podria comprender una pluralidad de componentes, o
partes de éstos, para complejos MNA que incluyen pero no estan limitados a, sustratos, y/o partzimas, y/o
facilitadores del ensamblaje, y/o inhibidores del ensamblaje, y/o inhibidores de la actividad y/o cualquier combinacién
de éstos. En realizaciones particulares, la pluralidad de oligonucledtidos podria comprender una pluralidad de
oligonucledtidos que son complementarios a un dominio contenido en, y/o unido a, cualquiera de los componentes
que comprenden la pluralidad de componentes, o partes de éstos, para complejos MNA. En realizaciones
particulares, la pluralidad de componentes, o partes de éstos, para complejos MNA podria comprender
oligonucleétidos con mas de un dominio funcional que puede comprender un sustrato, y/o una partzima, y/o un
facilitador del ensamblaje, y/o un inhibidor del ensamblaje y/o un inhibidor de la actividad y/o cualquier combinacién
de éstos.
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Una pluralidad de oligonucledtidos puede posicionarse en un soporte soélido, por ejemplo un chip, lecho, placa o
matriz por cualquier método adecuado conocido en la técnica, por ejemplo, por pipeta, impresion con chorro de tinta,
impresion de contacto o fotolitografia. El soporte sdélido puede estar comprendido por al menos un elemento,
comprendiendo cada elemento al menos un oligonucleétido de acido nucleico. El al menos un elemento puede estar
comprendido por una pluralidad de oligonucleétidos de la misma secuencia. EI numero de elementos que
comprenden el soporte sdélido puede ser cualquier numero, y cuando una pluralidad de elementos esta posicionada
en un soporte solido, los elementos pueden estar distanciados a una distancia uniforme o variable, o una
combinacién de éstas. En algunas realizaciones, los elementos pueden estar posicionados aleatoriamente,
determinandose entonces la localizacion respectiva de cada elemento. El tamafio y forma de los elementos
dependera de la aplicaciéon particular de la presente descripcién y pueden combinarse elementos con tamafio y
forma diferentes en un uUnico soporte sdélido. La superficie del soporte sdlido puede ser sustancialmente plana o
puede tener caracteristicas tales como depresiones o protuberancias, y los elementos pueden estar posicionados
bien en las depresiones o en las protuberancias. Dichas depresiones pueden proporcionar un reservorio para
disoluciones en los que los elementos estan sumergidos, o dichas protuberancias pueden facilitar el secado de los
elementos. Por ejemplo, los elementos pueden ponerse en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. En algunas
realizaciones, el soporte solido puede incluir identificadores Unicos tales como marcas, etiquetas de radio frecuencia,
dispositivos integrados tales como microprocesadores, cédigos de barras u otros marcadores con el fin de identificar
cada uno de los elementos. Los identificadores unicos pueden comprender adicionalmente o alternativamente las
depresiones o protuberancias en la superficie de la matriz. Ademas, los identificadores Unicos pueden proporcionar
la orientacion o identificacion correcta del chip. Los identificadores Unicos pueden leerse directamente mediante un
dispositivo de captura de datos o mediante un escaner o detector éptico.

5. Sistemas de sustrato

También se proporcionan segun la presente descripcion sistemas de sustrato informadores genéricos, que permiten
el desarrollo rapido del sistema permitiendo cambios faciles en el disefio para crear nuevas MNAzimas y complejos
MNA inactivos que reconocen diferentes facilitadores del ensamblaje. Como se discute en la presente memoria, la
parte de brazo del sustrato y la parte de nucleo catalitico de las partzimas pueden permaneces inalterados, con
cambios so6lo en la parte del brazo sensor de una o mas partzimas requeridas para nuevos facilitadores del
ensamblaje. Se proporciona una secuencia o secuencias de sustrato genérico y el mismo sustrato o sustratos
pueden incorporarse por lo tanto en sistemas para varias aplicaciones diversas. Ademas, el mismo sustrato o
sustratos puede incorporarse en los métodos en varias realizaciones en la presente memoria, incluyendo ensayos
en los que el sustrato o los sustratos estan libres en disolucion o estan ligados o unidos a un soporte. Puede usarse
una serie de sustratos genéricos en una reaccion multiple permitiendo la deteccion simultdnea de multiples
facilitadores del ensamblaje.

En algunos casos, los sustratos que se han escindido por una MNAzima o ADNzima con actividad endonucleasa o
de escisidén pueden reconstituirse y por lo tanto reciclarse usando una ADNzima ligasa o una MNAzima ligasa. Los
sustratos que se han ligado por una ADNzima o MNAzima con actividad ligasa pueden reciclarse como sustratos
para una ADNzima o MNAzima con actividad de escision siempre que la ADNzima o MNAzima escisora pueda
escindir el enlace creado por la ligacion por la ADNzima o MNAzima ligasa. Alternativamente, una MNAzima con
actividad de escision puede escindir en un sitio en un producto de ligaciéon que no estd en la union de los dos
sustratos ligables siempre que se cumplan los requerimientos del sitio de escision en este sitio.

Como se describe con mas detalle mas adelante, los complejos MNA tienen una propiedad ventajosa en
determinadas realizaciones de ser capaces de utilizar un sustrato o sustratos universal o genérico. Dicho sustrato se
muestra en la Figura 1 en una configuracion presentemente preferida en la que el sustrato para una MNAzima con
actividad de escision comprende tanto una parte detectable como una parte apantalladora. La parte apantalladora
esta adaptada para disminuir o eliminar una sefial detectable de la parte detectable del sustrato hasta que el sustrato
se escinda por una MNAzima. Por ejemplo, la parte apantalladora puede comprender "Black Hole Quencher 1"
(BHQ1) o "Black Hole Quencher 2" (BHQ2).

Asi, la MNAzima escinde el sustrato entre la parte detectable y la parte apantalladora permitiendo que las dos partes
se separen en disolucion, permitiendo de esta manera que aparezca o se incremente la sefal detectable al
distanciarse la parte apantalladora, o eliminarse efectivamente del entorno local de la parte detectable.

Ademas, pueden disefarse sustrato(s) para una MNAzima con actividad ligasa, como se muestra en la Figura 10, de
manera que un sustrato comprende una parte detectable y un sustrato comprende una parte apantalladora. La parte
apantalladora esta adaptada para disminuir o eliminar una sefal detectable de la parte detectable cuando los
sustratos se ligan en un producto de ligacién llevando asi las partes detectable y apantalladora muy cerca entre si.
Por ejemplo, la parte apantalladora puede comprender "Black Hole Quencher 1" (BHQ1) o "Black Hole Quencher 2"
(BHQ2). Ademas, bien una MNAzima con actividad ligasa o una ADNzima con actividad ligasa podria ligar sustratos
llevando la parte detectable de un sustrato muy cerca de la parte apantalladora del segundo sustrato, permitiendo de
esta manera que disminuya la sefal detectable.
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En otro ejemplo, si el sustrato de ligacion 5' y el sustrato de ligaciéon 3' estuvieran cada uno marcados con un
marcador fluoréforo o apantallador respectivamente (o viceversa) entonces la ligacidn resultaria en una disminucion
de la fluorescencia, lo que podria servir como un indicador de la presencia del analito diana.

En un formato alternativo, si el sustrato de ligacién 5', por ejemplo, estuviera marcado con un resto detectable, por
ejemplo un fluoréforo, y el sustrato de ligacion 3' estuviera unido en una localizacion discreta, por ejemplo en un
soporte solido tal como un chip o un lecho, entonces la ligacion resultaria en la aparicion de una sefial en una
localizacién discreta en presencia del analito diana.

El uso del sustrato o sustratos genéricos o universales se posibilita a través del disefio de las partzimas
componentes de la MNAzima. Mediante la alteracion solo de los brazos sensores de las partzimas, pero dejando los
brazos de sustrato inalterados, puede disefiarse una amplia variedad de MNAzimas o complejos MNA inactivos
especificos para cada uno de una pluralidad de facilitadores del ensamblaje todos los cuales utiliza un sustrato o
sustratos genéricos universales para producir una sefial de salida. El experto en la técnica apreciara las ventajas
que esto ofrece en términos de eliminar la necesidad de sustratos personalizados o Unicos para responder a cada
evento o entidad de entrada. La deteccion de cada nuevo facilitador del ensamblaje requiere sélo uno o mas
cambios en una o mas de las partes del brazo sensor; mientras la parte del brazo del sustrato y la parte del nucleo
catalitico pueden permanecer constantes. Asi, un unico sustrato (por ejemplo, sustrato informador) para una
MNAzima escisora, o una unica pareja de sustratos ligables para una MNAzima ligasa, puede usarse para la
deteccion de un unico facilitador del ensamblaje u otro evento de entrada usando una MNAzima, y/o la deteccion de
multiples facilitadores del ensamblaje en una serie de sistemas usando MNAzimas alteradas. Una pluralidad de
sustratos informadores genéricos escindibles, o parejas de sustratos genéricos ligables, permite la monitorizacion
multiplexada de multiples MNAzimas en un sistema.

En algunos casos, puede ser util tener diferentes MNAzimas en una mezcla que tiene diferentes brazos sensores y
al menos un brazo de sustrato en comun. Por ejemplo, respecto a la cascada con retroalimentacion ilustrada en la
Figura 16, la MNAzima escisora 3 podria tener diferentes brazos sensores que la MNAzima escisora 1 pero puede
tener un brazo de sustrato (en una de las partzimas) que es el mismo que la secuencia de un brazo de sustrato de la
partzima de la MNAzima escisora 1 que interacciona con esa parte de la secuencia en el sustrato 1 (aqui, la parte 5'
del sustrato) que posteriormente se liga por la ligasa. Por lo tanto, en lugar de escindir el sustrato 1, la MNAzima
escisora 3 escindiria otro sustrato (referido como sustrato 3) que tiene la misma secuencia en la parte 5' pero que
tiene una parte diferente en el extremo 3' (o viceversa) respecto al sustrato escindible 1. El sitio de escision del
sustrato 3 estaria en la unioén de aquellas secuencias que comparten los sustratos escindibles 1 y 3 y aquellas que
se diferencian. En este caso, cuando la MNAzima escisora 3 se ensamblara en presencia de un componente
facilitador del ensamblaje generado por la escision por la MNAzima escisora 2, y si la MNAzima escisora 3
escindiera el sustrato 3 el producto de escision 5' de la MNAzima escisora 3 también podria servir como un sustrato
5' para la ADNzima ligasa (0 la MNAzima ligasa ensamblada) y podria iniciarse una reaccion en cascada de
amplificacion con retroalimentacion.

Ademas, los sustratos pueden incorporar entidades adicionales tales como acidos nucleicos marcados,
nanoparticulas, microparticulas, proteinas, anticuerpos, ARN, ADN, analogos de &cido nucleico, grupo biotina,
glicoproteinas, lipoproteinas, &cidos nucleicos peptidicos, acidos nucleicos bloqueados, quimeras péptido-acido
nucleico, resto para campo magnético de radio-frecuencia, o cualquier combinacién de éstos.

Los sustratos pueden modificarse por una MNAzima proporcionando de esta manera un "efecto detectable" o sefal
"de salida". En el proceso de deteccion, la modificacion del sustrato por una MNAzima puede implicar, por ejemplo,
escision de acidos nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, fosforilacion de acidos nucleicos, adicion de una cubierta
a los acidos nucleicos, adenilacidon de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizaciéon de ARN, polimerizacion
dirigida por molde, conjugaciéon ARN-proteina, reaccién de aldol, oxidacién de alcoholes, reduccién de aldehidos,
sintesis de nucledtidos de purina y pirimidina, alquilacion, sintesis de amida, sintesis de urea, formacion de enlaces
peptidicos, sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrélisis de carbonato, alquilaciéon de
fésforotioato, metalacion de porfirina, formaciéon de enlaces carbono-carbono, formaciéon de nanoparticulas de Pd,
isomerizacion de bifenilo, formacion de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilacion de ADN,
fotoreversion de dimeros de timina o escision de fosforamidato.

Como consecuencia de la modificacion de sustrato por una MNAzima, puede generarse un efecto detectable y la
magnitud del efecto puede por lo tanto ser indicativa de la cantidad de la sefal de entrada. El efecto detectable
puede detectarse por una variedad de métodos, incluyendo espectroscopia de fluorescencia, resonancia de plasmon
superficial, espectroscopia de masas, RMN, resonancia de giro electrénico, espectroscopia por polarizacién de
fluorescencia, dicroismo circular, inmunoensayo, cromatografia, radiometria, fotometria, escintigrafia, métodos
electronicos, espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, métodos enzimaticos o cualquier combinacion
espectroscopia de UV, luz visible o infrarrojos, métodos enzimaticos o cualquier combinacion de éstos.

El método puede comprender ademas cuantificar la magnitud de la sefial de salida o efecto detectable. En una
realizacion, el método puede comprender ademas determinar la magnitud del evento de entrada a partir de la sefal
de salida cuantificada.
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La determinacion de la actividad catalitica, por ejemplo por determinacion de la presencia del efecto detectable o
sefial de salida, puede realizarse de una manera que permita cuantificar la actividad catalitica. En una realizacion, la
magnitud del evento detectable puede determinarse a partir de la actividad catalitica cuantificada.

Varios grupos han indicado la deteccién de dianas de acido nucleico, y otros analitos con lecturas colorimétricas
(Elghanian et al., 1997, Mirkin et. al,1996, y Liu y Lu, 2004). La estrategia implica la preparacién de lotes de
nanoparticulas de oro, cada uno de los cuales tiene una secuencia de oligonucleétido de ADN distinta unida a su
superficie. Las particulas de oro pueden agregarse entonces por la adicion de un "oligonucleétido puente”, que tiene
complementariedad con las secuencias que estan unidas a las particulas de oro. La agregacion de las particulas
resulta en un cambio concomitante en el color de rojo a azul (Mirkin et al, 1996). La inclusidon de una secuencia
sustrato de ADNzima en el oligonucleétido puente puede proporcionar un mecanismo para revertir la agregacion de
las particulas de oro (Liu y Lu, 2004). La activacion de ADNzima dependiente de plomo por la adicién de plomo,
causo la escision del oligonucledtido puente, la disociacion de las particulas de oro y el cambio en color de azul a
rojo.

Podrian desarrollarse detectores simples para monitorizar los cambios usando este principio y una MNAzima con
actividad endonucleasa o ligasa. Los cambios en la temperatura u otras entidades o eventos podrian activar las
MNAzimas que podrian modificar los oligonucleétidos puente causando la disociacion (en el caso de una escisora) o
asociacion (en el caso de una ligasa) de las nanoparticulas y un cambio en el color.

6. Optimizacion de los métodos

El experto en la técnica entendera facilmente que los métodos descritos en la presente memoria pueden optimizarse
usando una variedad de parametros experimentales. Los parametros experimentales particulares que se optimizan,
y el nivel de dicha optimizacién, dependeran del método particular que se esta empleando y/o del evento particular
que se va a detectar. Dichos parametros incluyen, pero no estan limitados a, tiempo, temperatura, concentraciéon de
sales, detergentes, cationes y otros reactivos incluyendo pero no limitado a dimetilsulféxido (DMSO), y longitud,
complementariedad, contenido GC y punto de fusion (Tm) de los acidos nucleicos. La temperatura a la que dichos
métodos pueden realizarse puede estar en el intervalo de aproximadamente 20°C a aproximadamente 96°C,
aproximadamente 20°C a aproximadamente 75°C, aproximadamente 20°C a aproximadamente 60°C o
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 55°C. La temperatura puede ser constante o puede ciclarse entre una
temperatura que es compatible con el ensamblaje de un complejo MNA y/o actividad catalitica de una MNAzima y
una temperatura que es incompatible con el ensamblaje de un complejo MNA y/o actividad catalitica de una
MNAzima.

Adicionalmente o alternativamente, una variacion en un parametro, y/o el microentorno, puede usarse para
desencadenar la activacion del complejo MNA de un estado inactivo a uno activo. Asi, un parametro en el
microentorno puede comprender un "activador" como se define en la presente memoria, incluyendo pero no limitado
a eventos tales como cambio en la temperatura, longitud de onda, concentracion de sales, detergentes, cationes, y
concentracién de componentes estructurales y moduladores que incluyen pero no estan limitados a facilitadores del
ensamblaje o componentes del facilitador del ensamblaje, partzimas o componentes de partzima, sustratos,
inhibidores del ensamblaje, inhibidores de la actividad y componentes oligonucleotidicos activadores. De acuerdo
con esto, dicha optimizacion de parametros y/o microentorno puede realizarse con el fin de conseguir el uso de los
complejos MNA como elementos de reacciones en cascada o interruptores moleculares.

En una realizacion preferida, en la presente memoria se proporcionan reacciones optimizadas para practicar los
métodos de usar complejos MNA. En dichas reacciones optimizadas, la activaciéon de la actividad catalitica, que en
algunos casos puede ser por una 0 mas enzimas de acidos nucleicos en una cascada, se incrementa hasta 10, 20, 6
30 % por encima de las reacciones no optimizadas. Las condiciones de reaccién mas preferidas mejoran la actividad
catalitica al menos un 35%, 6 40%, y preferiblemente hasta un 50% o mas. En realizaciones aun mas preferidas, las
reacciones optimizadas tienen un incremento en la activacién de la actividad catalitica de mas del 50%, y hasta 66%,
75% o incluso 100%. En realizaciones todavia mas preferidas, un método de reaccion totalmente optimizado
ofrecera 100, 200 o incluso 300% o mas de incremento en la activacion de la actividad catalitica. Otras condiciones
de reaccién preferidas pueden mejorar la activacion de la actividad catalitica hasta un 1.000% o mas sobre los
métodos practicados con condiciones de reaccion no optimizadas. Una condicion de reaccién altamente preferida
para optimizar los métodos proporcionados en la presente memoria es la inclusion de determinados cationes
divalentes. La actividad catalitica de la mayor parte de las enzimas de acidos nucleicos puede verse influida de una
manera dependiente de la concentracidon por la concentracién de cationes divalentes. Las reacciones optimizadas
preferidas se optimizan para uno o mas de Ba?*, Sr**, Mg?*, C**, No%*, Co?*, M*, Zn**, y Pb*".

7. Métodos usando aptameros

Respecto a la Figura 7, se ilustra un método mediante el cual puede usarse un ligando activador para "activar" o
"inactivar' la actividad de la apta-MNAzima. El método usa un inhibidor del ensamblaje para bloquear la actividad de
apta-MNAzimas en ausencia de un activador como se ilustra. Estos métodos usan aptdmeros que pueden
comprender un acido nucleico, proteina, polipéptido, fildmero, péptido o combinacion de éstos que tiene la
capacidad de reconocer uno o mas ligandos. Los aptameros pueden unirse, por ejemplo, a proteinas, polipéptidos,
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péptidos o acidos nucleicos, glicoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células, virus, bacterias, archaea, hongos,
anticuerpos, metabolitos, patdégenos, toxinas, contaminantes, venenos, organismos completos, moléculas pequefas,
polimeros, iones metalicos, sales metalicas, priones o cualesquiera derivados, partes o combinaciones de éstos, o
cualquier otra entidad (Lee et al., 2004).

Los aptameros preferidos de la presente memoria pueden comprender oligdmeros de ADN o ARN monocatenarios
cortos que pueden aislarse a partir de bibliotecas complejas de &cidos nucleicos sintéticos por un proceso iterativo
de adsorcion, recuperacion y reamplificacion. Otros aptdmeros preferidos pueden comprender proteina, polipéptido,
péptido o filbmeros o una combinacién de éstos que tiene la capacidad de reconocer uno o mas ligandos. Pueden
generarse aptameros que pueden reconocer y unirse a casi cualquier diana, variando de moléculas pequefias tales
como aminoacidos, o antibidticos a estructuras proteicas y de acido nucleico. En realizaciones preferidas, los
aptameros incluyen, por ejemplo, moléculas de unién a acidos nucleicos que se generan preferiblemente por
técnicas de evolucion y seleccion. Preferiblemente, los aptameros pueden comprender moléculas de ADN o ARN, o
una combinacion de ambas, incluyendo pero no limitado a los andlogos de nucleétidos segun, por ejemplo, la Tabla
1 anterior.

Al menos un componente del complejo MNA puede contener al menos un aptamero o parte de éste en el que dicho
aptamero o parte de éste se une a un ligando seleccionado del grupo que comprende acidos nucleicos, polipéptido,
péptido, organismos enteros, proteinas, glicoproteinas, lipidos, lipoproteinas, células, virus, bacterias, archaea,
hongos, anticuerpos, metabolitos, patégenos, toxinas, contaminantes, venenos, moléculas pequefias, polimeros,
iones metalicos, sales metalicas, priones o cualesquiera derivados, partes o combinaciones de éstos, o cualquier
otra entidad.

Una apta-MNAzima, por ejemplo, con actividad de escisidon o ligasa puede incorporar uno o mas aptameros. El
ensamblaje de la apta-MNAzima puede estar dirigido por lo tanto por la presencia o ausencia de uno o mas analitos
que se unen al aptamero y causan la disociacion de un inhibidor del ensamblaje.

Un experto en la técnica apreciara que uno o mas aptameros pueden incorporarse en cualquiera de los extremos de
la molécula o moléculas facilitadoras del ensamblaje y/o el inhibidor de la actividad. Ademas, se apreciara que
podrian incorporarse multiples aptameros en uno o mas de los componentes oligonucleotidicos de la partzima.
Incluso ademas, se apreciara que también podrian incorporarse aptameros en al menos uno de los componentes
oligonucleotidicos de la partzima. El facilitador del ensamblaje en las estrategias ilustradas en la Figura 7 puede
comprender ADN, ARN, LNA, PNA o una secuencia que contiene uno o mas analogos de base de nucleétido. Un
experto en la técnica apreciara que podria ser posible reconocer dos moléculas, por ejemplo, un acido nucleico
diana que actua como el facilitador del ensamblaje, y un ligando que se une al aptamero.

En la estrategia mostrada en la Figura 7, una secuencia de aptdmero se incorpora en el extremo de una partzima
(apta-partzima) en una configuracién mediante la cual s6lo se forma una apta-MNAzima activa en presencia del
activador.

Un experto en la técnica también apreciara que uno o mas aptameros podrian incorporarse en cualquiera de los
componentes oligonucleotidicos, incluyendo las partzimas, el facilitador del ensamblaje, inhibidor de la actividad o el
sustrato. Ademas, el aptamero podria incorporarse en cualquier extremo de uno cualquiera de estos
oligonucledtidos.

La estrategia ilustrada en la Figura 7 puede usarse bien (i) para proporcionar un método para controlar la actividad
de la apta-MNAzima usando ligandos como moléculas activadoras, y/o (ii) para proporcionar un método para la
deteccién de dianas que no son acidos nucleicos y que son acidos nucleicos usando apta-MNAzimas. Ademas, la
apta-MNAzima podria ser una primera enzima de acidos nucleicos en una reacciéon en cascada disefiada para
detectar un rango de dianas ligando. Los oligonucleétidos de acido nucleico requeridos para un esquema para la
estrategia de deteccion de apta-MNAzima incluyen;

a) una partzima;
b) una apta-partzima que es una partzima con un aptamero incorporado en uno de sus extremos;

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

d) un sustrato por ejemplo un sustrato informador; y

e) un oligonucleétido inhibidor del ensamblaje que hibrida con la apta-partzima en una regiéon que abarca al menos
parte de la secuencia del aptamero y parte del brazo de unién al sustrato de la secuencia de la apta-partzima.

En ausencia de un ligando activador (Figura 7; panel de la izquierda), el oligonucleétido inhibidor del ensamblaje se
une a la apta-partzima compitiendo asi con y bloqueando la unidn del sustrato informador. Cuando un ligando
activador esta presente (Figura 7; panel de la derecha), se une a la secuencia de aptamero de la apta-partzima,
bloqueando la unién del oligonucleétido inhibidor del ensamblaje y permitiendo asi el ensamblaje de un complejo
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apta-MNAzima activo y la modificacion posterior, por ejemplo escision, del sustrato (como se ilustra en la Figura 7) o
la ligacion de sustratos. Como tal, un complejo apta-MNAzima activo soélo puede formarse y causar la generacion de
una sefal fluorescente en presencia de activadores o ligandos que puedan unirse a una parte de aptamero de una
apta-partzima.

En una realizacién adicional del esquema de apta-MNAzima ilustrado en la Figura 7, el sistema podria usarse para
detectar simultaneamente una combinacién de moléculas de acido nucleico y distintas de acido nucleico. Como
ejemplo, la apta-MNAzima puede usarse para detectar la presencia de (i) una diana de acido nucleico, que funciona
como un facilitador del ensamblaje y dirige la formacién del complejo apta-MNA, y (ii) un ligando activador diana (por
ejemplo, una proteina o molécula pequefia) que podria desplazar el oligonucleétido inhibidor del ensamblaje y
permitir el ensamblaje de un complejo apta-MNAzima activo y la posterior modificacion del sustrato.

En otra estrategia usando una apta-MNAzima con actividad ligasa, al menos dos sustratos ligables podrian estar
presentes en la reaccién, uno de los cuales podria estar marcado con un fluoréforo y el otro de los cuales podria
estar marcado con un apantallador. Cuando esta presente un ligando activador, se unira a la secuencia de aptamero
de la apta-partzima, bloqueando la unién del oligonucledétido inhibidor del ensamblaje y permitiendo asi la union y
ligacion de los sustratos. Como tales, los complejos apta-MNAzima sélo podrian formarse y causar una disminucion
en la sefal fluorescente en presencia de activadores que pueden unirse a los aptdmeros.

En algunas realizaciones, la modulacion de la actividad MNAzima puede conseguirse usando un ligando activador
diana acido nucleico o no acido nucleico como un mecanismo de interruptor. En otras realizaciones, la molécula
inhibidora del ensamblaje se manipula por otros medios de manera que se modula la actividad. Por ejemplo, el
inhibidor del ensamblaje podria eliminarse por varias estrategias incluyendo desnaturalizacion térmica selectiva o
métodos que usan oligonucleétidos para competir para la union y/o oligonucleétidos que desplazan que usan la
migracion de cadena para desplazar los componentes oligonucleotidicos de los complejos MNA.

Un experto en la técnica apreciara que las secuencias de aptdmero para una apta-MNAzima con actividad
modificadora, por ejemplo actividad de escisidon o ligacion, podrian estar unidas a la partzima A o partzima B o
ambas. En el esquema anterior, el oligonucledtido inhibidor del ensamblaje se une a partes del aptamero y el brazo
del sustrato de al menos una de las partzimas.

Un experto en la técnica también apreciara que las secuencias de aptamero para una apta-MNAzima podrian estar
unidas a los brazos sensores de al menos una de la partzima A o partzima B o ambas. En esta realizacién, el
oligonucledtido inhibidor del ensamblaje se unird a partes del aptdmero y el brazo sensor. En ausencia de un ligando
activador, el oligonucleétido inhibidor del ensamblaje se une a la apta-partzima compitiendo asi con y bloqueando la
union de un facilitador del ensamblaje o componente del facilitador del ensamblaje. Cuando un ligando activador
estaba presente, se unira a la secuencia de aptamero de la apta-partzima, bloqueando la unién del oligonucleétido
inhibidor del ensamblaje y permitiendo asi la union del facilitador del ensamblaje o el componente del facilitador del
ensamblaje y dirigiendo el ensamblaje de una apta-MNAzima activa capaz de modificar, por ejemplo escindir o ligar,
el sustrato o sustratos. Como tales, las apta-MNAzimas soélo podrian formarse y causar un cambio en la sefal
fluorescente, por ejemplo un incremento o disminucién en la fluorescencia, en presencia de activadores que puedan
unirse a aptameros.

Cuando la apta-MNAzima tiene actividad de escisién como se ilustra en la Figura 7, la modificacién puede causar
por ejemplo un incremento en la fluorescencia por la escisidon de un sustrato informador doblemente marcado que
resulta en la separacién de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador.

Se apreciara que la modificacion realizada por una apta-MNAzima podria ser una modificacion distinta de escision,
por ejemplo, ligacion de dos sustratos. En este caso, el cambio de la sefial podria ser, por ejemplo, una disminucion
en la fluorescencia después de la ligacion de dos sustratos ligables cada uno marcado bien con el fluoréforo o el
apantallador de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador.

Esta estrategia con apta-MNAzima también podria usarse para desarrollar métodos de deteccion de dianas o
interruptores moleculares que pueden activar o inactivar la actividad catalitica del complejo MNA. Ademas, la
estrategia con apta-MNAzima puede comprender la primera etapa en una cascada de enzima de acidos nucleicos
lineal o una cascada de amplificacion de enzima de &cidos nucleicos con retroalimentacion. La apta-MNAzima
también podria aplicarse a la deteccion simultanea de ambas dianas de acido nucleico tales como un facilitador del
ensamblaje y ligandos diana distintos de acidos nucleicos tales como los que pueden unirse a aptameros.

8. Cascadas

Las cascadas son cualquier sucesion de procesos u operaciones que ocurren en etapas sucesivas, en la que la
ocurrencia de cada etapa es tipicamente dependiente de la ocurrencia de una etapa anterior. En una cascada lineal,
las etapas (o etapas de reaccién) ocurren en una direccidn y la ocurrencia de cada etapa (o paso) es dependiente de
la ocurrencia de una etapa o paso anterior. En cascadas con retroalimentacién o cascadas de amplificacion con
retroalimentacion puede haber una sucesion de procesos u operaciones que ocurren en etapas sucesivas, en la que
la ocurrencia de cada etapa es tipicamente dependiente de la ocurrencia de una etapa anterior y mediante la cual la
ocurrencia de una etapa anterior depende ademas de procesos u operaciones que ocurren en etapas posteriores.
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En las cascadas con retroalimentacion, el producto de cualquier etapa anterior podria servir como un componente o
sustrato para cualquier etapa posterior y el producto de cualquier etapa posterior podria servir como un componente
o sustrato para cualquier etapa anterior.

Una cascada puede incluir por lo tanto, pero no esta limitada a, una cascada enzimatica o cualquier otra cascada de
transduccion de la sefial. En algunas realizaciones, una cascada puede comprender la amplificacion de una sefal
que resulta de la actividad catalitica de una MNAzima. En algunas realizaciones, una cascada puede comprender la
amplificacion de una sefial que resulta de la actividad catalitica de una MNAzima con actividad de escision. En
algunas realizaciones, una cascada puede comprender la amplificacién de una sefal que resulta de la actividad
catalitica de una MNAzima con actividad ligasa. En algunas realizaciones, una cascada puede comprender la
amplificacion de una sefial que resulta de la actividad catalitica de ADNzimas o MNAzimas con actividad ligasa y
ADNzimas o MNAzimas con actividad de escision. En realizaciones preferidas, dicha cascada de amplificacién
puede implicar la amplificacion repetida y por lo tanto ciclica de una sefal, en la que la actividad catalitica de una
primera enzima de acidos nucleicos crea una molécula requerida para la modificacién de un o unos sustratos por
una segunda enzima de acidos nucleicos, que puede a su vez crear una molécula requerida para la modificaciéon de
un o unos sustratos por una o mas enzimas de acidos nucleicos adicionales. En algunas realizaciones, la molécula
requerida puede incluir pero no esta limitada a una partzima, una enzima de acidos nucleicos, por ejemplo una
ADNzima, un facilitador del ensamblaje, un componente facilitador del ensamblaje, un sustrato, un brazo
estabilizador, una parte 0 componente de éste o una combinacion de éstos. En algunas realizaciones, una cascada
puede implicar por lo tanto la produccion de un efecto acumulativo, y detectar asi una diana poco abundante
mediante la generacion de una sefial a un nivel al que puede detectarse. Las cascadas pueden emplearse para
amplificar una sefial, por ejemplo, en aplicaciones en las que un evento de entrada tiene baja intensidad, por
ejemplo cuando una diana es poco abundante, y de otra manera no puede proporcionar una sefial de salida que sea
detectable. En otras realizaciones, pueden emplearse mas de dos etapas cataliticas. La cascada puede ser lineal.
En una realizacién preferida, la cascada puede ser exponencial.

En las cascadas lineales (por ejemplo, como se ilustra en la Figura 9, 12, 15), cada etapa en la cascada emplea una
enzima de acidos nucleicos, parte o todas de las cuales puede experimentar un recambio multiple mediante lo cual
una unica enzima de acidos nucleicos (por ejemplo, una ADNzima o MNAzima) puede realizar multiples escisiones o
ligaciones u otras modificaciones en una o mas etapas en la cascada. El recambio multiple puede facilitar la
amplificaciéon en una o mas etapas en la cascada resultando en la amplificacién de la sefal detectada durante la o
las etapas de deteccion.

Ademas, una extension de la cascada lineal podria resultar en una cascada de amplificacion con retroalimentacion.
Si, por ejemplo, la secuencia de un producto de una tercera enzima de acidos nucleicos fuera la misma que un
producto de una primera enzima de acidos nucleicos entonces dicho producto de la tercera enzima de acidos
nucleicos podria servir también como una molécula que permita funcionar a un segundo complejo de acidos
nucleicos como una segunda enzima de acidos nucleicos y podria iniciarse una cascada de amplificacion con
retroalimentacién. En esta reaccion, la tercera enzima de acidos nucleicos generaria de manera constante un
producto que podria a su vez servir como una molécula que permita funcionar a un segundo complejo de acidos
nucleicos como una segunda enzima de acidos nucleicos permitiendo asi la creacion de mas producto por la
segunda enzima de acidos nucleicos que podria permitir funcionar al tercer complejo de acidos nucleicos como una
tercera enzima de acidos nucleicos. Se prevé que esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para la
amplificacion de la sefial con retroalimentacion después del inicio de una reaccién por un facilitador del ensamblaje
(por ejemplo, analito diana) que podria permitir el ensamblaje de una primera enzima de acidos nucleicos. La
estrategia podria permitir la deteccion de facilitadores del ensamblaje (por ejemplo analitos diana) seguido de la
amplificacion de la sefial usando por ejemplo una ADNzima (o MNAzima) que podria ligar sustratos y MNAzimas que
podrian escindir un sustrato. Una posible cascada con retroalimentacion se ilustra en la Figura 16. Otras variaciones
de este esquema se describen a lo largo de la especificacion.

Los expertos en la técnica apreciaran que los métodos descritos en la presente memoria pueden usarse para
realizar una cascada como se define en la presente memoria. Un experto en la técnica también apreciara que otras
estrategias basadas en las Figuras 9, 12, 15 y 16 podrian implicar la modificaciéon de al menos un sustrato por al
menos una MNAzima por una variedad de medios incluyendo, por ejemplo, escision o ligaciéon. A diferencia de las
técnicas de amplificacion de diana tales como la reaccién en cadena de la polimerasa, o la reaccién en cadena de la
ligasa, las cascadas lineales y con retroalimentacién de enzima de acidos nucleicos (ADNzima y MNAzima) permiten
la amplificacion en formatos que no requieren enzimas proteicas para facilitar el proceso. Esto proporciona una
ventaja principal sobre estos protocolos de amplificacion de diana usados cominmente. Ademas, la capacidad de
controlar y regular la actividad catalitica de MNAzimas usando varios componentes oligonucleotidicos, tales como
componentes del brazo estabilizador o componentes del facilitador del ensamblaje permite que el ensamblaje de
MNAzimas esté regulado firmemente por condiciones y componentes en el microentorno. Los expertos en la técnica
apreciaran que las cascadas descritas en la presente memoria pueden iniciarse por la formacién de una MNAzima o
apta-MNAzima activa como se define en la presente memoria.

Una herramienta adicional util en las reacciones en cascada de MNAzima es el uso de oligonucleétidos
desplazadores. Los oligonucledtidos desplazadores pueden unirse a regiones monocatenarias en un complejo de
ADN que tiene regiones tanto monocatenarias como bicatenarias. Cuando el desplazador se une a la regién
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monocatenaria de un oligonucledtido (por ejemplo, Oligo 1) puede desplazar la cadena o cadenas complementarias
al Oligo 1 (por ejemplo, cOligo1) en las regiones bicatenarias siempre que el desplazador tenga la misma secuencia
que el cOligo 1 en las regiones bicatenarias. Esto puede resultar en una nueva estructura bicatenaria que se forma
entre el oligonucledtido desplazador y el Oligo 1 y puede causar la liberacion del cOligo 1 como un oligonucleétido
monocatenario.

Esta estrategia podria ser util en las reacciones en cascada de MNAzima. Por ejemplo, un producto ligado unido a
una MNAzima ligasa tiene varias bases no emparejadas (una regidon monocatenaria) entre las regiones bicatenarias
formadas por complementariedad entre los brazos del sustrato de las partzimas y los sustratos. Si un oligonucleétido
desplazador con complementariedad con el sustrato (Oligo 1) se une a la region monocatenaria del sustrato podria
desplazar los brazos sensores de la partzima complementarios (por ejemplo, cOligo 1a y cOligo 1b) por migraciéon de
cadena y separar las partzimas del producto ligado. Como tal, esto podria incrementar el recambio de la enzima
ligasa. El proceso resultaria en una molécula bicatenaria que comprende el desplazador y el producto ligado. Sin
embargo, si el producto ligado se requiriera para una etapa posterior en la reaccién, por ejemplo, si fuera a actuar
como un facilitador del ensamblaje para una MNAzima posterior, entonces seria necesario separar el producto
ligado del desplazador. Si el oligonucleétido desplazador fuera mas corto que el producto ligado entonces esto
resultaria en regiones monocatenarias en los extremos del duplex formado por el oligonucleétido desplazador y el
producto de ligacion. En la etapa siguiente, el brazo sensor de la partzima podria unirse a estas regiones
monocatenarias y eliminar el oligonucleétido desplazador por migracion de cadena resultando asi en una nueva
MNAzima ensamblada con partzimas (que en si mismas habrian funcionado como oligonucleétidos desplazadores
en este caso) y el producto ligado (ahora funcionando como facilitador del ensamblaje).

En las cascadas son utiles muchas variaciones en la estrategia. Por ejemplo, respecto a la Figura 4 (panel izquierdo)
podria ser Util un desplazador para eliminar el inhibidor de la actividad por union al dominio del inhibidor de la
actividad del inhibidor de la actividad y desplazarlo por migracion de cadena de manera que el brazo sensor de la
partzima se volveria monocatenario y asi disponible para uniéon de un componente de facilitador del ensamblaje.

Las reacciones en cascada de MNAzima podrian aplicarse a un rango de aplicaciones biotecnoldgicas,
especialmente en diagnostico, pero también en otras areas tales como aplicaciones médicas, veterinarias, agricolas,
tecnologia de los alimentos, formacion de imagenes y anti-bioterrorismo. Podrian permitir la deteccion de proteinas y
acidos nucleicos para diagnodstico de enfermedades, especialmente si facilitan la amplificacion de la sefial. Los
acidos nucleicos cataliticos y/o las reacciones en cascada pueden usarse para aplicaciones distintas del diagnéstico,
por ejemplo, en el campo del andlisis computacional e ingenieria biomolecular de dispositivos en nano-escala e
interruptores moleculares que pueden usarse en terapéutica.

Las MNAzimas ofrecen ventajas sobre las ADNzimas para uso en varias cascadas. Las ADNzimas sélo pueden
reconocer una molécula que es tanto su diana como el sustrato. Aunque la diana/sustrato(s) de la ADNzima puede
considerarse para proporcionar la "entrada" y el producto enzimatico (la diana/sustrato(s) modificado) puede
considerarse la "salida" la ADNzima esta limitada en su capacidad de transducir procesos mas complejos en
cascadas ya que tanto la entrada como la salida son formas meramente alternativas (modificado y no modificado) de
la misma molécula(s) de sustrato(s) diana. Ademas, la modificacién catalitica, por ejemplo escision, puede destruir la
diana/sustrato de la ADNzima y como tal la diana no esta disponible para otro ciclo de reconocimiento. Por el
contrario, una unica MNAzima, por ejemplo una MNAzima con actividad de escision, puede reconocer al menos dos
moléculas, concretamente al menos un facilitador del ensamblaje y al menos un sustrato. Un facilitador del
ensamblaje, por ejemplo un acido nucleico diana presente en una muestra, no se modificaria cataliticamente en la
reaccion y permaneceria disponible para ciclos adicionales de modificacion de sustrato por la MNAzima. Ademas,
una unica MNAzima que puede actuar en dos sustratos (por ejemplo una MNAzima con actividad ligasa) puede
reconocer al menos tres moléculas, concretamente al menos un facilitador del ensamblaje y al menos dos sustratos.
Estas propiedades de los complejos MNAzima les hacen utiles en procesos tales como reacciones en cascada que
pueden implicar entrada (por ejemplo, una molécula que permite a un complejo de acidos nucleicos funcionar como
una enzima de acidos nucleicos) y salida (por ejemplo, una molécula que se produce y permite a un complejo de
acidos nucleicos posterior funcionar como una enzima de acidos nucleicos). Ademas, estas propiedades de los
complejos MNAzima les hacen altamente adecuados para uso en procesos que requieren que los multiples
componentes sean capaces de "leer" (reconocer) una sefial de "entrada" (por ejemplo, una molécula puede ser un
facilitador del ensamblaje diana o un componente del complejo MNA) y "escribir" una sefal de "salida" (por ejemplo,
reconocer una entrada y actuar en una molécula para proporcionar una salida; por ejemplo, reconocer una entrada y
modificar un sustrato para crear un nuevo producto de reaccion util en una etapa posterior). Las propiedades de
MNAzimas y complejos MNAzima son utiles en procesos de una etapa (por ejemplo, deteccion de una diana) y
también, por ejemplo, en sistemas que emplean cascadas, puertas légicas y otros procesos. Los complejos
MNAzimas proporcionan un mecanismo para la transduccién de informacion compleja, por ejemplo, para recibir una
sefial de entrada y responder con una respuesta de salida apropiada. Como se resalta a lo largo de esta
especificacion, las ADNzimas pueden ser todavia Utiles en cascadas. Algunos ejemplos incluyen la produccion de
una ADNzima o un sustrato para un complejo ADNzima por una enzima de acidos nucleicos anterior tal como una
MNAzima. Las MNAzima ligasas son particularmente Utiles para preparar, por ejemplo, nuevas ADNzimas. Como tal
la informacién de "salida" de una enzima de acidos nucleicos generada, por ejemplo, por ligacion o escisién por una
MNAzima puede proporcionar una "entrada" para el siguiente complejo de enzima de acidos nucleicos por ejemplo
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creando una nueva ADNzima o sustrato, que puede participar en la formaciéon de un complejo ADNzima util en una
etapa de reaccion siguiente y/o anterior.

Un mecanismo ejemplar para generar una cascada lineal usando una MNAzima y una enzima de acidos nucleicos
con actividad ligasa en un formato disefiado para la deteccion de dianas se representa en la Figura 9. Esta figura
también describe un método general para la deteccién de dianas. Este método se basa en una ADNzima con
actividad ligasa (ADNzima ligasa) para controlar el ensamblaje de una partzima para una MNAzima a partir de al
menos uno de los productos de la actividad catalitica de otra MNAzima.

La estrategia de la Figura 9 usa una combinacion de MNAzimas con actividad de escisién y una ADNzima con
actividad ligasa. En la etapa (i) un facilitador del ensamblaje, por ejemplo un acido nucleico diana, puede dirigir la
formacion de una primera MNAzima A. La MNAzima A puede escindir un sustrato A generando asi un producto de
escision A 5' que a su vez puede usarse como un sustrato para una ADNzima ligasa B. En la etapa (ii) una ADNzima
ligasa B puede ligar el producto de escisién A 5' (también referido como sustrato B 5') generado en la etapa (i) a otro
oligonucledtido, sustrato de ligacion B 3', creando asi una nueva partzima para una MNAzima C. En la etapa (iii) la
nueva partzima/producto de ligacién generado en la etapa (ii), junto con otra partzima, puede formar una nueva
MNAzima C en presencia del facilitador del ensamblaje C que puede escindir un sustrato C en dos productos,
producto C 5'y producto C 3'. Una sefial detectable puede generarse después de la escision del sustrato C si este
sustrato estuviera marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador. Esta cascada
proporciona un mecanismo para la amplificacion de la sefial después del inicio de una reaccion por un facilitador del
ensamblaje (por ejemplo, un analito diana) que permite el ensamblaje de MNAzima A. En este formato de cascada
lineal, cada etapa emplea una enzima de acidos nucleicos, parte o toda de la cual puede experimentar recambio
multiple mediante lo cual una uUnica enzima de acidos nucleicos (por ejemplo, una ADNzima o MNAzima) puede
realizar multiples escisiones, ligaciones u otras modificaciones en una o mas etapas de la cascada. El recambio
multiple puede facilitar la amplificacién en una o mas etapas en la cascada resultando en la amplificacion de la sefal
detectada durante una o mas etapas.

Otro mecanismo para generar una cascada de MNAzima en un formato disefiado para la detecciéon de dianas se
representa en la Figura 12. Esta figura también describe un método general para la deteccion de dianas. Este
método se basa en una combinacién de MNAzimas con actividad ligasa y de escision. La MNAzima ligasa controla
el ensamblaje de una partzima para una MNAzima escisora a partir de al menos uno de los productos de la actividad
catalitica de otra MNAzima escisora.

En la etapa (i) un facilitador del ensamblaje A, por ejemplo un acido nucleico diana, puede dirigir la formacién de una
primera MNAzima A. La MNAzima A puede escindir un sustrato A generando asi un producto de escision A 5' que a
su vez puede usarse como un sustrato para una MNAzima B que tiene actividad ligasa. En la etapa (ii) una
MNAzima ligasa B (formada por los componentes de la partzima de MNAzima B en presencia del facilitador del
ensamblaje B) puede ligar el producto de escision A 5' (también referido como sustrato B 5') generado en la etapa (i)
a otro oligonucledtido, sustrato B 3', creando asi una nueva partzima para una MNAzima C. En la etapa (iii) la nueva
partzima/producto de ligaciéon generado en la etapa (i), junto con otra partzima, puede formar una nueva MNAzima
C en presencia del facilitador del ensamblaje C que puede escindir un sustrato C en dos productos, producto C 5' y
producto C 3'. Una sefial detectable puede generarse después de la escision del sustrato C si este sustrato estuviera
marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador.

Ademas, en el contexto de las Figuras 9 y 12 si la secuencia del producto C 5' fuera la misma que el producto A 5'
entonces este producto también podria servir como un sustrato B 5' y podria iniciarse una cascada de amplificacion
con retroalimentacion. En esta reaccion, la MNAzima C generaria de manera constante un sustrato B 5' que podria a
su vez ligarse por la enzima de acidos nucleicos (ADNzima B en la Figura 9 o MNAzima B en la Figura 12) para
crear mas partzimas para la formacién de mas MNAzima C. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para
la amplificacion de la sefal con retroalimentacion después del inicio de una reacciéon por un facilitador del
ensamblaje (por ejemplo, un analito diana) que permite el ensamblaje de MNAzima A. Estas estrategias de cascada
con retroalimentacién podrian permitir la deteccion de facilitadores del ensamblaje seguido de la amplificacion de la
sefial usando multiples tipos de enzimas de &cidos nucleicos, por ejemplo, ADNzima ligasas o MNAzima ligasas en
combinacién con MNAzimas que pueden escindir un sustrato (MNAzima escisoras). Se reconocera que esta clase
de cascada con retroalimentacion podria usarse en combinacidon con otras estrategias descritas a lo largo de la
especificacion. Se apreciara que existen muchas variaciones que podrian aplicarse a cascadas que siguen una
estrategia similar a las demostradas en las figuras 9 y 12. Por ejemplo, la ligasa podria usarse para crear productos
de ligacion que sirven, por ejemplo, como facilitadores del ensamblaje para otra MNAzima con actividad de escision,
ligasa u otra actividad enzimatica.

Un ejemplo de una posible cascada siguiendo una estrategia similar a las Figuras 9 y 12 seria cuando dos o mas
MNAzimas responden a diferentes facilitadores del ensamblaje (por ejemplo, dianas) y podria usarse en una
reaccion, proporcionando cada reaccion de modificacion catalizada por cada MNAzima un diferente producto de
modificaciéon (por ejemplo, un producto de escisidon o ligacidén) que podria usarse para participar en una reaccion
siguiente. Como ejemplo, con referencia a las cascadas de las Figuras 9 y 12, dos o mas MNAzimas iniciales que
responden a diferentes facilitadores del ensamblaje (por ejemplo, dianas) podrian usarse para proporcionar
diferentes productos modificados que podrian participar en la formacién de un nimero correspondiente de complejos
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de MNA ligasa que pueden funcionar como enzimas de acidos nucleicos con actividad ligasa en la siguiente etapa
de la reaccion. Las ligasas de acido nucleico podrian hacer varios elementos para la reaccion de la MNAzima C, tal
como un facilitador del ensamblaje C, una partzima A, B, o componentes de éstos. Asi, por ejemplo, una reaccion
ligasa dirigida por el producto de una MNAzima inicial podria hacer un facilitador del ensamblaje C para la MNAzima
C y otra reaccion ligasa dirigida por el producto de otra MNAzima inicial podria hacer una partzima para la MNAzima
C. En dicho ejemplo, el ensayo podria disponerse de manera que solo cuando las dos dianas estan presentes para
dirigir ambas reacciones ligasa y por lo tanto hacer tanto el facilitador del ensamblaje como la partzima, la MNAzima
C se ensambla y es cataliticamente activa. Este seria un mecanismo para la deteccién de miuiltiples dianas. Sélo en
presencia del numero requerido de dianas estaria disponible el nimero total requerido de elementos de MNAzima C
para modificar el sustrato C. En este ejemplo, los elementos afadidos de la mezcla de reaccion se personalizarian
segun cuantos elementos de MNAzima C se producen gracias al reconocimiento de las dianas originales. Asi, por
ejemplo, si dos dianas se monitorizaran y esto a su vez dirigiera reacciones que resultaran en la creacion de un
facilitador del ensamblaje C y partzima A para MNAzima C, entonces sélo se necesitaria que estuvieran presentes el
componente partzima B para MNAzima C y el sustrato C para permitir la formacion de los complejos de MNAzima C
y para que continuara la tercera etapa de la reaccion.

De manera similar, uno o mas facilitadores del ensamblaje (por ejemplo, dianas) podria detectarse y alimentar un
numero de diferentes elementos en una etapa posterior (por ejemplo, ligacion). Por ejemplo, con referencia a la
figura 9, una reaccion inicial podria proporcionar el sustrato de ligasa 5' y otra reaccion inicial podria producir el
sustrato de ligasa 3'. Alternativamente, en otro ejemplo similar a la Figura 12, una MNAzima escisora inicial podria
producir el sustrato de ligasa 5' para MNAzima B y una MNAzima ligasa inicial podria crear una partzima para la
MNAzima ligasa B. Sélo cuando ambos productos estan disponibles para participar en la formacién de un complejo
de MNAzima se modificaran los sustratos de la ligasa y continuara la reaccién en cascada. Se entendera que los
diferentes facilitadores del ensamblaje (por ejemplo, dianas) usados en dichas estrategias pueden comprender
diferentes moléculas o diferentes secuencias en una molécula, o una combinacion. Por ejemplo, tres SNP diferentes
en una molécula podrian detectarse por tres MNAzimas diferentes.

Se reconocera que existen muchas otras variaciones de esta estrategia. El concepto general de usar mdultiples
dianas para proporcionar un niumero de diferentes elementos para una reaccién en la que todos se requieren para
que la reaccion continte es aplicable a muchas reacciones y cascadas. El numero de dianas que se detectan puede
variar, por ejemplo, pueden detectarse dos o mas dianas. Podria aplicarse a una o muchas etapas de una cascada.
También podria aplicarse "directamente" proporcionando un componente o componentes para la epata siguiente en
la cascada, o "indirectamente" permitiendo que se produzca una reaccién mas tarde en la cascada, o varias
combinaciones de éstos. Asi, por ejemplo, una MNAzima dirigida por una diana podria proporcionar una molécula
requerida para la reaccion siguiente y otra MNAzima dirigida por otra diana podria proporcionar un producto
requerido para la reaccion siguiente u otra reaccion posterior. Sera obvio que también pueden aplicarse otras
variaciones. Sera obvio que esta estrategia también puede aplicarse a enzimas que producen diferentes
modificaciones (por ejemplo, escisién o ligaciéon) como se ha descrito anteriormente. Ademas, son posibles varias
combinaciones de productos preparadas por un nimero variable de enzimas de acidos nucleicos que responden a
varios numeros de dianas, que incluyen pero no estan limitadas a, partzimas, facilitadores del ensamblaje y otros
componentes del complejo MNA. Un numero de enzimas de acidos nucleicos que responden a un nimero de dianas
pueden producir uno o mas componentes de una enzimas de acidos nucleicos adicional o complejo de enzima de
acidos nucleicos o pueden producir todos los componentes de una enzima de acidos nucleicos adicional o complejo
de enzima de acidos nucleicos.

Otro ejemplo de una reaccidn en cascada que usa enzimas de acidos nucleicos que pueden escindir sustratos, junto
con enzimas de acidos nucleicos que pueden ligar sustratos se ilustra en la Figura 15. En este ejemplo, el proceso
de ligacion resulta en la generacion de un nuevo facilitador del ensamblaje. En la etapa (1) la MNAzima escisora | se
ensambla solo en presencia de un facilitador del ensamblaje (por ejemplo un acido nucleico diana) y escinde el
sustrato 1 de la MNAzima liberando un producto de escisién 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En la etapa (2)
una ADNzima ligasa (o una MNAzima ligasa) liga el producto de escision 5' de la etapa (1) a un sustrato de ligacion
3' creando asi un producto de ligacion que puede servir como un facilitador del ensamblaje para otra MNAzima
escisora 2. En la etapa (3) el facilitador del ensamblaje formado por ligacion en la etapa (2) dirige el ensamblaje de
las partzimas que forman MNAzima escisora 2 que puede escindir el sustrato 2 en dos productos, un producto de
escision 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3' y un producto de escision 3'. Una sefal detectable puede generarse
después de la escision del sustrato 2 si este sustrato estuviera marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores
fluoréforo y apantallador. De manera similar a las versiones lineales de las cascadas ilustradas en la Figura 9 y 12,
cada etapa en la cascada en la Figura 15 emplea una enzima de acidos nucleicos, parte o todas de las cuales puede
experimentar recambio multiple mediante lo cual una unica enzima de acidos nucleicos (por ejemplo, una ADNzima
o MNAzima) puede realizar multiples escisiones o ligaciones u otras modificaciones en una o mas etapas en la
cascada. El recambio multiple puede facilitar la amplificaciéon en una o mas etapas en la cascada resultando en la
amplificacion de la sefial detectada durante una o mas etapa(s).

Ademas, una extensién de la cascada lineal ilustrada en la Figura 15 podria resultar en una cascada de
amplificacion con retroalimentacion. Si la secuencia del producto de escision 5' de la MNAzima escisora 2 fuera la
misma que el producto de escision 5' de la MNAzima escisora 1 entonces el producto de escision 5' de la MNAzima
escisora 2 también podria servir como un sustrato 5' para la ADNzima ligasa (0 MNAzima ligasa) y podria iniciarse
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una reaccion en cascada de amplificacion con retroalimentacion. En esta reaccion, la MNAzima escisora 2 generaria
de manera constante los productos de escisidon 5' que a su vez podrian servir como un sustrato para la ligacién por
la ADNzima ligasa (o la MNAzima ligasa) permitiendo asi la creacion de mas facilitadores del ensamblaje que
podrian dirigir el ensamblaje de mas MNAzima escisora 2. Se prevé que esta estrategia podria proporcionar un
mecanismo para la amplificacién de la sefal con retroalimentacion después del inicio de una reacciéon por un
facilitador del ensamblaje (por ejemplo, analito diana) que podria permitir el ensamblaje de una MNAzima escisora 1.
La estrategia podria permitir la deteccion de facilitadores del ensamblaje (por ejemplo analitos diana) seguido de la
amplificacion de la sefial usando una ADNzima (o MNAzima) que puede ligar sustratos y MNAzimas que pueden
escindir un sustrato. Otras variaciones de este esquema se describen a lo largo de la especificacion.

Otro método ejemplar para generar una reaccion en cascada con retroalimentacién usando dos tipos de enzimas de
acidos nucleicos concretamente enzimas de acidos nucleicos que pueden escindir sustratos y enzimas de acidos
nucleicos que pueden ligar sustratos se propone en la Figura 16. La Figura 16 es sé6lo una de varias variaciones de
esta estrategia general. En la etapa (1) la MNAzima escisora 1 se ensambla sé6lo en presencia de un facilitador del
ensamblaje (por ejemplo un acido nucleico diana) y escinde el sustrato 1 de la MNAzima liberando un producto de
escision 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3' y un producto de desecho 3'. En la etapa (2) la ADNzima ligasa (o
MNAzima ligasa) liga el producto de escision 5' de la etapa (1) a un sustrato de ligacién 3' creando asi un producto
de ligacion que puede servir como un facilitador del ensamblaje para una MNAzima escisora 2. En la etapa (3) el
facilitador del ensamblaje formado por ligaciéon en la etapa (2) dirige el ensamblaje de las partzimas para formar
MNAzima escisora 2 que puede escindir el sustrato 2 en dos productos, un producto de escisiéon 5' con un extremo
fosfato ciclico 2', 3' y un producto de escision 3'. Una sefial detectable puede generarse después de la escision del
sustrato 2 si este sustrato estuviera marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador.
Ademas, si la secuencia de uno de los productos de escision de MNAzima escisora 2 fuera Util como un componente
facilitador del ensamblaje para una MNAzima escisora 3 esto podria facilitar una cascada con retroalimentacion. En
este caso, la MNAzima escisora 3 puede tener diferentes brazos sensores respecto a la MNAzima escisora 1 pero
requeriria al menos un brazo de sustrato en comun con la MNAzima escisora 1 con el fin de proporcionar al menos
el mismo sustrato de ligacion 5' para participar en la reaccion de ligasa de la etapa (ii). (En la Figura 16, suponiendo
que es el mismo sustrato que el MNAzima escisora 1 (sustrato 1), los brazos del sustrato seran los mismos para
MNAzima escisoras 1 y 3.) En la etapa 4 una MNAzima escisora 3 podria ensamblarse en presencia de un
componente de facilitador del ensamblaje generado por la escisién por la MNAzima escisora 2. Ademas, la
MNAzima escisora 3 podria escindir un sustrato y generar un producto de escision 5' que podria ser el mismo que el
producto de escision 5' producido por la escision del sustrato 1 por MNAzima escisora 1. A su vez, este producto
también podria servir como un sustrato 5' para la ADNzima (o MNAzima) ligasa y podria iniciarse una reaccion en
cascada de amplificacion con retroalimentacion. En esta reaccién, la MNAzima escisora 3 generaria de manera
constante el producto de escision 5' que a su vez podria servir como un sustrato para la ligacion por la ADNzima (o
MNAzima) ligasa para crear mas facilitadores del ensamblaje que podrian dirigir el ensamblaje de mas MNAzima
escisora 2. La MNAzima escisora 2 podria producir entonces mas componentes del facilitador del ensamblaje para
mas MNAzima escisora 3 y se crearia una cascada con retroalimentacién. Esta estrategia podria proporcionar un
mecanismo para la amplificacién de la sefial con retroalimentacion después del inicio de una reaccién por un
facilitador del ensamblaje (por ejemplo un analito diana) que dirige el ensamblaje de MNAzima escisora 1. La
estrategia permitiria la deteccion de facilitadores del ensamblaje (por ejemplo analitos diana) seguido de la
amplificacion de la sefial usando una ADNzima (o MNAzima) que podria ligar sustratos y MNAzimas que podrian
escindir sustratos.

Se entendera que aunque varios de los ejemplos anteriores se refieren al uso de un producto de escisiéon 5' como un
sustrato de ligacion en una reaccion posterior, también seria posible usar un producto de escision 3' como un
sustrato de ligacion en una reaccion posterior, o ambos. Adicionalmente, bien un producto de escisiéon 5' 6 3', o
ambos, podria usarse como un componente de un complejo de enzima de acidos nucleicos posterior o precedente.
También se entendera que los sustratos ligables pueden tener diferentes extremos dependiendo de la ligasa usada.
Por ejemplo, ademas de los extremos fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo 5', pueden tener, por ejemplo, extremos diol 2'3'
y extremos trifosfato 5' (véase la Tabla 4). Las MNAzimas con actividad de escision pueden seleccionarse tomando
como base la unién que se va a escindir.

En variaciones adicionales de éste y otros ejemplos en la especificacion, la ADNzima (0 MNAzima) con actividad
ligasa podria ligar fragmentos y formar una ADNzima capaz de escindir el sustrato 2 para crear un facilitador del
ensamblaje u otro componente para otra MNAzima (marcada como MNAzima escisora 3 en la Figura 16). Como tal,
en esta variacion la MNAzima escisora 2 podria reemplazarse por una ADNzima escisora. En otra estrategia
ejemplar, la ADNzima (o MNAzima) ligasa podria ligar fragmentos y crear una nueva partzima capaz de asociarse
con otra partzima y un facilitador del ensamblaje presente en la reaccion formando asi una MNAzima escisora 2 que
podria escindir el sustrato 2 para crear un componente del facilitador del ensamblaje para una MNAzima 3. Son
posibles otras variaciones de este esquema y se describen en otro lugar en la especificacion.

El experto en la técnica apreciara que son posibles varios complejos MNAzima alternativos y pueden usarse en las
cascadas. Varios de estos disefios se ilustran en la Figura 6 en la que algunos ejemplos de complejos MNAzima
activos se muestran en los Paneles A a D. Estas estructuras son todas capaces de formar enzimas cataliticamente
activas, que pueden modificar (por ejemplo escindir) un sustrato (S). La ilustracion contiene esquemas para
MNAzimas, que incluyen un facilitador del ensamblaje F1 (panel A), dos componentes de facilitador del ensamblaje
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F1 y F2 (paneles B y D) o tres componentes de facilitador del ensamblaje F1, F2 y F3 (panel C). El ejemplo
mostrado en el panel A incluye brazos sensores con regiones auto complementarias en los brazos sensores de la
partzima. Las MNAzimas también pueden incluir uno o mas brazos estabilizadores (sA) como se muestra en el panel
D. Las variaciones en un panel podrian usarse en combinacién con una variacion en otro panel.

El experto en la técnica apreciara que a lo largo de la especificacion se demuestran varias cascadas. También se
apreciara que las cascadas tienen naturaleza modular y asi son posibles numerosas variaciones en las cascadas. La
Tabla 3, siguiente proporciona una lista no exhaustiva de posibles variaciones.

Tabla 3. Algunas cascadas posibles usando combinaciones de MNAzimas o MNAzimas y ADNzimas.

*Etapa Enzima Funcién
Variacion 1 en la puestaa |1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo (por escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
ejemplo, Ejemplo 6, Figura como un sustrato en la etapa 2.
9; Ejemplo 7 y 9, Figura 12)
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear una nueva partzima para una MNAzima escisora
2 requerida para la etapa 3.
3 MNAzima Usa la partzima/producto de ligacion de la etapa 2
escisora 2 como un componente para una MNAzima escisora 2
que puede escindir un sustrato.
Variacion 2 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo (por escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
ejemplo, Ejemplo 12, Figura como un sustrato en la etapa 2.
15)
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa | como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear un nuevo facilitador del ensamblaje para una
MNAzima escisora 2 requerida para la etapa 3.
3 MNAzima Usa el facilitador del ensamblaje/producto de ligacién
escisora 2 de la etapa 2 para facilitar el ensamblaje de una
MNAzima escisora 2 que puede escindir un sustrato.
Variacion 3 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
como un sustrato en la etapa 2.
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear una nueva ADNzima requerida para la etapa 3.

3 ADNzima Usa la ADNzima/producto de ligacién de la etapa 2
para modificar un sustrato, por ejemplo por escision,
ligacion u otra actividad enzimatica.

Variacion 4 de la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo (por escisora diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
ejemplo, Ejemplo como un sustrato en la etapa 2.
13, Figura 16) 2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear una nueva partzima para una MNAzima
requerida para la etapa 3.
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*Etapa Enzima Funcién
3 MNAzima (por |Usa la partzima/producto de ligacion de la etapa 2
ejemplo, una |como un componente para otra MNAzima que puede
escisora o modificar (por ejemplo, escindir o ligar) un sustrato
ligasa) para crear un producto util como un facilitador del
ensamblaje o componente del facilitador del
ensamblaje en la etapa 4.

4 MNAzima Usa el facilitador del ensamblaje o componente del
facilitador del ensamblaje generado en la etapa 3 para
formar una MNAzima, que puede modificar un
sustrato, por ejemplo por escision, ligacién u otra
actividad enzimatica.

Variacion 5 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo (por escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
ejemplo, Ejemplo 13, Figura como un sustrato en la etapa 2.
16)
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear un nuevo facilitador del ensamblaje para una
MNAzima escisora 2 requerida para la etapa 3.
3 MNAzima Usa el facilitador del ensamblaje/producto de ligacion
escisora 2 de la etapa 2 para facilitar el ensamblaje de una
MNAzima escisora 2, que puede escindir un sustrato
para crear un producto util como un componente del
facilitador del ensamblaje en la etapa 4.

4 MNAzima Usa el componente del facilitador del ensamblaje
generado en la etapa 3 para formar una MNAzima 3,
que puede modificar un sustrato, por ejemplo por
escision, ligacion u otra actividad enzimatica.

Variacion 6 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
como un sustrato en la etapa 2.
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear una nueva ADNzima requerida para la etapa 3.

3 ADNzima Usa la ADNzima/producto de ligacion de la etapa 2
para modificar un sustrato para crear un producto Util
como un facilitador del ensamblaje o componente del
facilitador del ensamblaje en la etapa 4

4 MNAzima Usa el facilitador del ensamblaje o componente del
facilitador del ensamblaje generado en la etapa 3 para
formar una MNAzima, que puede modificar un
sustrato, por ejemplo por escision, ligacién u otra
actividad enzimatica.

Variacion 7 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora | diana) y escinde un sustrato para crear un producto util

como un sustrato en la etapa 2.
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*Etapa Enzima Funcién
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa crear un nuevo sustrato requerido para la etapa 3.
3 MNAzima o |Usa el sustrato/producto de ligacién de la etapa 2
ADNzima como un sustrato para una MNAzima o
escisora ADNzima escisora, que puede escindir el sustrato para
crear un producto util como un componente del
facilitador del ensamblaje en la etapa 4.

4 MNAzima Usa el componente del facilitador del ensamblaje
generado en la etapa 3 para dirigir el ensamblaje de
una MNAzima adicional, que puede modificar un
sustrato, por ejemplo por escision, ligacién u otra
actividad enzimatica.

Variacion 8 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
como un sustrato en la etapa 2.
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa 1 crear un nuevo componente (por ejemplo, una
partzima o facilitador del ensamblaje) para una
MNAzima escisora 2 requerida para la etapa 3.
3 MNAzima Usa el componente/producto de ligacion de la etapa 2
escisora 2 como un componente para una MNAzima escisora 2,
que puede escindir un sustrato para crear un producto
util como un sustrato de ligacion en la etapa 4.
4 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 3 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa 2 crear una nueva ADNzima escisora requerida para la
etapa 5.
5 ADNzima Usa la ADNzima/producto de ligacion de la etapa 4
escisora para escindir el sustrato usado en la etapa 1.
Variacion 9 en la puesta a 1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
como un sustrato en la etapa 2.
2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa 1 crear un nuevo componente (por ejemplo, una
partzima o facilitador del ensamblaje) para una
MNAzima escisora 2 requerida para la etapa 3.
3 MNAzima Usa el componente/producto de ligacion de la etapa 2
escisora 2 como un componente para una MNAzima escisora 2,
que puede escindir un sustrato para crear un producto
para usar como un sustrato de ligacién en la etapa 4.
4 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 3 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
ligasa 2 crear un nuevo componente (por ejemplo, facilitador

del ensamblaje o partzima) para una MNAzima
escisora adicional requerida para la etapa 5.
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*Etapa Enzima Funcién
5 MNAzima Usa el producto de ligacién de la etapa 4 como un
escisora componente para ensamblar una MNAzima adicional

que puede escindir el sustrato usado en la etapa 1.

Variacion 10 en la puestaa |1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto Util
como un sustrato en la etapa 2.

(por ejemplo, Ejemplo 2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
6, Figura 9; Ejemplos 7y ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para
9, Figura 12; Ejemplo ligasa crear un nuevo componente (por ejemplo, una
12,Figura 15) partzima o facilitador del ensamblaje) para una

MNAzima requerida para la etapa 3.

3 MNAzima Usa el componente/producto de ligacion de la etapa 2
como un componente para una MNAzima, que puede
modificar un sustrato, por ejemplo por escision,
ligacion u otra actividad enzimatica.

Variacion 11 en la puestaa |1 MNAzima Detecta el facilitador del ensamblaje (por ejemplo,
punto del ensayo escisora 1 diana) y escinde un sustrato para crear un producto util
como un sustrato en la etapa 2.

2 MNAzima o |Usa el producto de la etapa 1 como un sustrato, que
ADNzima puede ligarse a un segundo sustrato de ligacién para

ligasa crear un nuevo sustrato requerido para la etapa 3.

3 MNAzima o |Usa el sustrato/producto de ligacion de la etapa 2

ADNzima como un sustrato para una MNAzima, que puede
modificar un sustrato, por ejemplo por escision,
ligacion u otra actividad enzimatica.

*Las etapas pueden realizarse secuencialmente en recipientes de reaccidn individuales, varias etapas pueden
combinarse o todas las etapas podrian realizarse en un Unico recipiente de reaccién con una o mas camaras. Cada
variacién podria comprender etapas adicionales, incluyendo etapas que se retroalimentan en otras partes de la
cascada.

En el Esquema 1 se muestra un diagrama de flujo de una seleccién de elementos, pasos o etapas componentes de
reacciones en cascada como se usa en reacciones en los ejemplos descritos en la presente memoria e ilustrado en
las figuras. El diagrama de flujo no limitante demuestra la modularidad de varios elementos componentes utiles en
reacciones en cascada.
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Iniciar proporcionando un facilitador del Iniciar proporcionando una diana = un
ensamblaje como una diana de &cido nucleico ligando activador (Ejemplo 4: Figura 7)
(NA) (Ejemplos 6, 7, 9, 11 y 12; Figuras 9, 10,

12,15y 16)
Crear una 12 NA enzima = una Crear una 12 NA enzima = una MNAzima con actividad
MNAzima con actividad ligasa de escision (Ejemplos 4, 6, 7,9, 11 y 12; Figuras 7, 9,
(Ejemplo 7; Figura 10) 12,15y 16)

A 4

Crear un componente (por ejemplo, sustrato) para un 2° complejo de NA enzima (Ejemplos 6, 7, 9,
11y 12; Figuras 9, 12, 15y 16)

\ 4 A 4

2° complejo NA enzima = complejo de 2° complejo NA enzima = complejo de
ADNzima ligasa (Ejemplo 6, 7, 9, 11,y 12; MNAzima ligasa (Ejemplo 7 y 9; Figura 12,
Figuras 9, 15y 16) 15y 16)
v \ 4 v
Crear un facilitador del ensamblaje Crear una partzima para un 3% complejo de NA
para un 3% complejo de NA enzima enzima (Ejemplo 6, 7, 9, 11y 12; Figuras 9 y 12)

(Ejemplo 12; Figura 15y 16)

A 4 A 4 A 4

Ensamblar un 3° complejo de NA enzima (Ejemplo 6, 7, 9, 11 y 12; Figuras 9, 12, 15 y 16)

A 4 A 4 A 4

Crear un producto que pueda detectarse (Ejemplo 6, 7, 9, 11 y 12; Figuras 9, 12, 15y 16) o crear un
producto util en etapas de reaccion adicionales por ejemplo en una reaccién en cascada con
retroalimentacion (Figura 16)

La deteccién de la actividad catalitica de 1 o mas de la 12, 22, 32 o cualesquiera NA enzimas
adicionales podria ser indicativa de la presencia de una diana
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Todas las reacciones pueden usar una combinacion de enzimas de acidos nucleicos, concretamente multiples
MNAzimas o una mezcla de MNAzimas y ADNzima(s). Las modificaciones por estas enzimas implican una
combinacién de varios nimeros de etapas de escision y/o ligacion. En cada caso, el producto de una etapa sirve
como un sustrato, una enzima o un componente de enzima para la etapa posterior. Las enzimas de acidos nucleicos
que escinden pueden usarse para crear, por ejemplo, un nuevo sustrato para ligacién o un nuevo componente del
facilitador del ensamblaje para una nueva MNAzima. Las enzimas de &cidos nucleicos que ligan pueden usarse para
crear, por ejemplo, un nuevo sustrato para escision en una etapa siguiente por una enzima ADNzima o MNAzima.
Ademas, las enzimas de acidos nucleicos que ligan pueden usarse para crear, por ejemplo, una nueva ADNzima o
un nuevo componente para una MNAzima, tal como un facilitador del ensamblaje, una nueva partzima o un nuevo
brazo estabilizador. Un experto en la técnica se dara cuenta de que existe un gran niumero de variaciones de los
ensayos que usan combinaciones de enzimas de acidos nucleicos y los productos resultantes que pueden usarse en
cascadas de enzimas de &cidos nucleicos. Por ejemplo, en algunas de las variaciones listadas en la Tabla 3 en las
que una enzima de acidos nucleicos se indica como una escisora podria ser posible reemplazar ésta con una ligasa
(o viceversa). En los ejemplos se han demostrado numerosas etapas individuales utiles en varias de dichas
reacciones en cascada y se resumen en el Esquema 1.

Sera obvio para un experto en la técnica que multiples productos producidos por una uUnica enzima de acidos
nucleicos podrian usarse para permitir que uno o mas complejos de acidos nucleicos funcionen como una o mas
enzimas de acidos nucleicos en una o mas etapas posteriores.

En algunas de las etapas de la Tabla 3 en las que el producto de una reaccion se indica como util como un
componente particular de un complejo de enzimas de acidos nucleicos en una reaccién posterior, podria ser posible
reemplazar el componente con otro tipo de componente. Por ejemplo, en la etapa | de la Tabla 3 una MNAzima
podria crear un producto que es Util como un facilitador del ensamblaje, en lugar de como un sustrato, para el
ensamblaje de un complejo de enzima de acidos nucleicos.

Sera obvio para un experto en la técnica que una sefial, por ejemplo una sefial fluorescente puede generarse en una
etapa en la que ocurre una modificacion catalitica. Por ejemplo, una sefial fluorescente podria generarse en
cualquier etapa en la que hay escision por una ADNzima o MNAzima se podria separar una pareja de marcadores
fluoréforo apantallador y causar un incremento en la fluorescencia. Ademas, una sefial fluorescente podria
generarse en cualquier etapa en la que, por ejemplo, hay ligacién por una ADNzima o MNAzima se podria llevar una
pareja de marcadores fluoréforo apantallador muy cerca y causar una disminucion en la fluorescencia. Ademas, una
sefal fluorescente podria generarse en multiples etapas en una reaccioén en cascada.

En todos estos ejemplos de reacciones en cascada hay una sucesion de procesos u operaciones que ocurren en
etapas sucesivas, en la que la ocurrencia de cada etapa es tipicamente dependiente de la ocurrencia de una etapa
anterior. Ademas, en los ejemplos en los que se describen cascadas con retroalimentacion habra una sucesion de
procesos u operaciones que ocurren en etapas sucesivas, en la que la ocurrencia de cada etapa es tipicamente
dependiente de la ocurrencia de una etapa anterior y mediante la cual la ocurrencia de al menos una etapa anterior
depende tipicamente de procesos u operaciones que ocurren en etapas posteriores. En las cascadas con
retroalimentacioén, el producto de cualquier etapa anterior podria servir como un componente o sustrato para
cualquier etapa posterior y el producto de cualquier etapa posterior podria servir como un componente o sustrato
para cualquier etapa anterior.

Una cascada podria iniciarse por dianas de acido nucleico (ADN/ARN) en presencia de componentes para una o
mas MNAzima(s), o podria iniciarse una cascada por otros analitos diana (proteinas, moléculas pequefias etc) en
presencia de componentes para una o mas apta-MNAzima(s)s. Como la reaccién sélo se iniciaria en presencia de
analitos diana, podria proporcionar una técnica para la deteccién y/o identificacion de analitos diana. El método se
basa en la transicidn entre estados de inactivacion y activacion de complejos de acidos nucleicos. A diferencia de las
técnicas de amplificacion de diana tales como la PCR, o la reacciéon en cadena de la ligasa, las cascadas que
implican la amplificacion usando MNAzima(s) no requieren enzimas proteicas para facilitar el proceso. Ademas, la
capacidad de controlar y regular la actividad catalitca de MNAzima(s) usando varios componentes
oligonucleotidicos, tales como componentes del brazo estabilizador o componentes del facilitador del ensamblaje
permite que el ensamblaje de MNAzimas esté regulado firmemente por condiciones y componentes en el
microentorno.

En relacién con las cascadas iniciadas por analitos diana distintos de acidos nucleicos, los aptameros son utiles. Los
aptameros son secuencias de ADN, ARN o peptidicas que tienen la capacidad de reconocer uno o mas ligandos con
gran afinidad y especificidad debido a su estructura de alto nivel, por ejemplo, un dominio o bolsillo de unién 3-D.
Muchos aptameros se han desarrollado in vitro por su capacidad de unirse a ligandos, incluyendo por ejemplo,
acidos nucleicos, proteinas, priones, compuestos organicos pequefios y/o organismos enteros. Las "aptazimas" son
secuencias que se han descrito previamente que tienen secuencias comprendidas por secuencias tanto de
aptamero como de enzima de acidos nucleicos, por ejemplo un aptamero afiadido a una ADNzima o ribozima. Las
apta-MNAzimas son MNAzimas que tienen un aptamero afiadido a uno de los componentes en un complejo apta-
MNA. Por ejemplo, un aptamero puede estar afiadido a una partzima, un facilitador del ensamblaje, un sustrato de
MNAzima o cualquier otro componente de un complejo MNA. La asociacién de un analito diana distinto de acido
nucleico con el aptamero puede facilitar la actividad de la enzima de acidos nucleicos. Asi, una cascada puede
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iniciarse por un analito diana distinto de acido nucleico que se asocia con una apta-MNAzima, por ejemplo, como la
primera etapa de una cascada. Ademas, en una cascada, el producto de una reaccion catalizada por una enzima de
acidos nucleicos en esa cascada puede asociarse con un aptamero presente en un componente de una enzima de
acidos nucleicos distinta de la MNAzima o apta-MNAzima inicial, facilitando de esta manera la actividad de esa
enzima de acidos nucleicos.

Las cascadas de amplificacion mediadas por MNAzima y/o apta-MNAzima podrian aplicarse a un rango de
aplicaciones biotecnolégicas, especialmente en diagndstico, pero también en otras aplicaciones médicas,
veterinarias, agricolas, tecnologia de los alimentos, formacién de imagenes y anti-bioterrorismo. Podrian permitir la
deteccién de proteinas, acidos nucleicos u otras moléculas para el diagnéstico de enfermedades facilitando la
amplificacion de la sefial. Los acidos nucleicos cataliticos y/o las reacciones en cascada pueden usarse para
aplicaciones distintas del diagndstico, por ejemplo, en el campo del analisis computacional e ingenieria biomolecular
de dispositivos en nanoescala e interruptores que pueden usarse en terapéutica.

9. Método que permite el cambio entre los estados activos e inactivos de complejos MNA por la eliminacién o
creacion de componentes tales como el inhibidor de la actividad o el facilitador del ensamblaje.

Una transicion entre MNAzimas activas y complejos MNA inactivos, o viceversa, puede conseguirse mediante el
suministro o eliminacién de componentes del complejo MNA, incluyendo pero no limitado a, uno o mas inhibidores
de la actividad, facilitadores del ensamblaje, inhibidores del ensamblaje, partzimas o brazos estabilizadores, o partes
de éstos. En algunas realizaciones, el inhibidor de la actividad puede incluir ademas un conector o sustrato labil o
escindible, que puede estar localizado entre dos o mas dominios en el inhibidor de la actividad, por ejemplo un
dominio inhibidor de la actividad y un dominio facilitador del ensamblaje activador. La escision en el sitio del conector
puede permitir la separacion de un dominio inhibidor de la actividad de un dominio inhibidor del ensamblaje
activador, que puede funcionar como un componente facilitador del ensamblaje y dirigir el ensamblaje de una
MNAzima activa. La escisién del conector podria conseguirse por varios métodos, incluyendo pero no limitado a,
escision por MNAzima, escision por enzima proteica, o hidrdlisis inducida por cambios en el pH y/o temperatura.

Alternativamente, el inhibidor del ensamblaje y/o facilitador del ensamblaje podria eliminarse selectivamente usando
un proceso que implica migracion de cadena y/o complementariedad con oligonucledtidos componentes. Los
oligonucledétidos moduladores que funcionan a través de complementariedad pueden hacerlo alterando la estructura
secundaria de los oligonucledtidos a los que se unen. En algunas realizaciones, esto puede resultar en una
conformacién alternativa en la que una secuencia activadora es ahora capaz de ensamblarse con otros
componentes para formar MNAzimas activas. Como ejemplo, dicho oligonucleétido modulador puede causar la
alteracion de estructuras intramoleculares tales como horquillas que restringen a las moléculas activadoras en
conformaciones no funcionales.

Una estrategia ejemplar alternativa se disefia para facilitar el cambio de un complejo MNA entre el "estado activado”
de una MNAzima activa al "estado inactivado" de un complejo MNAI usando una segunda MNAzima con actividad
ligasa (o una ADNzima con actividad ligasa). Respecto a la Figura 13, una MNAzima A activa, que podria ser capaz
de modificar (por ejemplo, escindir o ligar) un sustrato(s) A podria formarse en presencia del componente facilitador
del ensamblaje | (AFC 1) y componente facilitador del ensamblaje 2 (AFC 2). Una segunda MNAzima B, que tiene
actividad ligasa, podria formarse en presencia del facilitador del ensamblaje 3 (AF3) y podria ligar AFC 2 con un
componente inhibidor de la actividad (AIC) causando la formacién de un inhibidor de la actividad (Al). Este Al podria
unirse a los componentes partzima para la MNAzima A y resultar en la formacion de un complejo MNAi A que es
inactivo. Como tal la MNAzima ligasa en este ejemplo podria operar como un interruptor de inactivacion para
inactivar una MNAzima A.. Alternativamente, una ADNzima ligasa podria reemplazar la MNAzima ligasa y usarse
para operar como un interruptor de inactivacion para inactivar una MNAzima A. El complejo MNAI inactivo y la
MNAzima cataliticamente activa representan dos estados alternativos para los componentes ensamblados,
concretamente un estado "inactivado" y el estado "activado" respectivamente.

10. Kits,

La presente descripcion también proporciona kits para poner en practica los métodos descritos en la presente
memoria. Tipicamente, los kits para llevar a cabo los métodos de la presente descripcion contienen todos los
reactivos necesarios para llevar a cabo el método. Tipicamente, los kits pueden comprender al menos un primer
contenedor que contiene un primer complejo de acidos nucleicos (por ejemplo, un complejo MNA), en el que la
formacion de una primera enzima de acidos nucleicos requiere la adicion de una muestra que contiene
potencialmente una diana que se quiere detectar, identificar y/o cuantificar. La formacién de la enzima puede dar
lugar a la produccién de un componente, por ejemplo un sustrato, adecuado para participar en una reaccion
posterior. En la reaccion posterior, el componente permite al complejo de acidos nucleicos adicional funcionar como
una enzima de acidos nucleicos. También pueden proporcionarse los reactivos para permitir la formacién de
complejos de acidos nucleicos adicionales que forman complejos de enzimas de acidos nucleicos cuando se ponen
en contacto por un componente producido por una enzima de acidos nucleicos de una reaccion previa.

En determinadas realizaciones, los componentes para cada uno de los complejos de acidos nucleicos que pueden
permitir la formacion de complejos de enzima de acidos nucleicos activa pueden estar presentes en el mismo
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contenedor o en contenedores separados. En otras realizaciones, los componentes para cada uno de los complejos
de acidos nucleicos que pueden permitir la formaciéon de complejos de enzima de acidos nucleicos activa pueden
estar presentes en contenedores separados. Por ejemplo, en una realizaciéon un kit puede comprender uno o mas
componentes requeridos para cada uno de los complejos de acidos nucleicos en contenedores separados.

Se entendera que no se requiere que todos los componentes para todos los complejos de acidos nucleicos estén en
el kit ya que pueden generarse como parte de una reaccidon en cascada. También se prevén los componentes que
permiten reacciones multiples.

En otras realizaciones, los componentes para complejos de enzima de acidos nucleicos adicionales, por ejemplo,
con actividad de escision o ligasa también pueden formar parte de los kits de la presente descripcion. En otras
realizaciones mas, los kits de la presente descripcion pueden incluir ADNzimas o partes de éstas.

Tipicamente, los kits de la presente descripcion también comprenderan uno o mas contenedores adicionales, que
contienen por ejemplo, reactivos de lavado y/o otros reactivos segun se requiera para la realizaciéon de los métodos
de la descripcion.

En el contexto de la presente descripcion, un kit compartimentalizado incluye cualquier kit en el que los reactivos
estan contenidos en contenedores separados, y pueden incluir contenedores de vidrio pequefios, contenedores de
plastico o tiras de plastico o papel. Dichos contenedores pueden permitir la transferencia eficiente de reactivos de un
compartimento a otro compartimento mientras evitan la contaminacion cruzada de las muestras y reactivos, y la
adicion de agentes o disoluciones de cada contenedor de un compartimento a otro de una manera cuantitativa.
Dichos kits también pueden incluir un contenedor que aceptara la muestra de ensayo, un contenedor que contiene
los reactivos usados en el ensayo, contenedores que contienen reactivos de lavado y contenedores que contienen
un reactivo de deteccion. Tipicamente, un kit de la presente descripcién también incluira instrucciones para usar los
componentes del kit para realizar los métodos apropiados. Los kits y los métodos de la descripcién pueden usarse
conjuntamente con equipos y sistemas de andlisis automatizados, por ejemplo, incluyendo pero no limitado a,
magquinas de PCR en tiempo real.

Para la aplicacion para la deteccion, identificacion o cuantificacion de diferentes dianas o eventos, puede ser
aplicable un unico kit de la descripcidon o alternativamente pueden requerirse diferentes kits, por ejemplo que
contienen reactivos especificos para cada diana. Los métodos y kits de la presente descripcién encuentran
aplicacion en cualquier circunstancia en la que es deseable detectar, identificar o cuantificar cualquier entidad o
evento.

11. Métodos para preparar MNAzimas

La presente descripcion también proporciona métodos para preparar por ingenieria MNAzimas a partir de ADNzimas
uni-moleculares.

Se sabe que las ADNzimas y/o ribozimas son capaces de la modificacion catalitica de al menos un sustrato en el
que la modificaciéon puede seleccionarse del grupo que comprende escision de acidos nucleicos, ligaciéon de acidos
nucleicos, fosforilacion de &acidos nucleicos, adicion de una cubierta a los acidos nucleicos, adenilacion de
aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacién de ARN, polimerizacién dirigida por molde, conjugacién ARN-
proteina, reaccion de aldol, oxidacion de alcoholes, reduccion de aldehidos, sintesis de nucleétidos de purina y
pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacion de enlaces peptidicos, sintesis de peptidil-ARN,
transferencia de acilo, aminoacilacion, hidrélisis de carbonato, alquilacién de fésforotioato, metalacion de porfirina,
formacion de enlaces carbono-carbono, formacién de nanoparticulas de Pd, isomerizacién de bifenilo, formacién de
enlaces éster, formacién de enlaces amida, desglicosilacion de ADN, fotoreversion de dimeros de timina y escision
de fosforamidato.

Los métodos para preparar MNAzimas descritos en la presente memoria son aplicables a una pluralidad de enzimas
de acidos nucleicos tales como las anteriores e incluyendo pero no limitado a aquellas descritas en Hobartner y
Silverman (2007) y aquellas listadas en la tabla siguiente.

Tabla 4: Algunas enzimas de acidos nucleicos uni-moleculares que pueden usarse para formar una MNAzima.

Reaccion Enzima de acidos nucleicos |Requerimientos de sustrato |Producto

catalizada especifica (y composicion
primaria)

Escision ribozima de cabeza de[NU*X fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
martillo (ARN) union ARN 3'-5' 5'
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Reaccion Enzima de acidos nucleicos |Requerimientos de sustrato |Producto
catalizada especifica (y composicion
primaria)
ADNzima 10:23 (ADN) R*Y fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
unién ARN 3'-5' 5
ADNzima 8:17 (ADN) A*G fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
unién ARN 3'-5' 5
ADNzima 7Q10 (ADN) UA*GR fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
union ARN 2'-5' 5
ADNzima 7Z81 (ADN) UA*GR fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
union ARN 2'-5' 5
Ligacion ADNzima 7Q10 (ADN) UA*GR Unién ARN 2'-5'
fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
5l
ADNzima 7281 (ADN) UA*GR Unién ARN 2'-5'
fosfato ciclico 2'3' e hidroxilo
5
ADNzima 9DB1 (ADN) D*RA Unién ARN 3'-5'
diol 2'3' y trifosfato 5'

El experto en la técnica reconocera que muchas ADNzimas tienen estructuras basicas similares con multiples
dominios. Estas ADNzimas tienen un dominio catalitico conservado (nucleo catalitico) flanqueado por dos dominios
de unién a sustrato no conservados ("brazos de sustrato"), que reconocen e hibridan especificamente con el
sustrato. El dominio de unién al sustrato puede personalizarse para cualquier sustrato siempre que el sustrato
contenga un sitio que pueda modificarse por la ADNzima. Muchos acidos nucleicos cataliticos, incluyendo la
ribozima de cabeza de martillo, las ADNzimas 10:23 y 8:17, las ADNzimas ligasas "7Z81", "7Z48" y "7Q10", la
ADNzima "UV1C" de fotoreversion de dimeros de timina y la ADNzima "DAB22" formadora de enlaces carbono-
carbono, tienen estructuras basicas similares con multiples dominios.

Respecto a la Figura 14, se ilustra un método para preparar por ingenieria una MNAzima a partir de una ADNzima
uni-molecular (estructura del lado superior izquierdo) mediante el cual en la primera etapa, se identifican las
posiciones en el nucleo catalitico de la ADNzima en las que puede ser dividida, de manera que cada parte parcial
del nucleo catalitico puede distribuirse entre dos secuencias parciales de manera que los dos nucleos parciales
conjuntamente constituyen un nudcleo catalitico entero (estructura del lado superior derecho). Pueden sintetizarse
dos oligonucledtidos A y B (partzimas candidatas) (estructura de la parte inferior izquierda). Puede sintetizarse un
oligonucledtido A para contener (i) una parte de brazo de unién a sustrato capaz de unirse a un sustrato, (ii) una
parte de nucleo catalitico parcial, y (iii) una parte de brazo sensor capaz de unirse a una molécula facilitador del
ensamblaje. Puede sintetizarse un segundo oligonucleétido B de manera que contiene (i) un brazo de unién al
sustrato capaz de unirse al mismo sustrato que el oligonucleétido A, mediante lo cual el oligonucledtido B se une al
sustrato en una posiciéon adyacente a la del oligonucleétido A, (ii) una parte de nucleo catalitico parcial que contiene
aquellas bases del nucleo catalitico entero de la ADNzima que no estan incorporadas en el oligonucleétido A v (iii)
una secuencia de brazo sensor capaz de unirse al mismo facilitador del ensamblaje que el oligonucledtido A
mediante lo cual el oligonucledtido B se une al facilitador del ensamblaje en una posicion adyacente a la del
oligonucledtido A. Este proceso puede repetirse preparando asi una serie de parejas de oligonucledtidos A y B que
incorporan la estructura y los dominios de partzimas, pero pueden o no tener actividad catalitica en presencia de un
sustrato y un facilitador del ensamblaje.

Algunas o todas de las parejas de partzima candidatas (parejas de oligonucledtidos A y B de la serie) pueden
incubarse en presencia del facilitador del ensamblaje complementario a las partes de brazo sensor de las partzimas
y un sustrato que es complementario a las partes de brazo de sustrato de las partzimas. La incubacion se realiza en
condiciones que son compatibles con la modificacion de un sustrato por la ADNzima a partir de la cual se obtuvieron
las secuencias de nucleo catalitico parcial. Las parejas de oligonucleétidos A y B, que pueden realizar el mismo tipo
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de modificacion (por ejemplo, escision) en el sustrato tal como la ADNzima de la que se obtuvieron las secuencias
parciales, son Utiles como partzimas que pueden ensamblarse en MNAzimas y complejos de MNAzima (estructura
de la parte inferior derecha). Las secuencias de los nucleos cataliticos parciales son adecuadas para la
incorporacién en otras partzimas de nuevas MNAzimas. Pueden sintetizarse nuevas partzimas que estan
personalizadas para nuevos sustratos (cambiando los dominios de unién a sustrato de cada partzima) y/o nuevos
facilitadores del ensamblaje (cambiando los dominios de unién sensores de cada partzima).

El método para preparar por ingenieria una MNAzima que actia en un primer y segundo sustrato, por ejemplo una
MNAzima ligasa partiendo de una enzima de acidos nucleicos uni-molecular (por ejemplo, ADNzima ligasa) requiere
las etapas similares mediante las cuales en la primera etapa, se identifican las posiciones en el nucleo catalitico de
la ADNzima en las cuales puede dividirse, de manera que cada parte parcial del nucleo catalitico puede distribuirse
entre dos secuencias parciales de manera que los dos nucleos parciales conjuntamente constituyen un nucleo
catalitico entero. Entonces pueden sintetizarse dos oligonucleétidos A y B (partzimas candidatas). Puede sintetizarse
un oligonucledtido A para contener (i) una parte de brazo de unién a sustrato capaz de unirse a un primer sustrato,
(i) una parte de nucleo catalitico parcial, y (iii) una parte de brazo sensor capaz de unirse a una molécula facilitadora
del ensamblaje. Puede sintetizarse un segundo oligonucleétido B de manera que contiene (i) un brazo de unién al
sustrato capaz de unirse a un segundo sustrato, (ii) una parte de nucleo catalitico parcial que contiene aquellas
bases del nucleo catalitico entero de la ADNzima que no estan incorporadas en el oligonucleétido A vy (iii) una
secuencia de brazo sensor capaz de unirse al mismo facilitador del ensamblaje que el oligonucleétido A, mediante lo
cual el oligonucleétido B se une al facilitador del ensamblaje en una posicion adyacente a la del oligonucleétido A.
Este proceso puede repetirse preparando asi una serie de parejas de oligonucleétidos A y B que incorporan la
estructura y los dominios de partzimas, pero pueden o no tener actividad catalitica en presencia de los sustratos y un
facilitador del ensamblaje.

Algunas o todas de las parejas de partzima candidatas (parejas de oligonucledtidos A y B de la serie) pueden
incubarse en presencia del facilitador del ensamblaje complementario a las partes de brazo sensor de las partzimas
y los dos sustratos que son complementarios a las partes de brazo de sustrato de las partzimas. La incubacion se
realiza en condiciones que son compatibles con la modificacion (por ejemplo, ligacidon) de los sustratos por la
ADNzima a partir de la cual se obtuvieron las secuencias de nucleo catalitico parcial. Las parejas de oligonucleétidos
A y B, que pueden realizar el mismo tipo de modificacion (por ejemplo, ligacién) en los sustratos tal como la
ADNzima de la que se obtuvieron las secuencias parciales, son utiles como partzimas que pueden ensamblarse en
MNAzimas y complejos de MNAzima. Las secuencias de los nucleos cataliticos parciales son adecuadas para la
incorporacion en otras partzimas para otras MNAzimas. Pueden sintetizarse nuevas partzimas que estan
personalizadas para nuevos sustratos (cambiando los dominios de unién a sustrato de cada partzima) y/o nuevos
facilitadores del ensamblaje (cambiando los dominios de unidn sensores de cada partzima).

Ademas, puede usarse un método similar para examinar la tolerancia a cambios en la secuencia parcial obtenida de
la divisidon del nucleo catalitico de la ADNzima que pueden incorporarse en partzimas componentes. Por ejemplo,
pueden hacerse modificaciones en los nucleos cataliticos parciales incorporados en las partzimas que incluyen,
como ejemplo, inserciones, deleciones, sustitucion con bases de ADN alternativas, o sustitucién con analogos de
ADN tales como ribonucleétidos, inosina u otras bases analogas. Las parejas de partzima candidatas que contienen
una o mas modificaciones pueden ensayarse como anteriormente para determinar si contienen o no una pareja de
secuencias de nucleo catalitico parcial que son adecuadas para incorporacion en partzimas que pueden
ensamblarse en MNAzimas cataliticamente activas.

La presente descripcion se describira ahora adicionalmente con mayor detalle por referencia a los ejemplos
especificos siguientes.

Ejemplos
Ejemplo 1: Ejemplo de una MNAzima en la que la partzima B comprende dos moléculas.

En la presente descripcién se contemplan muchas variaciones en el disefio basico de una MNAzima. En este
ejemplo, las MNAzimas se ensamblaron en presencia de un facilitador del ensamblaje de la partzima A, y la partzima
B que contenia dos componentes, concretamente un componente partzima con un brazo sensor truncado y un
componente que funciona como un brazo estabilizador. El ensamblaje de la MNAzima se produce a través de
reconocimiento de bases de Watson-Crick de los brazos sensores de la partzima y la secuencia facilitadora del
ensamblaje. En el ejemplo siguiente, se demostré el uso de un brazo truncado y brazo estabilizador.

La estrategia de deteccion de la MNAzima usada en este ejemplo se ilustra en la Figura 2 (panel (Il)) y en la Figura 3

(1.
Un ejemplo del oligonucledtido requerido para esta estrategia se describe a continuacion:
a) una partzima A;

b) una partzima B que comprende un primer componente que contiene un brazo de sustrato, un nucleo catalitico
parcial y un brazo sensor truncado; y un segundo componente de brazo estabilizador, que hibrida con el facilitador
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del ensamblaje, adyacente al brazo sensor truncado de la partzima. Este brazo estabilizador esta disefiado para
facilitar el ensamblaje de la MNAzima cuando el brazo sensor truncado de la partzima hibrida con el facilitador del
ensamblaje; y

c) un sustrato, por ejemplo un sustrato informador.

Alternativamente, los oligonucleétidos utiles en esta estrategia son una partzima B; una partzima A que comprende
un primer componente que contiene un brazo de sustrato, un nucleo catalitico parcial y un brazo sensor truncado; y
un segundo componente de brazo estabilizador, que puede hibridar con el facilitador del ensamblaje, adyacente al
brazo sensor truncado de la partzima.

El ensamblaje de la MNAzima activa también requiere la presencia de un facilitador del ensamblaje.
1.1. Oligonucleétidos de partzima y brazo estabilizador

En este ejemplo, el brazo sensor truncado de la partzima B tenia una longitud de sélo 5 nucleétidos. Las secuencias
de las partzimas A y los dos componentes de la partzima B se muestran a continuacion (5' a 3'). En las secuencias
siguientes, las bases en negrita hibridan con el facilitador del ensamblaje, las bases subrayadas forman parte del
nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada y las bases en itdlica hibridan con el sustrato. La "-P" indica la
fosforilacién en 3' del oligonucledtido.

SEQ ID NO: 1 Partzima A4 XdA4/2-P: ACTGGATGTCCATCTGTCTGACAACGAGAGGAAACCTT-P

SEQ ID NO: 2 Partzima B5 componente 1 XdB5/2-P: TGCCCAGGGAGGCTAGCTTATAC-P

SEQ ID NO: 3 Partzima B componente de brazo estabilizador XdS-P: CTTCGTGAGGGTGAG-P
1.2. Sustrato informador

El sustrato informador usado en este ejemplo fue SubBi-2 marcado en los extremos con un resto 6-FAM en el
extremo 5', un resto BHQ1 en el extremo 3' y designado SubBi-2-FB. La escision de SubBi-2-FB se monitoriz6 a 520
nm (longitud de onda de emision de FAM) con excitacién a 490 nm (longitud de onda de excitacion de FAM). La
secuencia de SubBi-2-FB se lista a continuacién (5' a 3'); las bases en minuscula representan ARN y las bases en
mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-FB: AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
1.3. Molécula facilitadora del ensamblaje

La secuencia del oligonucledétido sintético usado como el facilitador del ensamblaje esta a continuacion (5' a 3'). Este
facilitador del ensamblaje estaba emparejado completamente con el brazo sensor de la partzima B. Se us6 agua sin
nucleasas en lugar de diana como un control "sin diana".

SEQ ID NO: 5 Facilitador del ensamblaje Xd-T:
TGCCCCCTCACCCTCACGAAGGTATACAGACAGATGGACATCCAGTTGGTGA

1.4 Condiciones de la Reaccion

La deteccion del facilitador del ensamblaje se mididé por un incremento en la sefial fluorescente causado por la
escision del sustrato informador por la MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron por la adicion de
sustrato y el volumen total de todas las reacciones fue 50 mL. Las reacciones se llevaron a cabo a 55°C en un
FLUOstar OPTIMA (BMG Biotech). La fluorescencia de cada reaccion se ley6 cada 2 segundos durante un total de 5
minutos. Todas las reacciones contenian 200 nM SubB1-2-FB, 200 nM XdA4/2-P, 200 nM XdBS/2-P, 1 x PCR
Tampén 1l (Applied Biosystem) y 25 mM MgCl,. Ademas, las reacciones contenian los oligonucleétidos como se
listan en la Tabla 5.

Tabla 5. Reactivos adicionales en las reacciones de MNAzima.

Reaccion Facilitador del Ensamblaje Brazo estabilizador

(i) 200 nM de Xd-T 200 nM de XdS-P

(ii) 200 nM de Xd-T Sin brazo estabilizador
(iii) Sin facilitador del ensamblaje (control de agua) 200 nM de XdS-P

1.5 Resultados: Ensamblaje de MNAzimas activas en presencia de las partzimas y un facilitador del ensamblaje.

58



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 425066 T3

Cuando tanto el facilitador del ensamblaje como un componente de brazo estabilizador de la partzima se incluyeron
en la reaccion (Reaccion (i): Figura 3), las MNAzimas activas se ensamblaron y escindieron el sustrato, resultando
en un incremento en la fluorescencia con el tiempo. Por el contrario, no hubo un incremento en la fluorescencia en
ausencia del facilitador del ensamblaje (Reaccion (iii): Figura 3). Ademas, se mostré que la presencia del brazo
estabilizador era esencial para la formacién de MNAzimas activas o complejos de MNAzima. Una reaccién que
contenia todos los componentes de la reaccion incluyendo el facilitador del ensamblaje, pero que carecié del
componente de brazo estabilizador, no proporcioné un incremento en la fluorescencia con el tiempo (Reaccion (ii):
Figura 3). Como tales, las 5 bases del brazo sensor de la partzima B fueron insuficientes para formar una MNAzima
estable o complejo de MNAzima pero la presencia de un componente de brazo estabilizador se mostré capaz de
compensar la corta longitud (truncamiento) del brazo sensor de la partzima y permitié la formaciéon de una MNAzima
estable en condiciones astringentes de temperatura (55°C en este ejemplo). El componente de brazo estabilizador
es asi un oligonucleétido esencial para el ensamblaje de MNAzimas activas en este sistema, que usa una partzima
con un brazo sensor truncado.

Ademas, cuando un facilitador del ensamblaje alternativo, que tenia un Unico emparejamiento erroneo de
nucledtidos respecto al brazo sensor de la partzima A se incluyé en una reaccién que contenia la partzima A y los
dos componentes de la partzima B, la sefial fluorescente no incrementé con el tiempo (datos no mostrados).

Este ejemplo demuestra que las MNAzimas sdlo podrian formarse en presencia de un facilitador del ensamblaje
completamente emparejado en las condiciones del experimento. Un experto en la técnica apreciara que la transicion
entre una MNAzima activa y un complejo de &acidos nucleicos multi-componente inactivo puede regularse
proporcionando facilitadores del ensamblaje completamente emparejados o con emparejamiento erréneo. Ademas,
el ejemplo demuestra el uso de partzimas con dos componentes, que comprenden una primera molécula que
contiene brazos sensores truncados y una segunda molécula de brazo estabilizador. El requerimiento para la
presencia de una molécula de brazo estabilizador en dichos sistemas, proporciona otra herramienta con la que se
puede regular el ensamblaje de MNAzimas.

Se proporciona una gran flexibilidad por los complejos de MNA que contienen multiples componentes
oligonucleotidicos, cuyas secuencias pueden personalizarse respecto a la temperatura de fusion, la composicion y la
complementariedad de la secuencia o ausencia de ésta con otros oligonucleétidos componentes. Las secuencias
mas cortas, incluyendo pero no limitado a, componentes de partzima con brazos truncados, brazos estabilizadores y
componentes facilitadores del ensamblaje son particularmente Utiles en este aspecto de la descripcion. Aunque este
ejemplo usa una MNAzima con actividad de escisién, se apreciard que podrian usarse disefios estructurales
similares para MNAzimas o complejos de MNAzima en MNAzimas que causan modificaciones distintas de la
escision, por ejemplo, MNAzima que podrian ligar.

Ejemplo 2: Deteccion de analitos diana usando MNAzimas con actividad ligasa.

Un ejemplo de una MNAzima que puede modificar al menos dos sustratos, tal como una MNAzima con actividad
ligasa, podria usarse para la deteccion de una diana de acido nucleico. Una MNAzima con actividad ligasa podria
ensamblarse a partir de dos partzimas que comprenden parejas de nucleo catalitico parcial activo obtenidas, por
ejemplo, a partir de la ADNzima 7Q10 o la ADNzima 7Z81 como se ejemplifica en el ejemplo 7 y 9 respectivamente.
Las partzimas podrian tener brazos sensores complementarios al acido nucleico diana que podria actuar como un
facilitador del ensamblaje para una MNAzima ligasa activa. Los brazos de sustrato podrian ser complementarios a
dos moléculas sustrato que contienen secuencias ligables con extremos apropiados (por ejemplo, Tabla 4).

Si el sustrato de ligacion 5' y el sustrato de ligacion 3' estuvieran cada uno marcados con un marcador fluoréforo y
apantallador respectivamente (o viceversa) entonces la ligacion podria resultar en una disminucién de la
fluorescencia, lo que podria servir como un indicador de la presencia del acido nucleico diana. En un formato
alternativo, si el sustrato de ligacion 5' estuviera marcado con un resto detectable, por ejemplo un fluoréforo, y el
sustrato de ligacion 3' estuviera unido en una localizacién discreta, por ejemplo en un chip, entonces la ligacion
podria resultar en la aparicion de una sefial en una localizacion discreta en presencia del acido nucleico diana.

La estrategia también podria usarse para la deteccion de otros ligandos si la MNAzima fuera una apta-MNAzima con
actividad ligasa que contuviera una secuencia aptamero capaz de unirse especificamente al ligando diana.

Ademas, la ligacion de dos sustratos por una MNAzima en presencia de un analito diana podria constituir la primera
etapa en una reaccion en cascada.

Ejemplo 3: Mecanismos para facilitar e inhibir el ensamblaje de MNAzimas activas o complejos MNA..

Una MNAzima esta compuesta por partzimas, que se ensamblan en presencia de uno o mas facilitadores del
ensamblaje, para formar una enzima activa (por ejemplo, Figuras 1, 2, 4 (panel de la derecha) y Figura 5 (1 y I1)). El o
los facilitadores del ensamblaje, que se unen a los brazos sensores de la partzima, pueden ser un analito diana, o
pueden ser una(s) molécula(s) de acido nucleico sintética afiadida a la mezcla de reaccion para dirigir el ensamblaje
de la MNAzima. Ademas de su capacidad para contribuir al ensamblaje de la MNAzima activa, las partzimas pueden
ensamblarse en un complejo MNAI inactivo, no catalitico cuando hibridan con una molécula de "inhibidor de la
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actividad" (Figura 4 (panel de la izquierda) y Figura 5 (iii). Se ensayaron varias secuencias oligonucleotidicas
alternativas para su capacidad de regular el ensamblaje bien de la MNAzima activa o de complejos MNAI inactivos.

En este ejemplo (representado en las Figuras 4 y 5), el ensamblaje de la MNAzima se examind en presencia de (l)
una uUnica molécula (facilitador del ensamblaje F1/2), o (II) dos moléculas (componente facilitador del ensamblaje F1
y componente facilitador del ensamblaje F2), cuyas secuencias conjuntamente comprenden la presente en el
facilitador F1/2. El facilitador F2 se une al brazo sensor completo de una partzima y se superpone para unirse a 4
pares de bases del brazo sensor de la segunda partzima. En otra reaccion, una molécula de "inhibidor de la
actividad", que tiene una secuencia que incluye la del facilitador F2 mas un dominio inhibidor de la actividad
adicional, se ensayo para su capacidad para dirigir la reaccion hacia el ensamblaje de complejos MNAI inactivos.

3.1 Oligonucleétidos de Partzima

Las secuencias de las partzimas A y partzima B se muestran a continuacion (5' a 3'). En las secuencias siguientes,
las bases en negrita hibridan con el facilitador del ensamblaje, las bases subrayadas forman parte del nucleo
catalitico de la MNAzima ensamblada y las bases en italica hibridan con el sustrato. La "-P" indica la fosforilacion en
3' del oligonucledtido.

SEQ ID NO 6: Partzima A RO5A4/2-P: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT-P
SEQ ID NO 7: Partzima B RO5B5/2-P: TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACACCTTCCCACTTGC-P
3.2 Sustrato Informador

El sustrato informador para este ejemplo fue SubBi-2-FB con la secuencia, 5' a 3', como a continuacion. SubBi-2-FB
se marco en sus extremos con un resto 6-FAM en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3'. La escision de
SubBi-2-FB se monitorizé a 530 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con excitacion a 485 nm (longitud de
onda de excitacion de FAM). Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-FB: AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
3.3 Oligonucleétidos Reguladores.

En este ejemplo se ensayaron varias moléculas para su capacidad para regular el ensamblaje de MNAzimas y/o
complejo MNAI. La secuencia, que constituye el facilitador del ensamblaje F2, también estaba contenida en las
secuencias del facilitador F1/2 y el inhibidor de la actividad y esta en negrita y subrayada.

SEQ ID NO 8: Facilitador del Ensamblaje F1/2:
GCAAGTGGGAAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

SEQ ID NO: 9 Facilitador del Ensamblaje F1: GCAAGTGGGAAGGTGTAATCCGTCT
SEQ ID NO: 10 Facilitador del Ensamblaje F2: CCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

SEQ ID NO: 1" Molécula inhibidora de la actividad:
AAGGTTTCCTCGTCCCTGGGCACCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

3.4 Componentes de la Reaccién y monitorizacion de la actividad de la MNAzima.

La monitorizacion en tiempo real de la actividad de la MNAzima se realizé en un fluorémetro BMG LabTech FluoStar
en un volumen total de reaccién de 50 mL. Las reacciones se monitorizaron isotérmicamente a 55°C durante 4
minutos. La reaccion se inicié por inyeccion del sustrato fluorescente SubBi-2-FB (10ml de disolucion 1 mM) en la
mezcla de reaccion que contenia 1x PCR Tampén Il (Applied Biosystems), 25 mM MgCl,, 200 nM de Partzima A
RO5A4/2-P, 200 nM de Partzima B RO5B5/2-P y bien (i) 400 nM de Facilitador del Ensamblaje F1/2, o (ii) 400 nM de
componente de Facilitador del Ensamblaje F1 y 400 nM de componente de Facilitador del Ensamblaje F2, o (iii) 400
nM de Inhibidor de la actividad y 400 nM de componente de Facilitador del Ensamblaje F1, o (iv) sin Facilitador del
ensamblaje.

3.5 Resultados:

Los resultados usando las combinaciones de varios oligonucleétidos componentes reguladores o estructurales se
muestran en la Figura 5. Se observé un incremento rapido en la sefal fluorescente, indicativa de alto nivel de
actividad de escision de MNAzima, en reacciones que contenian bien el facilitador del ensamblaje F1/2 (Figura 5 (i)),
o los componentes de facilitador del ensamblaje F1 'y F2 (Figura 5 (ii)). No se observé incremento en la fluorescencia
con el tiempo en ausencia de un facilitador (Figura 5 (iv)). Esto demuestra que no se necesita que un facilitador del
ensamblaje sea siempre un oligonucleétido intacto, sino que puede dividirse en multiples componentes facilitadores
mas cortos, que se alinean de manera adyacente entre si en uno de los brazos sensores de una partzima.
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No se observé incremento en la sefal fluorescente con el tiempo en reacciones que contenian el inhibidor de la
actividad y el facilitador F1 (Figura 5 (iii)). Como la molécula inhibidora de la actividad incluye la secuencia del
facilitador F2, entonces la secuencia inhibidora no complementaria adicional unida al facilitador F2 es el elemento
que dirige el ensamblaje de los complejos MNAI inactivos. El complejo MNAIi puede unirse a un sustrato pero no
puede modificarlo cataliticamente. Como resultado, el sustrato no se escindié y la fluorescencia no incrementé con el
tiempo en presencia de los complejos MNAI (Figura 5 (iii)). La comparacion entre reacciones que contienen los
componentes del facilitador del ensamblaje F1 y F2 (Figura 5 (ii)), con aquellas que contienen el facilitador del
ensamblaje F1 y el inhibidor de la actividad (que incorpora la secuencia F2) (Figura 5 (iii)), demuestra que la
presencia de un dominio inhibidor en un inhibidor de la actividad puede proporcionar una herramienta con la que
regular la actividad enzimatica dirigiendo el ensamblaje de complejos MNAI inactivos y evitando la formacién de
MNAzimas activas.

Asi, una MNAzima, disefiada para formarse en presencia de un facilitador del ensamblaje F1/2, generd
fluorescencia. El ejemplo demostré6 que el facilitador del ensamblaje F1/2 podia dividirse en dos partes
(componentes del facilitador del ensamblaje F1 y F2) y retener la capacidad de dirigir el ensamblaje de MNAzimas
cataliticamente activas. Conjuntamente, los dos componentes facilitadores del ensamblaje pueden estabilizar la
formacion de MNAzima activa y causar fluorescencia, siempre que se unan de forma adyacente entre si en el brazo
sensor de la partzima. Los experimentos posteriores, realizados bajo condiciones de reaccion idénticas, demostraron
que no se observd ningun incremento en la fluorescencia con el tiempo en presencia sélo del componente del
facilitador del ensamblaje F2 (datos no mostrados). Como tal, este ejemplo demuestra que el ensamblaje de
partzimas en MNAzimas activas puede requerir la presencia de multiples facilitadores del ensamblaje componentes.
Cuando se requieren los facilitadores del ensamblaje multi-componente, la presencia o ausencia de uno o mas de
estos componentes puede usarse para controlar el ensamblaje de las MNAzimas activas y como tal activarlas e
inactivarlas.

Ademas, se descubrid que una molécula inhibidora de la actividad podria prevenir el ensamblaje de MNAzima
hibridando con una partzima y alterando la estructura secundaria en la unién de los dos componentes del facilitador
del ensamblaje en un brazo sensor de partzima que se requiere para la actividad enzimatica (véanse las Figuras 4 y
5 como ejemplos). Un experto en la técnica apreciara que podria disefiarse una molécula inhibidora para hibridar
bien con la partzima A o B, y bien con el brazo sensor o de sustrato de la partzima.

Las moléculas que incluyen inhibidores de la actividad, componentes del brazo estabilizador de la partzima y
facilitadores del ensamblaje o componentes de éstos, pueden usarse para regular el ensamblaje de MNAzimas
activas y complejo MNAI inactivo. La transicion entre estados de activacion MNAzima) e inactivacion (complejo
MNAI) puede proporcionar un mecanismo para crear un interruptor molecular, que puede regularse alternando entre
las conformaciones activa e inactiva. Dichos interruptores moleculares podrian aplicarse al control de las cascadas
de replicacion de acidos nucleicos, o a la regulacion de dispositivos a escala molecular auténomos terapéuticos, de
diagnodstico y computacionales. Varios protocolos que pueden emplearse para inducir la disociacion de un
componente oligonucleotidico especifico se discuten a lo largo de este documento.

Ejemplo 4: Aplicacién de MNAzimas para detectar analitos distintos de &cido nucleico incluyendo molécula pequefias
tales como adenosina 5'-trifosfato.

Los aptameros son moléculas de ADN o ARN monocatenarias que se desarrollaron in vitro a partir de grandes
conjuntos de oligonucledtidos de secuencia aleatoria por su capacidad de unir analitos diana con alta afinidad y
especificidad. Los aptameros se han seleccionado por su capacidad de unirse tipicamente a muchos tipos de
analitos incluyendo proteinas, carbohidratos, lipidos, nucledtidos, células completas y virus. En este ejemplo, una
secuencia de aptamero se incorporé en el extremo de una partzima (apta-partzima) en una configuraciéon mediante
la cual sélo se formd una apta-MNAzima activa en presencia del ligando activador. Existen varias formas de
conseguir este objetivo, incluyendo la estrategia usada en el ejemplo siguiente, que se ilustra en la Figura 7.

Los oligonucledtidos de acido nucleico incluidos en esta estrategia de deteccion de apta-MNAzima ejemplar se
ilustran en la Figura 7 e incluyen;

a) una partzima;
b) una apta-partzima que es una partzima con un aptamero incorporado en uno de sus extremos;

¢) un facilitador del ensamblaje que se une tanto a la apta-partzima como a la partzima permitiendo el ensamblaje
de una MNAzima activa;

d) un sustrato por ejemplo un sustrato informador; y

€) un oligonucledtido inhibidor del ensamblaje que hibrida con la apta-partzima en una regioén que abarca al menos
parte de la secuencia del aptamero y parte del brazo de unién al sustrato de la secuencia de la partzima.

En ausencia de un ligando activador (Figura 7 panel (i)), el oligonucledtido inhibidor del ensamblaje se une a la apta-
partzima previniendo asi que se una al sustrato. En presencia de un ligando activador (Figura 7, panel (ii)), el ligando
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activador puede interaccionar con la secuencia de aptamero de la apta-partzima, previniendo asi la union del
inhibidor del ensamblaje y permitiendo que una apta-MNAzima activa se ensamble, uniéndose entonces a y
escindiendo el sustrato. Como tales, las apta-MNAzimas soélo pueden formarse y causar la generaciéon de una sefal
fluorescente en presencia de un ligando activador.

La estrategia se demostré usando la deteccidon de una molécula pequefia, ATP. Se ha reportado previamente que la
secuencia de aptamero con una longitud de 27 nucleétidos usada en este ejemplo es altamente especifica para
union de ATP y dATP (Achenbach, et al 2005, Huizenga y Szostak, 1995).

4.1 Oligonucleétidos de partzima, facilitador del ensamblaje y oligonucledtidos inhibidores

En este ejemplo, la secuencia de aptamero de ATP se unié al brazo de sustrato de una partzima, para producir una
molécula de apta-partzima (Figura 7). Los brazos sensores de la apta-partzima y otra partzima se disefiaron para
unirse a un facilitador del ensamblaje sintético, incluido en la reaccion para dirigir el ensamblaje de MNAzimas
cuando estan presentes dianas o analitos reguladores. Las secuencias de apta-partzima AtpA2/1 y partzima AtpB3/1
se muestran a continuacién (5' a 3'). En las secuencias siguientes, las bases en negrita hibridan con el facilitador del
ensamblaje, las bases subrayadas forman parte del ndcleo catalitico de la MNAzima ensamblada y las bases en
italica hibridan con el sustrato. Ademas, las bases en texto normal en partzima AtpA2/1 indican una secuencia de
aptamero de ADN que puede unirse a ATP o dATP.

SEQ ID NO: 12 Apta-Partzima A2
AtpA2/1: AACGTACACTGCACGCGGTCGAAATAGTGAGTACCTGGGGGAGTATTGCGGAGGAAGGT

SEQ ID NO: 13 Partzima B3 AtpB3/1: CATCTCTTCTCCGAGCGTCTGTACCGTGTAC
La secuencia del facilitador del ensamblaje se muestra a continuacion (5' a 3')

SEQ ID NO: 14 Facilitador del ensamblaje AtpC/1: GTACACGGTACAGACCGTGCAGTGTACGTT
La secuencia del oligonucleétido "inhibidor del ensamblaje" se muestra a continuacion (5' a 3').

SEQ ID NO: 15 Inhibidor del Ensamblaje AtpR/1: CCAGGTACTCACTATTT
4.2 Sustrato informador

La actividad de la apta-MNAzima se monitoriz6 por escision de un sustrato informador de acido nucleico doblemente
marcado. El sustrato informador para este ejemplo es SubBi-1-FB con la secuencia, 5' a 3', como a continuacion.
Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN. Las bases subrayadas
indican la posicion de un resto 6-FAM en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3'. Los cambios en la
fluorescencia debidos a la escision de SubBi-1-FB en el ribonucleétido entre FAM y BHQ1 se monitorizaron a 520
nm (longitud de emisién de FAM) con excitacion a 490 nm (longitud de onda de excitaciéon de FAM).

SEQ ID NO: 16 SubBi-1-FB: ACTCACTATaGGAAGAGATG
4.3 Analitos diana o reguladores y moléculas control

Los ligandos activadores usados para este ejemplo fueron adenosina 5'-trifosfato (ATP) y desoxiadenosina 5'-
trifosfato (dATP). La guanosina 5'-trifosfato (GTP) y citosina 5'-trifosfato (CTP) se usaron como moléculas control
negativo. Todas las moléculas se adquirieron en Bioline. Se us6 agua sin nucleasas como un control sin analito.

4.4 Condiciones de la Reaccién

La presencia del ligando activador se midié por un incremento en la sefial fluorescente causado por la escisién del
sustrato informador por la apta-MNAzima cataliticamente activa. Las reacciones se iniciaron por la adicion de
sustrato y el volumen total de todas las reacciones fue 50 mL. Antes de la inyeccion del sustrato, todas las
reacciones se preincubaron a 60 °C durante 5 minutos (para reducir la estructura secundaria). Las reacciones se
llevaron a cabo a 47°C en un FLUOstar OPTIMA (BMG Biotech). La fluorescencia de cada reaccion se ley6 cada 3
segundos durante un total de 10 minutos. Cada reaccion contenia una concentracion final de 200 nM AtpA2/1, 200
nM AtpB3/1, 200 nM AtpC/1, 200 nM AtpR/1, 200 nM SubBi-1-FB, 25 mM MgCl,, 50 mM Tris HCI pH 7,5 y 2 mM
bien de ATP, o dATP, o GTP, o CTP o sin analito (control de agua).

4.5 Resultados: Deteccion y escision del sustrato informador SubBi-1-FB

En ausencia de ATP o dATP se observd un nivel bajo de fluorescencia que no incrementd con el tiempo,
demostrando que en ausencia de ATP, el inhibidor del ensamblaje previno el ensamblaje de complejos de apta-
MNAzima activa. En presencia de ATP o dATP, la sefal fluorescente fue mayor y se incrementé con el tiempo. Esto
indica que el oligonucleétido inhibidor fue desplazado por dATP y ATP y que se formd una apta-MNAzima activa. El
ensamblaje de la apta-MNAzima fue dependiente de ligando. En presencia de GTP o CTP se observé un nivel bajo
de fluorescencia que no incrementd con el tiempo. La fluorescencia observada en presencia de GTP o CTP fue
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similar a la observada en ausencia de ATP o dATP es decir en el control de agua sin ligando. Este ejemplo
demuestra que las MNAzimas pueden acoplarse a aptameros para la deteccidon de analitos en una estrategia que es
altamente especifica para el analito diana. Este ejemplo demuestra ademas que puede usarse una molécula
inhibidora del ensamblaje para controlar el ensamblaje de apta-MNAzimas, y que una molécula por ejemplo ATP
puede servir como un ligando activador o regulador molecular en este sistema.

Un experto en la técnica reconocerd que el disefio de esta estrategia puede ser flexible. El aptamero puede
incorporarse, por ejemplo, a cualquiera de los extremos (5' 6 3') de cualquiera de las dos partzimas que contienen
secuencias del nucleo catalitico parciales. Como tal, el inhibidor del ensamblaje puede unirse a la region de
aptamero y bien al brazo del sustrato (que se une al sustrato) o al brazo sensor (que se une al facilitador del
ensamblaje). En el primer disefio (Figura 7 y este ejemplo), el inhibidor bloquea la unién del sustrato. En el ultimo
disefio, el inhibidor prevendra la unién del facilitador del ensamblaje con la apta-partzima y por lo tanto prevendra el
ensamblaje de MNAzimas activas.

La bibliografia contiene secuencias para un gran ndmero de aptdmeros capaces de detectar muchos tipos de
analitos. Estos incluyen proteinas, carbohidratos, lipidos, priones, nucleétidos, células completas y virus. Los
aptameros de todos estos tipos de analitos podrian unirse a partzimas para detectar un rango muy diverso de
moléculas. Las condiciones de la reaccion (tampdn, temperatura, concentracion de cationes divalentes etc), que son
compatibles tanto con la uniéon de analitos a aptameros (o apta-partzimas) como con la escision de un sustrato
informador por una MNAzima, pueden determinarse por ensayo empirico.

La actividad de la MNAzima puede modularse por la eliminacién o adicidn del inhibidor del ensamblaje. EI cambio de
la secuencia oligonucleotidica, la temperatura de fusién y/o concentracion puede conseguir una regulacion mas fina.
La hibridacién del inhibidor del ensamblaje en una MNA se ve afectada por muchos factores, incluyendo pero no
limitado a, concentracion de sal, concentracion de cationes, temperatura y presencia o ausencia de aditivos (por
ejemplo, DMSO). Como tales, las entidades que afectan la hibridacidon pueden proporcionar una herramienta para
controlar el ensamblaje y desensamblaje de MNAzimas,

El facilitador del ensamblaje puede eliminarse por la manipulacion fisica de componentes y puede conseguirse, por
ejemplo, explotando bien las propiedades fisicas de los restos unidos como "ganchos" moleculares, y/o explotando
las propiedades inherentes de los oligonucleétidos, por ejemplo, carga negativa, o complementariedad de secuencia.

Las MNAzimas y apta-MNAzimas pueden usarse para la deteccion de analitos diana incluyendo dianas de acido
nucleico y/o ligandos distintos de acido nucleico. Ademas, pueden usarse para detectar analitos en un formato de
deteccion directa (como se demuestra en este ejemplo) o pueden usarse en reacciones en cascada de enzimas de
acidos nucleicos. En una realizacion, una MNAzima y/o una apta-MNAzima podria facilitar la primera etapa en la
cascada. En una realizacion, la cascada de acido nucleico podria usar una combinacién de MNAzimas, o una
combinacién de MNAzima(s) y ADNzima(s) que podrian modificar uno o mas sustrato(s), por ejemplo, por escision
y/o ligacion.

Ejemplo 5: Una reaccién en cascada que usa una enzima de &cidos nucleicos con actividad ligasa y una enzima de
acidos nucleicos con actividad de escision.

Una reaccién util para inclusién en reacciones en cascada y/o interruptores moleculares que explota las actividades
cataliticas de dos enzimas de &cidos nucleicos se resume en la Figura 8. Una reaccion podria estar mediada por una
ADNzima ligasa, que puede ligar un sustrato 5' con un fosfato ciclico 2', 3' y un sustrato 3' con un hidroxilo 5' para
formar un producto de ligaciéon con una unién 2'-5' no nativa en la union de los dos sustratos. Los ejemplos de dichas
ADNzima ligasas se conocen en la técnica (véase el resumen en la Tabla 4). La otra reaccidn podria estar mediada
por una MNAzima escisora que podria usar el producto de ligacién como un sustrato y podria escindirlo en la union
2'-5' no nativa creada por ligacion. La escisién podria producir dos productos de escision, un producto $' que tendria
un extremo fosfato ciclico 2', 3' y un producto 3' que tendria un extremo hidroxilo 5'. A su vez, uno o ambos de los
productos de escisién podria servir como un sustrato o sustratos para la ADNzima ligasa.

Alternativamente, una reaccién podria estar mediada por una ADNzima ligasa, que puede ligar un sustrato 5' con un
diol 2',3" y un sustrato 3' con un extremo trifosfato 5' para formar un producto de ligacién con una unién 3'-5' nativa
en la unién de los dos sustratos. Los ejemplos de dichas ADNzima ligasas se conocen en la técnica (véase el
resumen en la Tabla 4). La otra reaccién podria estar mediada por una MNAzima escisora que podria usar el
producto de ligacién como un sustrato y podria escindirlo en la unién 3'-5' nativa creada por ligacién. La escision
podria producir dos productos de escision, un producto 5' que tendria un extremo fosfato ciclico 2', 3' y un producto
3' que tendria un extremo hidroxilo 5'. A su vez, uno o ambos de los productos de ligacién podria servir como un
sustrato o sustratos para una ADNzima ligasa que puede ligar dichos extremos.

Alternativamente, una MNAzima con actividad de escisién puede escindir en un sitio en un producto de ligacion que
no esté en la union de los dos sustratos ligables siempre que se cumpla el requerimiento del sitio de escision en este
sitio.

En un formato preferido (Figura 8), una ADNzima ligasa podria ligar un primer oligonucleétido (oligo 1) a un segundo
oligonucledtido (oligo 2) para crear un oligonucleétido como tercer producto de ligacion (LP) (oligo 3), siempre que
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los oligo 1 y oligo 2 tengan extremos fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo 5'. A su vez, el LP-oligo 3 podria escindirse por
una MNAzima en los productos de escision (CP), CP-oligo 1 y CP-oligo 2, regenerando asi los oligonucledtidos con
extremos fosfato ciclico 2', 3' e hidroxilo 5', que podrian participar en ciclos adicionales de ligacion.

En un formato multiple, varios oligonucledtidos, por ejemplo cuatro oligonucleétidos, cada uno con extremos fosfato
ciclico 2',3' e hidroxilo &', podrian ligarse por una serie de ADNzima ligasas en 16 nuevas secuencias LP Unicas (es
decir, cada combinacién de oligonucledtidos 1, 2, 3 y 4). Una serie de MNAzimas podrian escindir entonces el LP-
oligo 1 hasta LP-oligo 16 de nuevo en los oligonucledtidos componentes, ahora denominados CP-oligo 1, CP-oligo 2,
CP-oligo 3 y CP-oligo 4. Alternativamente, una MNAzima con actividad de escision puede escindir en un sitio en un
LP que no esta en la union de los dos sustratos ligables siempre que se cumplan los requerimientos del sitio de
escision en este sitio. En este escenario, podrian crearse, mezclarse y/o redisponerse mezclas complejas de
secuencias oligonucleotidicas.

Un conjunto de MNAzimas podria usar un facilitador del ensamblaje constante (como se ilustra) en la Figura 8, y/o la
MNAzima podria usar las secuencias LP de ciclos de ligacién previos como su facilitador del ensamblaje. Como
tales, los nuevos datos de informacién (entrada) producidos por la ligaciéon de oligonucleétidos, podria reconocerse
"leerse" por la MNAzima. La MNAzima podria escindir "escribir" para producir nuevos productos de salida, y/o
informacién. Los sistemas en los que las MNAzimas podrian leer el LP de entrada, y escindirlos en CP-oligos,
distintos de los que estaban originalmente en el conjunto de moléculas de partida, podrian usarse para reescribir o
recodificar nuevas secuencias de salida.

En algunas realizaciones, la ligacion por una ADNzima podria "escribir" datos de entrada, por ejemplo, haciendo
nuevos facilitadores del ensamblaje, o componentes de éstos. Una MNAzima podria "leer" los datos, interrogando la
informacioén codificada en el facilitador del ensamblaje usando los brazos sensores de la partzima. Una MNAzima
podria entonces "escribir" los datos, por ejemplo, una nueva secuencia (por ejemplo, un producto de escision)
creando asi nuevos datos de salida que podrian entonces "leerse" por una ADNzima ligasa (por ejemplo,
averiguando la idoneidad de los productos de escision de una MNAzima para servir como sustratos de ligacion para
la ADNzima ligasa).

En otras realizaciones, la escisiéon por una MNAzima podria "escribir" datos de entrada, por ejemplo, creando nuevos
sustratos ligables. Una ADNzima ligasa podria "leer" los datos, interrogando la informacién codificada en los
sustratos usando los brazos de union a sustrato. Una ADNzima ligasa puede entonces "escribir" los datos, por
ejemplo, haciendo un nueva secuencia de producto de ligacion. El nuevo producto de ligacion podria servir como un
componente necesario para la formacion de una MNAzima escisora activa, por ejemplo podria servir como un nuevo
facilitador del ensamblaje o componente de éste. El producto de ligacién podria proporcionar asi nuevos datos de
salida que podrian ser "leidos" por una MNAzima escisora (averiguando la idoneidad del producto de ligacién de la
ADNzima para servir como un facilitador del ensamblaje o componente del facilitador del ensamblaje para la
MNAzima escisora).

Como tal, esta cascada MNAzima/ADNzima ligasa podria formar un autémata. Dichos dispositivos son capaces de
convertir informacion de una forma en otra, segun un procedimiento definido. En este caso, los procedimientos
estarian codificados y dirigidos por los brazos del sustrato y/o los brazos sensores de las MNAzimas y ADNzima
ligasas.

Un autémata, que era capaz de resolver problemas computacionales fue desarrollado por Benenson et al, 2001,
usando ADN y enzimas proteicas (una endonucleasa de restriccion y una ligasa). La endonucleasa de restriccion
escindio el ADN bicatenario y la proteina ligasa ligd los productos de escisién en una reacciéon en cascada. Las
enzimas proteicas sirvieron como el "hardware" y el ADN codifico el "software". La entrada y el autémata se
programaron por la seleccion de las secuencias de software de ADN apropiadas. El autémata procedid mediante
una cascada de escision con endonucleasa de restriccion, ciclos de hibridacién y ligacion, produciendo una molécula
de salida detectable que codificé el estado final del autébmata y asi el resultado computacional (Benenson et
al, 2001).

La cascada ADNzima ligasa/MNAzima podria usarse de una manera similar a la cascada usada por Benenson et al
(2001) y proporcionar asi un dispositivo capaz de resolver problemas computacionales. A diferencia del dispositivo
de Benenson, una cascada ADNzima ligasa/MNAzima, no requiere enzimas proteicas para conseguir 10s mismos
resultados. Aunque el dispositivo de Benenson se programoé por ADN bicatenario, una cascada ADNzima
ligasa/MNAzima, estaria codificada por las diferentes secuencias, incluyendo por ejemplo, el o los oligonucleétidos
iniciales de entrada, los brazos de sustrato y/o los brazos sensores de las MNAzimas y los brazos de sustrato de las
ADNzima ligasas.

En otra realizacion, la cascada ADNzima ligasa/MNAzima también podria usarse para "transponer" secuencias
oligonucleotidicas como un método para construir, y/o incrementar la diversidad de bibliotecas moleculares.

En algunas realizaciones, podria usarse una ADNzima para crear o destruir componentes de MNAzima y/o MNA
inactiva. Como ejemplo una ADN ligasa podria unir un "inhibidor de la actividad" a un "componente del facilitador del
ensamblaje” lo que resulta en el ensamblaje del complejo MNAI (estado "inactivado"). Alternativamente, una
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ADNzima podria unir un brazo sensor o de sustrato a un componente de partzima para crear un interruptor de
"activacion" para MNAzimas estimulando el ensamblaje. En otra realizacion, la ADNzima ligasa podria unirse a una
secuencia marcada con un resto que permita capturar selectivamente a los oligonucleétidos, por ejemplo usando un
grupo biotina o el resto podria contener una radio de campo magnético de radio-frecuencia para facilitar el control
electronico remoto de la hibridacién. Esta estrategia podria permitir la eliminacion selectiva de moléculas
componentes permitiendo la activacion o inhibicién de la actividad enzimatica. Por ejemplo, el inhibidor de la
actividad podria desnaturalizarse selectivamente de un complejo MNAI, resultando en la transicién al estado de
MNAzima activa.

Se apreciara que la ADNzima ligasa usada en este ejemplo (como se ilustra en la Figura 8) podria reemplazarse por
una MNAzima ligasa (como se ilustra en la Figura 11).

Ejemplo 6: Demostracion de una reaccion que explota la actividad de multiples enzimas de acidos nucleicos, en este
ejemplo especificamente MNAzimas que escinden sustratos de acido nucleico y ADNzimas que ligan sustratos de
acido nucleico, mediante la cual los productos de la escisién o ligacion creados por un tipo de enzima de acidos
nucleicos forman un nuevo sustrato o componente de enzima que participa en la siguiente reaccion de enzima de
acidos nucleicos.

La estrategia usada en este ejemplo se ilustra en la Figura 9. Este ejemplo demuestra (i) usando acido nucleico
diana para dirigir la formacion de una MNAzima (MNAzima A) que puede escindir un sustrato (sustrato de MNAzima
A) generando asi un producto de escision A 5' que a su vez puede usarse como un sustrato para una ADNzima B
con actividad ligasa. (II) usando una ADNzima ligasa B para ligar el producto de escisiéon A 5' generado en la etapa
() a otro sustrato de ligacidon oligonucledtido creando asi una nueva partzima; y (iii) usando la nueva
partzima/producto de ligacion generado en la etapa (ii) para formar una nueva MNAzima (MNAzima C) que puede
escindir un sustrato (sustrato de MNAzima C). En este ejemplo, el marcaje del sustrato de MNAzima C con una
pareja de marcadores fluoréforo y apantallador permitio la monitorizacién de la fluorescencia de la reaccion.

Se habia reportado previamente que la ADNzima ligasa B usada en este ejemplo liga ARN mediante la formacién de
una unién fosfodiéster 2'-5' a partir de un fosfato ciclico 2', 3' y un grupo hidroxilo 5' (Prior et al, 2004). Aparte del
requerimiento de un sustrato 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3', la ADNzima ligasa usada en este ejemplo
también requiere un resto de secuencia especifico en la unién de la ligacién, siendo ua*g(A o G) (en el que la
minuscula indica bases de ARN y la mayuscula indica una base de ARN o ADN y * indica el sitio de ligacion).

En la primera etapa, la MNAzima A se forma en presencia de acido nucleico diana y se usa para escindir el sustrato
A de la MNAzima (preSub5) generando asi un fragmento de escision que tiene un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En la
segunda etapa, la ADNzima ligasa se us6 entonces para ligar el producto A 5' (fragmento de escision preSub5) con
otro sustrato de ligacién oligonucleotidico (preSub3). En la tercera etapa, el producto ligado funciona como una
nueva partzima, que junto con una segunda partzima y un facilitador del ensamblaje puede formar MNAzima C y
escindir un sustrato C marcado con fluorescencia (SubBi-2-FB).

6.1 ADNzima Ligasa B
La secuencia de oligonucleétido de ADN que actia como una ADNzima ligasa se lista a continuacion.

SEQ ID NO: 17 ADNzima ligasa 7Z281-10/10:
CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

6.2 Oligonucledtidos de partzima

En las secuencias siguientes, las bases en negrita hibridan con la secuencia de acido nucleico diana, las bases
subrayadas forman parte del ndcleo catalitico de la MNAzima ensamblada y las bases en italica hibridan con el
sustrato.

Lo siguiente son secuencias de las partzimas que forman componentes de MNAzima A:
SEQ ID NO: 18 Partzima A2/MNAzima A miR20A2/1: TACCTGCACTACGGTCGAAA TA GTGA GT
SEQ ID NO: 19 Partzima B3/MNAzima A miR20B3/1: CATCTCTTCTCCGAGCTAAGCACTTTA

La secuencia siguiente corresponde a la partzima que se asocia con el producto de ligacién/partzima para formar un
componente de MNAzima C.

SEQ ID NO: 20 Partzima B5/MNAzima C
STB5/2(21): TGCCCAGGGAGGCTAGCTCTGTCGTCGGAGTGGTCGTCG

6.3 Sustrato de MNAzima A (sustrato para la MNAzima A)

En la secuencia siguiente, las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.
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SEQ ID NO: 21 preSub5: CTGTAGCACTCACTAuaGGAAGAGATG
6.4 Sustrato de ADNzima Ligasa

En la secuencia siguiente, la base en minuscula representa ARN y las bases en mayuscula representan ADN. El
sustrato 3' de ADNzima ligasa se sintetizé para tener la secuencia siguiente y un grupo hidroxilo 5"

SEQ ID NO: 22 preSub3: gGAACAACGAGAGGAAACCTT
6.5 Sustrato de MNAzima C (Sustrato informador fluorescente para MNAzima C)

El sustrato informador usado en este ejemplo fue SubBi-2. En el presente ejemplo, SubBi-2 se marcé en los
extremos con un resto 6-FAM en el extremo 5', un resto BHQ1 en el extremo 3' y designado SubBi-2-FB. La escision
de SubBi-2-FB se monitorizé a 520 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con excitacion a 490 nm (longitud de
onda de excitacion de FAM). La secuencia de SubBi-2-FB se lista a continuacién (5' a 3'); las bases en minuscula
representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-FB: AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
6.6 Secuencia diana para MNAzima A

La secuencia diana reconocida por MNAzima A fue un oligonucleétido de ADN sintético homdlogo a la secuencia de
ARN microRNA miR-20 humana. Tenia la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 23 D-20 diana (diana de MNAzima A): TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTA
6. 7 Facilitador del ensamblaje para MNAzima C

El facilitador del ensamblaje requerido para la formacion de la MNAzima C fue un oligonucleétido de ADN sintético
con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 24 Facilitador del Ensamblaje para MNAzima C:
CGACGACCACTCCGACGACAGTCCTATAGTGAGTGCTACAG

6.8 Condiciones de la Reaccion

La reaccion se realizé en tres etapas secuenciales (i), (ii) y (iii) en tres tubos separados como se describe a
continuacion.

(i) La escision de preSub5 por MNAzima A para generar el producto de escision 5'/sustrato de ligasa con el
extremo fosfato ciclico 2', 3' requerido se realizé a 40°C durante 1 hora en un volumen total de reaccion de 100 ml.
Las reacciones contenian 500 nM preSub5, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C), 25 mM MgCl. y:

a) Partzimas para MNAzima A (100 nM miR20A2/1 y 100 nM miR20B3/1) y 100 nM de diana D-20; o
b) sin oligonucledtidos adicionales (control sin escision)

(ii) La ligacion se realizd a 40°C durante 2 horas en un volumen total de reaccién de 25ml. Las reacciones
contenian 10 ml de la mezcla de reaccién de escision previa (i-a) o (i-b), 200 nM preSub3, 150 mM NaCl, 2 mM
KCI, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) y 40 mM MgCl. y:

a) 200 nM de ADNzima ligasa 7281-10/10, o
b) sin oligonucledtido adicional (control sin ligacion)

(iii) La deteccidn fluorescente de punto final debida a la escision de MNAzima mediada por una partzima formada
por la ligacién se realizé isotérmicamente a 55°C durante 45 minutos en el Cepheid Smartcycler. Las reacciones
se iniciaron por la adicién del sustrato marcado con fluorescencia SubBI-2-FB. Las reacciones contenian 10ml de
la mezcla de reacciéon de ligacion previa, 200 nM de partzima STB5/2(21), 200 nM del facilitador del ensamblaje
para MNAzima C, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C), 26 mM MgCl,y 200 nM del sustrato SubBi-2-FB en un
volumen total de reaccion de 25 ml.

El incremento en la fluorescencia debido a la escision del sustrato de la MNAzima C (SubBi-2-FB) se monitorizd con
el tiempo para reacciones que habian contenido los reactivos oligonucleotidicos siguientes (Tabla 6).

66



10

15

20

25

30

ES 2 425066 T3

Tabla 6. Incremento en la fluorescencia debido a la escision del sustrato de la AmAzima C (SubBi-2-FB)
monitorizado con el tiempo.

Etapa (i) Etapa (ii) Etapa (iii) Resultado
Reaccion 1 * Sustrato A *10ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) |Se observé un
(Ensayo i-a, ii-a) * MNAzima A * Sustrato ligasa * MNAzima C incremento en la
partzimas * ADNzima ligasa partzima B lt‘!uorescenma con el
* Diana * Sustrato C 1empo
* Facilitador del
ensamblaje C
Reaccion 2 * Sustrato A *10ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) |No se observo
(Control (i-b, ii-a - sin * Sustrato ligasa * MNAzima C incremento en la
MNAzima A) * ADNzima ligasa partzima B f!uorescenma con el
N tiempo
Sustrato C
* Facilitador del
ensamblaje C
Reaccion 3 * Sustrato A *10ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) |No se observo
(Control (i-a, ii-b) - sin |* MNAzima A * Sustrato ligasa * MNAzima C incremento en la
ADNzima ligasa) partzimas partzima B fluorescencia con el
*M; . tiempo
Diana Sustrato C

* Facilitador del
ensamblaje C

El incremento en la fluorescencia con el tiempo se midié para la etapa (iii) de las reacciones 1, 2 y 3 (Tabla 6). La
Reaccion 1, que habia contenido todos los componentes de reaccion de oligonucleétido para las etapas (i), (ii) y (iii),
mostré un incremento en la fluorescencia con el tiempo. Por el contrario, la Reacciéon 2, que carecia tanto de los
componentes de partzima oligonucledtidos de la MNAzima A como de la secuencia diana para MNAzima A para la
etapa (I) no mostré un incremento en la fluorescencia con el tiempo. De manera similar, la Reaccion 3, que carecia
del oligonucledtido de ADNzima ligasa requerido para la etapa (ii), no mostré un incremento en la fluorescencia con
el tiempo. Conjuntamente estas reacciones indican que los eventos siguientes han ocurrido en la Reaccién 1.

En primer lugar, la MNAzima A escindi6 el sustrato de la MNAzima A en presencia de la diana especifica (D-20)
produciendo dos fragmentos, uno de los cuales es el fragmento 5' con la secuencia CTGTAGCACTCACTAua (SEQ
ID NO: 40) que tenia un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En segundo lugar, este fragmento 5' se ligd a un segundo
sustrato oligonucleotidico de ligasa presente en la mezcla de reaccion de la etapa (ii) y esto resulté en la formacion
de un nuevo oligonucleétido (producto de ligacion) con la secuencia de
CTGTAGCACTCACTAuagGAACAACGAGAGGAAACCTT (SEQ ID NO: 51) (en la que mayuscula representa bases
de ADN y minuscula representa bases de ARN). Este producto de ligaciéon a su vez funcioné como un componente
de partzima para MNAzima C. Esta partzima creada de nuevas se asocié con una segunda partzima en presencia
de un facilitador del ensamblaje y cre6 MNAzima C. La MNAzima C escindio el sustrato de la MNAzima C (SubBi-2-
FB) resultando en la separacion de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador causando asi un incremento
en la fluorescencia.

El control "sin escision de MNAzima A" (Reaccion 2) demostré que la escision y generacion del fragmento 5' con el
extremo fosfato ciclico 2', 3' era esencial para la ligacién y formacién posterior de una de las partzimas requeridas
para MNAzima C. El control "sin ligacion" (Reaccién 3) demostré que la ligacion del producto de escision A 5' con el
extremo fosfato ciclico 2', 3' a un segundo sustrato de ligasa 3' era esencial para la formacién de uno de los
componentes de MNAzima C.

La estrategia demostrada en este ejemplo permite la deteccion de analitos diana en una reaccion en cascada que
usa dos tipos de enzimas de acidos nucleicos, concretamente ADNzimas que pueden ligar sustratos (ADNzima
ligasas) y MNAzimas que pueden escindir sustratos (MNAzima escisoras). El recambio mdiltiple en cada etapa
enzimatica en la cascada podria permitir la amplificacion de la sefial.

La estrategia de la cascada demostrada en este ejemplo e ilustrada en la Figura 9 podria extenderse y usarse para
crear una cascada de amplificacién con retroalimentacién. Si la secuencia del producto de escisiéon C 5' fuera la
misma que el producto de escision A 5', este producto también podria servir como un sustrato B 5' y podria iniciarse
una reaccion en cascada con retroalimentacion. En esta reaccion, la MNAzima escisora C estaria generando de
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manera constante el sustrato B 5' que a su vez se ligaria por la ADNzima ligasa B para crear mas partzimas para la
formacion de mas MNAzima escisora C. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para la amplificaciéon con
retroalimentacion después del inicio de una reaccion por un facilitador del ensamblaje, por ejemplo, un analito diana,
que podria dirigir el ensamblaje de MNAzima escisora A. La estrategia permitiria la deteccién de analitos diana
seguido de la amplificacion de la sefial por cascada con retroalimentacion usando dos tipos de enzimas de acidos
nucleicos, concretamente ADNzimas que pueden ligar sustratos (ADNzima ligasas) y MNAzimas que pueden
escindir un sustrato (MNAzimas escisoras).

Un experto en la técnica apreciara que existen muchas variantes en esta estrategia en casada basica. Como
ejemplo, la ADNzima B podria usarse para crear productos de ligacion que sirven como facilitadores del ensamblaje
para otra MNAzima que podria tener, por ejemplo, actividad de escision, ligasa u otra actividad enzimatica. Las
variaciones adicionales estan incluidas a lo largo de la especificacion.

Ejemplo 7. Secuencias y condiciones que permiten la formacion de MNAzimas con actividad ligasa y ensayo de
estas MNAzimas con actividad ligasa en un formato util en reacciones en cascada.

La ADNzima ligasa 7Q10 se usé como una base para generar secuencias de partzima de MNAzima ligasa
candidatas en este ejemplo. Como se ilustra en la Figura 10 cada partzima ligasa estaba comprendida por tres
dominios de secuencia, incluyendo (i) un brazo sensor que hibrida con el facilitador del ensamblaje (por ejemplo, un
acido nucleico diana), (ii) un dominio que constituye parte de un nucleo catalitico y (iii) un brazo de unién a sustrato.
Las secuencias de nucleo parcial se disefiaron para incorporar partes de la region catalitica de la ADNzima ligasa
7Q10 que se habia reportado previamente que liga ARN mediante la formacion de una unién fosfodiéster 2'-5' a
partir de un fosfato ciclico 2', 3' y un grupo hidroxilo 5' (Flynn-Charlebois et al, 2003).

Se usé un ensayo con mlltiples etapas para evaluar la actividad enzimatica de combinaciones de secuencias
partzima candidatas. La estrategia general se resume en la Figura 12 y también puede formar la base de una técnica
de amplificacion de la sefial. En la primera etapa, la MNAzima A se forma en presencia del facilitador del ensamblaje
A y se usa para escindir el sustrato de la MNAzima A generando asi un producto de escision A 5' que tiene un
extremo fosfato ciclico 2', 3'. En la segunda etapa, la MNAzima B activa con actividad ligasa, se ensambla en
presencia del facilitador del ensamblaje B y liga el producto A 5' (sustrato B 5') a un sustrato B 3'. En la tercera
etapa, el producto ligado B funciona como una nueva partzima, que junto con otra partzima y un facilitador del
ensamblaje C puede formar MNAzima C y escindir un sustrato C que puede estar, por ejemplo, marcado con
fluorescencia. Se ensayo6 la actividad catalitica de varias parejas de partzima ligasa.

7.1 Oligonucledtidos de partzima que incorporan dominios que corresponden a secuencias de nucleo catalitico
incompletas de una ADNzima con actividad ligasa (7Q10).

En este experimento, todas las series de parejas de partzima, para la segunda etapa, se sintetizaron con brazos
sensores disefiados para hibridar con un facilitador del ensamblaje (AFMzLB), y con brazos de sustrato disefiados
para hibridar con dos secuencias de sustrato, 5LSubB y 3LSubB. Las secuencias de las parejas de partzima usadas
en este experimento se listan a continuacién (5' a 3'). Las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de las
MNAzimas candidatas ensambladas, las bases en negrita (dominio sensor) hibridan con el facilitador del ensamblaje
y las bases en italica (dominio de sustrato) hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 25 Divisién 1 Partzima A - RO5LS1A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 26 Divisién 1 Partzima B -
RO5LS1B: TCTCGTTGTTACGTGGAGGTGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 27 Division 2 Partzima A - RO5LS2A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTGGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 28 Division 2 Partzima B -
RO5LS2B: TCTCGTTGTTACGTGGAGGTGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 29 Divisién 3 Partzima A - RO5LS3A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTTIGGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 30 Division 3 Partzima B -
RO5LS3B: TCTCGTTGTTACGTGGAGGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 31 Divisién 4 Partzima A -
RO5LS4A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTTGGAGGTGGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 32 Divisién 4 Partzima B - RO5LS4B: TCTCGTTGTTACGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 33 Division 5 Partzima A -
ROS5LS5A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTGGAGGTGGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 34 Divisién 5 Partzima B - RO5LS5B: TCTCGTTGTTACGTGTGGAGACGGATTACACCTT

68



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 425066 T3

SEQ ID NO: 35 Division 6 Partzima A -
RO5LS6A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTGTGGAGGTGGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 36 Division 6 Partzima B - RO5LS6B: TCTCGTTGTTACGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 37 Divisién 7 Partzima A -
RO5LS7A: AACGAGTCCTGGCCTTGTCTGAGGTGGGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 38 Division 7 Partzima B - RO5LS7B: TCTCGTTGTTACGTGGTGGAGACGGATTACACCTT
7.2 ADNzima control con actividad ligasa.

En este experimento se usé una ADNzima ligasa 7Q10 con brazos de sustrato disefiados para hibridar con las
secuencias de sustrato 5LSubB y 3LSubB y la secuencia se lista a continuacion (5' a 3'). Las bases subrayadas
forman el ndcleo catalitico y las bases en italica hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 39 ADNzima ligasa- 7Q10-10/10: TCTCGTTGTTACGTGGAGGTGGGCTCTAGTGAGTGC

7.3 Sustrato de MNAzima A (sustrato para la MNAzima A)

En la secuencia siguiente, las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.
SEQ ID NO: 21 SubA/Pre5LSubB: CTGTAGCACTCACTAuaGGAAGAGATG

7.4 El sustrato B 3' para la ligacion

La secuencia del sustrato 3' para la ligacion usado en este experimento se lista a continuacién (5' a 3'). El
oligonucleétido tiene un grupo hidroxilo 5'. Las bases en minuscula representan ARN y las mayusculas representan
ADN.

SEQ ID NO: 22 Sustrato B 3' de Ligasa - 3LSubB: gGAACAACGAGAGGAAACCTT
7.5 Sustrato para MNAzima C (Sustrato informador fluorescente C para la deteccién)

El sustrato informador usado en este ejemplo fue SubBi-2. En el presente ejemplo, SubBi-2 se marcé en los
extremos con un resto 6-FAM en el extremo &', un resto BHQ1 en el extremo 3' y designado SubBi-2-FB. La escisién
de SubBi-2-FB se monitorizé a 520 nm (longitud de onda de emisién de FAM) con excitacion a 490 nm (longitud de
onda de excitacion de FAM). La secuencia de SubBi-2-FB se lista a continuacion (5' a 3'); las bases en minuscula
representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-FB: AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
7.6 Facilitadores del ensamblaje

El facilitador del ensamblaje A reconocido por los dominios sensores de la MNAzima A fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 42 AF-MzCA: CGTCGTGAGATGAGGAAGAGATGGATGGGCAC

El facilitador del ensamblaje B reconocido por los dominios sensores de la MNAzima B fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 43 AF-MzLB: AAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

El facilitador del ensamblaje C reconocido por los dominios sensores de la MNAzima C fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 24 AF-MzCC: CGACGACCACTCCGACGACAGTCCTATAGTGAGTGCTACAG
7.7 Partzimas para MNAzimas con actividad de escision.
Se sintetizaron partzimas para MNAzima A con la secuencia siguiente:
SEQ ID NO: 45 Partzima A/MNAzima A - 4SyntA2/1(16): GTGCCCATCCATCTCCGGTCGAAATAGTGAGT
SEQ ID NO: 46 Partzima B/MNAzima A - 4SyntB3/1(16): CATCTCTTCTCCGAGCTTCCTCATCTCACGACG
Se sintetizé una partzima para MNAzima C con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 20 Partzima B/MNAzima Cc - STB5/2(21)
TGCCCAGGGAGGCTAGCTCTGTCGTCGGAGTGGTCGTCG
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7.8 Deteccion de actividad ligasa.
7.8.1 Condiciones de la Reaccion

La reaccion se realizé en tres etapas secuenciales (i), (ii) y (iii) en tres tubos separados como se describe a
continuacion.

(i) La escision de SubA/pre5LSubB por MNAzima A para generar el sustrato 5' de la ligasa (5LSubB) con el
extremo requerido fosfato ciclico 2',3' se realizé a 40°C durante 1 hora. Las reacciones contenian 100 nM de
partzima 4SyntA2/1(16), 100 nM de partzima 4SyntB3/1(16), 100 nM del facilitador del ensamblaje AF-MzCA, 500
nM SubA/Pre5LSubB, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) y 50 mM MgCl..

(i) Las ligaciones se realizaron a 40°C durante 2 horas en un volumen total de reaccion de 25 ml. Las reacciones
contenian 10 ml de la mezcla de reaccion de escision de la etapa (i), 200 nM 3LSubB, 200 nM AF-MzLB, 150 mM
NaCl, 2 mM KCI, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) y 40 mM MgCl y:

a) 200 nM de ADNzima ligasa control 7Q10-10/10, o

b) 200 nM de cada una de Division 1 partzimas A y B (RO5LS1A y RO5LS1B), o

c) 200 nM de cada una de Divisién 2 partzimas A y B (RO5LS2A y RO5LS2B), o

d) 200 nM de cada una de Divisién 3 partzimas A y B (RO5LS3A y RO5LS3B), o

€) 200 nM de cada una de Division 4 partzimas Ay B (RO5LS4A y RO5LS4B), o

f) 200 nM de cada una de Division 5 partzimas A y B (RO5LS5A y RO5LS5B), o

g) 200 nM de cada una de Divisién 6 partzimas A y B (RO5LS6A y RO5LS6B), o

h) 200 nM de cada una de Division 7 partzimas A y B (RO5LS7A y RO5LS7B), o

i) 200 nM de cada una de Division 2 partzima A (RO5LS2A) y Division 4 partzima B (RO5LS4B).

Una reaccién control adicional "sin sustrato 5' de ligacion" carecia de 10 ml de la mezcla de reaccion de escision de
la etapa (i). Esta mezcla de reaccién contenia 200 nM 3LSubB, 200 nM de cada una de Division 4 partzimas Ay B
(ROSLS4A y RO5LS4B), 150 mM NaCl, 2mM KCI, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C), 40 mM MgClz, 200 nM AF-MzLB
y 200 nM de SubA/Pre5LsubB

(iii) La deteccion fluorescente debida a la escision de MNAzima C mediada por una partzima formada por ligaciéon en
la etapa (ii) se realiz6 isotérmicamente a 55°C durante hasta 3,5 horas en el Cepheid Smartcycler con puntos de
recogida de datos a intervalos de 5 minutos. Las reacciones se iniciaron por la adicién del sustrato marcado con
fluorescencia SubBi-2-FB. Las reacciones contenian 10 ml de la mezcla de reaccién de ligacién previa (ii-a o ii-b o ii-
c o ii-d o ii-e o ii-f 0 ii-g 0 ii-h o ii-i 0 control "sin sustrato de ligacién"), 200 nM de partzima B para MNAzima C
(STB5/2(21)), 200 nM del facilitador del ensamblaje para MNAzima C (AF-MzCC), 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C),
25 mM MgCl2 y 200 nM del sustrato SubBi-2-FB en un volumen total de reaccion de 25 ml. El incremento en la
fluorescencia debido a la escision del sustrato de MNAzima C (SubBi-2-FB) se monitoriz6 con el tiempo para las
reacciones.

7.8.2 Resultados
a) Reacciones control.

La reaccién de control positivo de la ADNzima ligasa (etapas i, ii-a y iii) mostré un incremento en la fluorescencia con
el tiempo. Esta reaccién confirma que la MNAzima A puede formarse y escindir SubA/Pre5LSubB para generar un
producto (5LSubB) que tiene un fosfato ciclico 2', 3' que le hace adecuado para uso como un sustrato por la
ADNzima ligasa. La secuencia de 5LSubB es CTGTAGCACTCACTAua (SEQ ID NO: 40) en la que mayuscula
representa bases de ADN y minuscula representa bases de ARN. Esta reaccién control demostré que la ADNzima
ligasa uni-molecular 7Q10-10/10 ligaba 5LSubB y 3LSubB y formaba un nuevo oligonucleétido (producto de ligacién)
con la secuencia de CTGTAGCACTCACTAuagGAACAACGAGAGGAAACCTT (SEQ ID NO: 51) (en la que
mayuscula representa bases de ADN y minuscula representa bases de ARN). Este producto de ligacién a su vez
funcionaba como un componente de partzima de la MNAzima C que escindi6 el sustrato C (SubBi-2-FB) resultando
en un incremento en la fluorescencia. Este incremento en la fluorescencia actué como un marcador sustituto de
actividad ligasa.

La reaccion control "sin sustrato 5' de ligaciéon" (etapas ii y iii sélo) no mostré un incremento en la fluorescencia con
el tiempo. Esto demuestra que si SubA/Pre5LSubB no es escindido por la MNAzima A para generar 5LSubB no esta
disponible el sustrato de ligacion 5' apropiado para la ligacién a 3LSubB. Como resultado, no se genera partzima
para MNAzima C y no se observa incremento en la fluorescencia.
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b) Reacciones disefiadas para ensayar la presencia de actividad ligasa cuando se usan parejas de partzima
candidatas que pueden tener o no la capacidad de formar MNAzima ligasas funcionales.

Las reacciones que incorporaban las etapas iy iii junto con cualquiera de las etapas ii-e (Division 4) o ii-f (Division 5)
mostraron un incremento en la fluorescencia con el tiempo. La division del ndcleo catalitico de la ADNzima ligasa
7Q10 en estas posiciones y reensamblando los nucleos parciales en las partzimas en presencia de un facilitador del
ensamblaje produjo MNAzima ligasas activas en estas condiciones de reaccion.

Las reacciones que incorporaban las etapas i y iii junto con cualquiera de las etapas ii-b (Divisién 1) o ii-c (Division 2)
o ii-d (Division 3) o ii-g (Divisién 6) o ii-h (Division 7) o ii-i (Division 2/4) no mostraron incremento en la fluorescencia
después de 35 min de monitorizacion de la escision por MNAzima C. Esto demuestra que la divisién del nucleo
catalitico de la ADNzima ligasa 7Q10 en estas posiciones y reensamblando los nucleos parciales con un facilitador
del ensamblaje no produce actividad de MNAzima ligasa detectable en estas condiciones de reaccion.

El ejemplo ha generado varias secuencias de partzima que pueden usarse para ensamblar complejos MNA, que son
inactivos o tienen varios niveles de actividad enzimatica dependiendo de las secuencias especificas vy
combinaciones de éstas. El disefio general para secuencias partzima candidatas se resume en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio general para secuencias de partzimas ensayadas.

Secuencias de las parejas de secuencia de partzima (basado en la ADNzima ligasa 7Q10) que se ensayaron para
actividad de MNAzima ligasa potencial en las que N es cualquier nucleétido, (N)x es cualquier nimero de
nucleotidos que se unen a una secuencia sustrato (dominio de sustrato) y (N)y es cualquier nimero de nucleétidos
que se unen a un facilitador del ensamblaje (dominio

sensor). Los SEQ ID NO sdlo se refieren a las secuencia nucleo.

Division# Partzima A Partzima B

Divisién 1 (N)yGGCTC (N)x (SEQ ID NO: 101) (N)XACGTGGAGGTG (N)y (SEQ ID NO: 41)
Division 2 (N)y GGGCTC(N)x (SEQ ID NO: 102) (N)x ACGTGGAGGT (N)y (SEQ ID NO: 44)
Divisién 3 (N)y TGGGCTC(N)x (SEQ ID NO: 103) (N)XACGTGGAGG(N)y (SEQ ID NO: 104)
Division 4 (N)y TGGAGGTGGGCTC (N)x (SEQ ID NO : 47) [(N)XACG(N)y (SEQ ID NO: 48)

Division 5 (N)y GGAGGTGGGCTC (N)x (SEQID NO:49) [(N)XACGT(N)y (SEQ ID NO: 50)

Division 6 (N)y GTGGAGGTGGGCTC (N)x (SEQ ID NO: 53) [(N)XAC(N)y (SEQ ID NO: 105)

Division 7 (N)y GAGGTGGGCTC (N)x (SEQ ID NO: 54) (N)XACGTG(N)y (SEQ ID NO: 106)

Divisién 2/4 (N)yGGGCTC (N)x (SEQ ID NO: 102) (N)XACG(N)y (SEQ ID NO: 48)

Secuencia de la ADNzima ligasa 7Q10 en la que N es cualquier nucledtido y (N)x es cualquier numero de
nucleotidos que se unen a una secuencia sustrato.

(N)x ACGTGGAGGTGGGCTC(N)x (SEQ ID NO: 52)

Las MNAzimas activas, incluyendo los ejemplos como se ha demostrado anteriormente con divisiones equivalentes
a Division 4 o Divisiéon 5 tendrian un amplio nimero de aplicaciones. Como ejemplo, las MNAzima ligasas podrian
usarse para detectar analitos diana. Las MNAzima ligasas pueden disefiarse para ensamblarse sélo en presencia de
un analito tal como una secuencia diana de ARN o ADN (el facilitador del ensamblaje). Si el sustrato de ligacion 5'y
el sustrato de ligacién 3' estuvieran cada uno marcados con un marcador fluoréforo y apantallador respectivamente
(o viceversa) entonces la ligacion resultaria en una disminucién de la fluorescencia, lo que podria servir como un
indicador de la presencia del analito diana. En un formato alternativo, si el sustrato de ligacion 5' estuviera marcado
con un resto detectable, por ejemplo un fluoréforo, y el sustrato de ligacion 3' estuviera unido en una localizacion
discreta, por ejemplo en un chip o lecho, entonces la ligacidon resultaria en la aparicion de una sefial en la
localizacion discreta en presencia del analito diana.

La estrategia usada para ensayar la actividad ligasa en este ejemplo se ilustra en la Figura 12. Una vez que se han
identificado partzimas activas, puede usarse la misma reaccién en cascada para detectar la presencia de un
facilitador del ensamblaje, por ejemplo un analito diana. La reaccidon en cascada que permite la deteccion usa dos
tipos de enzimas de acidos nucleicos, concretamente MNAzimas que pueden ligar sustratos y MNAzimas que
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pueden escindir sustratos. El recambio multiple en cada etapa enzimatica en la cascada podria permitir la
amplificacion de la sefial.

La cascada demostrada en este ejemplo e ilustrada en la Figura 12 podria extenderse y usarse para crear una
cascada de amplificacién con retroalimentacion. Si la secuencia del producto de escisién C 5' fuera la misma que el
producto de escision A 5', este producto también podria servir como un sustrato B 5' y podria iniciarse una reaccion
en cascada con retroalimentacion. En esta reaccion, la MNAzima escisora C podria generar de manera constante el
sustrato B 5' que a su vez podria ligarse por la MNAzima ligasa B para crear mas partzimas para la formaciéon de
mas MNAzima escisora C. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para amplificacion con
retroalimentacion después del inicio de una reaccion por un analito diana que podria dirigir el ensamblaje de
MNAzima escisora A. La estrategia permitiria la deteccidon de analitos diana seguido de la amplificacién de la sefal
por una cascada con retroalimentacion usando dos tipos de MNAzima, concretamente MNAzima ligasas y MNAzima
escisoras.

Ademas, este ejemplo también puede considerarse como un ejemplo de una reaccion en la que la etapa de inicio
resulta en la formacién de una MNAzima con actividad ligasa. En este escenario, respecto a la Figura 12, el acido
nucleico diana iniciador seria el facilitador del ensamblaje B (AF-MzLB) y el facilitador del ensamblaje A (AF-MzCA)
seria una molécula sintética incluida para dirigir el ensamblaje de la MNAzima A. La MNAzima A tendria entonces el
unico propésito de generar un sustrato ligable B 5' con extremos fosfato ciclico 2'3' en una reaccion que podria
afnadirse a la reaccion que detecta el facilitador del ensamblaje diana B usando una MNAzima B con actividad ligasa.
Esto podria proporcionar un método practico para producir sustratos con un extremo fosfato ciclico 2'3' que son
costosos de sintetizar y relativamente inestables. Ademas, las partzimas MNAzima A vy el facilitador del ensamblaje
A podrian reemplazarse por una ADNzima con actividad de escision presente bien en una reaccion preliminar
separada para la generacién de un sustrato ligable o la ADNzima podria estar presente en la misma mezcla de
reaccion que la MNAzima con actividad ligasa. El Ejemplo 11 demuestra que la escision y la ligacion usando una
combinacién de una MNAzima y una ADNzima puede realizarse en una unica mezcla de reaccion.

Un experto en la técnica apreciara que existen muchas variantes en esta estrategia en casada basica. Como
ejemplo, la MNAzima B podria usarse para crear productos de ligacion que sirven como facilitadores del ensamblaje
para otra MNAzima con actividad de escision, ligasa u otra actividad enzimatica. En otro ejemplo, la MNAzima C
podria modificar un sustrato por medios distintos de la escisidn. Las realizaciones adicionales estan incluidas a lo
largo de la especificacion.

Ejemplo 8: Una estrategia ejemplar para cambiar un complejo MNA entre el "estado activo" de una MNAzima activa
al "estado inactivo" de un complejo MNAIi usando una segunda MNAzima con actividad ligasa.

La Figura 13 ilustra una estrategia ejemplar para cambiar un complejo MNA entre el "estado activado" de una
MNAzima activa al "estado inactivado" de un complejo MNAIi usando una segunda MNAzima con actividad ligasa. En
esta estrategia, una MNAzima A activa, que podria ser capaz de modificar (por ejemplo, escindir o ligar) un
sustrato(s) A podria formarse en presencia del componente facilitador del ensamblaje 1 (AFC 1) y componente
facilitador del ensamblaje 2 (AFC 2). Una segunda MNAzima B, que tiene actividad ligasa, podria formarse en
presencia, por ejemplo, de un facilitador del ensamblaje 3 (AF3) que podria comprender uno o mas componentes y
podria ligar AFC 2 con un componente inhibidor de la actividad (AIC) causando la formacion de un inhibidor de la
actividad (Al). Este Al podria unirse a los componentes partzima para la MNAzima A y resultar en la formacion de un
complejo MNAI A que es inactivo. Como tal, la MNAzima ligasa en este ejemplo podria operar como un interruptor
de inactivacion para inactivar una MNAzima A. El complejo MNAI inactivo y la MNAzima cataliticamente activa
representarian dos estados alternativos para los componentes ensamblados, concretamente un estado "inactivado"
y el estado "activado" respectivamente.

Ejemplo 9. Secuencias y condiciones que permiten la formacién de MNAzimas con actividad ligasa y ensayo de
estas MNAzimas con actividad ligasa en un formato util en una cascada de amplificacion de la sefial.

La ADNzima ligasa 7Z81 se usdé como una base para generar secuencias de partzima de MNAzima ligasa
candidatas en este ejemplo. Como se ilustra en la Figura 10 cada partzima ligasa estaba comprendida por tres
dominios de secuencia, incluyendo (i) un brazo sensor que hibrida con el facilitador del ensamblaje (por ejemplo, un
acido nucleico diana), (ii) un dominio que constituye parte de un nucleo catalitico y (iii) un brazo de unién a sustrato.
Las secuencias de nucleo parcial se disefiaron para incorporar partes de la region catalitica de la ADNzima ligasa
7Z81 que se habia reportado previamente que liga ARN mediante la formaciéon de una union fosfodiéster 2'-5' a
partir de un fosfato ciclico 2', 3' y un grupo hidroxilo 5' (Prior et al, 2004).

Se us6 un ensayo con mlltiples etapas para evaluar la actividad enzimatica de combinaciones de secuencias
partzima candidatas. La estrategia general se resume en la Figura 12 y también puede formar la base de una técnica
de amplificacion de la sefial. En la primera etapa, la MNAzima A se forma en presencia del facilitador del ensamblaje
A y se usa para escindir el sustrato de la MNAzima A generando asi un producto de escision A 5' que tiene un
extremo fosfato ciclico 2', 3'. En la segunda etapa, la MNAzima B activa con actividad ligasa, se ensambla en
presencia del facilitador del ensamblaje B y liga el producto A 5' (sustrato B 5') a un sustrato B 3'. En la tercera
etapa, el producto ligado B funciona como una nueva partzima, que junto con otra partzima y un facilitador del
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ensamblaje C puede formar MNAzima C y escindir un sustrato C, que puede estar, por ejemplo, marcado con
fluorescencia. Se ensay? la actividad catalitica de varias parejas de partzima ligasa candidatas.

9.1 Oligonucledtidos de partzima que incorporan dominios que corresponden a secuencia de nucleo catalitico
incompletas de una ADNzima con actividad ligasa (7281).

En este experimento, todas las series de parejas de partzima, para la segunda etapa, se sintetizaron con brazos
sensores disefiados para hibridar con un facilitador del ensamblaje (AFMzLB), y con brazos de sustrato disefiados
para hibridar con dos secuencias de sustrato, 5LSubB y 3LSubB. Las secuencias de las parejas de partzima usadas
en este experimento se listan a continuacion (5' a 3'). Las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de las
MNAzimas candidatas ensambladas, las bases en negrita (dominio sensor) hibridan con el facilitador del ensamblaje
y las bases en italica (dominio de sustrato) hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 55 Divisiéon 1 Partzima A -
RO5S1A: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 56 Divisién 1 Partzima B -
RO5S1B: CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGATTGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 57 Divisién 2 Partzima A -
RO5S2A: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTIGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 58 Division 2 Partzima B -
RO5S2B: CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGATGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 59 Division 3 Partzima A -
RO5S3A: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 60 Divisién 3 Partzima B -
RO5S3B: CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 61 Divisién 4 Partzima A -
RO5S4A: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 62 Division 4 Partzima B -
RO5S4B: CCTCTCGTTGACGGCGGAGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 63 Divisiéon 5 Partzima A -
RO5S5A: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTAGTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 64 Divisién 5 Partzima B -
RO5S5B: CCTCTCGTTGACGGCGGGTGGAGACGGATTACACCTT

SEQ ID NO: 65 Divisién 6 Partzima A -
RO5S6A: CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTGGAGTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAG TGC

SEQ ID NO: 66 Division 6 Partzima B - RO5S6B: CCTCTCGTTGACGGCGTGGAGACGGATTACACCTT
9.2 ADNzima control con actividad ligasa.

La ADNzima ligasa usada en este ejemplo se ha reportado previamente que liga ARN y forma una union fosfodiéster
2'-5' usando un sustrato de ligacién 5' con un fosfato ciclico 2', 3'y un sustrato de ligacién 3' con un grupo hidroxilo 5'
(Prior et al, 2004). Aparte del requerimiento de extremos especificos en los sustratos, la ADNzima ligasa usada en
este ejemplo también requiere un resto de secuencia especifico en la unién de la ligacion.

En este experimento se usé una ADNzima ligasa 7281 con brazos de sustrato disefiados para hibridar con las
secuencias de sustrato 5LSubB y 3LSubB y la secuencia se lista a continuacion (5' a 3'). Las bases subrayadas
formar el nucleo catalitico y las bases en italica hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 17 ADNzima ligasa - 7281-
10/10: CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

9.3 Sustrato de MNAzima A (sustrato para la MNAzima A)

La secuencia del Sustrato A (Pre5LSubB2-FB) esta a continuacion. Esta marcado internamente 5' de las ribobases
con un resto 6-FAM y marcado 3' de las ribobases con el resto BHQ1 (bases subrayadas). Las bases en mindscula
representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 67 Sustrato A - Pre5LSubB2-FB: CTGTAGCACTCACTAuaGGAAGAGATGAG
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9.4 El sustrato B 3' para la ligacion

La secuencia del sustrato 3' para la ligacion usado en este experimento se lista a continuacion (5' a 3'). El
oligonucledtido tiene un grupo hidroxilo 5'. Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula
representan ADN.

SEQ ID NO: 22 Sustrato B 3' de Ligasa - 3LSubB: gGAACAACGAGAGGAAACCTT
9.5 Sustrato para MNAzima C (Sustrato Informador fluorescente C para la deteccion)

El sustrato informador usado en este ejemplo fue SubBi-2. En el presente ejemplo, SubBi-2 se marc6 en los
extremos con un resto Quasar 670 en el extremo 5', un resto BHQ2 en el extremo 3' y designado SubBi-2-Q6B2. La
escision de SubBi-2-Q6B2 se monitorizd a 665 nm con excitacion a 635 nm. La secuencia de SubBi-2-Q6B2 se lista
a continuacion (5' a 3'); las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-Q6B2: AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
9.6 Facilitadores del ensamblaje

El facilitador del ensamblaje A reconocido por los dominios sensores de la MNAzima A fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 68 AF-MzCA2: GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC

El facilitador del ensamblaje B reconocido por los dominios sensores de la MNAzima B fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 43 AF-MzLB: AAGGTGTAATCCGTCTCCACAGACAAGGCCAGGACTCGTTTG

El facilitador del ensamblaje C reconocido por los dominios sensores de la MNAzima C fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 24 AF-MzCC: CGACGACCACTCCGACGACAGTCCTATAGTGAGTGCTACAG
9. 7 Partzimas para MNAzimas con actividad de escision.
Se sintetizaron partzimas para MNAzima A con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 69 Partzima A/MNAzima 1 -
RO4A2/1(11); GCTGGTCATCCAGCAGCGGTCGAAATAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 70 Partzima B/MNAzima 1 - RO4B3/1(12):
CTCA TCTCTTCTCCGAGCGTGTTCGACAATGGC

Se sintetizé una partzima para MNAzima C con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 20 Partzima B/MNAzima C - STB5/2(21)
TGCCCAGGGAGGCTAGCTCTGTCGTCGGAGTGGTCGTCG

9.8 Deteccion de actividad ligasa.
9.8.1 Condiciones de la Reaccion

La reaccion se realizé en tres etapas secuenciales (i), (ii) y (iii) en tres tubos separados como se describe a
continuacion.

(i) La escision de Pre5LSubB2-FB por MNAzima A para generar el sustrato 5' de la ligasa (5LSubB) con el
extremo requerido fosfato ciclico 2',3' se realizé a 40°C durante 1 hora. Las reacciones contenian 50 nM de
partzima RO4A2/1(11), 50 nM de partzima RO4B3/1(12), 100 nM del facilitador del ensamblaje AF-MzCA2, 1.000
nM Pre5LSubB2-FB, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) y 40 mM MgCls.

(i) Las ligaciones se realizaron a 40°C durante 2 horas en un volumen total de reaccion de 25 ml. Las reacciones
contenian 10 ml de la mezcla de reaccion de escision de la etapa (i), 1.000 nM 3LSubB, 500 nM AF-MzLB, 150
mM NaCl, 2 mM KCI, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) y 40 mM MgCl. y bien:

a) 500 nM de ADNzima ligasa control 7281-10/10, o
b) 500 nM de cada una de Division 1 partzimas Ay B (RO5S1A y ROSS 1B), o
¢) 500 nM de cada una de Division 2 partzimas A y B (RO5S2A y RO5S2B), o
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d) 500 nM de cada una de Divisién 3 partzimas A y B (RO5S3A y RO5S3B), o
€) 500 nM de cada una de Divisidn 4 partzimas A y B (RO5S4A y RO5S4B), o
f) 500 nM de cada una de Division 5 partzimas A y B (RO5S5A y RO5S5B), o
g) 500 nM de cada una de Division 6 partzimas A y B (RO5S6A y RO5S6B), o
h) sin ADNzima ni partzimas (control sin ligasa)

(iii) La deteccion fluorescente debida a la escision por MNAzima C mediada por una partzima formada por ligacion
en la etapa (ii) se realizo isotérmicamente a 55°C durante 2 horas en el Cepheid Smartcycler con puntos de
recogida de datos a intervalos de 72 segundos. Las reacciones se iniciaron por la adicion del sustrato marcado
con fluorescencia SubBi-2-Q6B2. Las reacciones contenian 10 ml de mezcla de reaccién de ligacién previa (ii-a o
ii-b o ii-c 0 ii-d o ii-e 0 ii-f 0 ii-g 0 ii-h, 500 nM de partzima B para MNAzima C (STB5/2(21)), 100 nM del facilitador
del ensamblaje para MNAzima C (AF-MzCC), Tampon PCRII (Applied Biosystems), 50 mM MgCl, y 1.000 nM del
sustrato SubBi-2-Q6B2 en un volumen total de reaccién de 25 ml. El incremento en la fluorescencia debido a la
escision del sustrato de MNAzima C (SubBi-2-Q6B2) se monitorizé con el tiempo para cada reaccion.

9.8.2 Resultados
a) Reacciones control.

La reaccién de control positivo de la ADNzima ligasa (etapas i, ii-a y iii) mostré un incremento en la fluorescencia con
el tiempo. La sefal producida por la formacion dependiente de ligasa de MNAzima C se midi6 en unidades
fluorescentes arbitrarias. EI cambio global en la fluorescencia (fluorescencia final menos fluorescencia inicial) y el
tiempo en el que la reaccidon se completoé (platé en la sefal de fluorescencia) se muestra en la Tabla 8. Este cambio
en la fluorescencia observado en la reaccién control de ADNzima confirmé que las etapas en la reaccion en cascada
se habian conseguido con éxito. En esta reaccion, la MNAzima A se formd y escindié Pre5LSubB2-FB para generar
un producto (5LSubB) que tiene un fosfato ciclico 2', 3' que le hace adecuado para uso como un sustrato por la
ADNzima ligasa. La secuencia del producto de escision 5LSubB es CTGTAGCACTCACTAua (SEQ ID NO: 40) en la
que mayuscula representa bases de ADN y minuscula representa bases de ARN. Esta reaccion control demostro
que la ADNzima ligasa uni-molecular 7281-10/10 ligaba 5LSubB y 3LSubB y formaba un nuevo oligonucleétido
(producto de ligacién) con la secuencia de CTGTAGCACTCACTAuagGAACAACGAGAGGAAACCTT (SEQ ID NO:
51) (en la que mayuscula representa bases de ADN y minuscula representa bases de ARN). Este producto de
ligacion a su vez funcionaba como un componente de partzima de la MNAzima C, que escindi6 el sustrato C (SubBi-
2-Q6B2) resultando en un incremento en la fluorescencia. Este incremento en la fluorescencia actué como un
marcador sustituto de actividad ligasa.

La reaccién control sin ligasa (etapas i, ii-h y iii) mostré un incremento insignificante en la fluorescencia con el tiempo
(Tabla 8). Esto demuestra que si no estd presente ninguna ligasa, 5LSubB no puede ligarse a 3LSubB. Como
resultado, no se genera partzima para MNAzima C y no se observa incremento en la fluorescencia.

b) Reacciones disefiadas para ensayar la presencia de actividad ligasa cuando se usan parejas de partzima
candidatas que pueden tener o no la capacidad de formar MNAzima ligasas funcionales.

Las reacciones que incorporaron las etapas i y iii junto con la etapa ii-b (Division 1), ii-c (Divisién 2), ii-d (Divisién 3),
ii-e (Division 4), ii-f (Division 5) y ii-g (Divisién 6) mostraron un incremento en la fluorescencia con el tiempo. La
capacidad de cada pareja de partzima candidata para ligar sustratos se midid6 por un cambio en unidades
fluorescentes arbitrarias. El cambio global en la fluorescencia (fluorescencia final menos fluorescencia inicial) y el
tiempo en el que la reacciéon se completo (platd en la sefial de fluorescencia) se muestra en la Tabla 8. La division
del nucleo catalitico de la ADNzima ligasa 7281 en estas posiciones (Tabla 9) y reensamblando los nucleos
parciales en las partzimas en presencia de un facilitador del ensamblaje produjo MNAzima ligasas activas en estas
condiciones de reaccion.

Tabla 8. Cambio en la fluorescencia con el tiempo para varias partzimas.

Cambio en la fluorescencia (unidades Tiempo para completar la
fluorescentes) reaccion
ADNzima 7Z81 control 1.545 25 minutos
Partzimas con Division 1 479 > 2 horas
Partzimas con Division 2 1.294 > 2 horas
Partzimas con Division 3 1.337 > 2 horas
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Cambio en la fluorescencia (unidades Tiempo para completar la
fluorescentes) reaccion
Partzimas con Division 4 1.284 84 minutos
Partzimas con Division 5 1.755 35 minutos
Partzimas con Division 6 1.123 83 minutos
Control - sin ligasa (sin ADNzima o 34 N/A
partzimas candidatas)

El ejemplo ha generado varias secuencias de partzima que pueden usarse para ensamblar MNAzimas, que tienen
varios niveles de actividad dependiendo de las secuencias especificas y combinaciones de éstas. El disefio general
para las secuencias de partzimas candidatas que se ensayaron se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9. Disefio general para secuencias de partzimas ensayado.

Secuencias de las parejas de secuencia de partzima (basado en la ADNzima ligasa 7Z81) que se ensayaron para
actividad MNAzima ligasa potencial en las que N es cualquier nucleétido, (N)x es cualquier nimero de nucleétidos
que se unen a una secuencia sustrato (dominio de sustrato) y (N)y es cualquier nimero de nucleétidos que se unen
a un facilitador del ensamblaje (dominio sensor). Los SEQ ID NO sdlo se refieren a las secuencia nucleo.

Division# Partzima A Partzima B

Division 1 (N)y GGAGGTTAGCTC (N)x (SEQ ID NO: 71) (N)x ACGGCGGAGTGATTG (N)y (SEQ
ID NO: 72)

Division 2 |(N)y TGGGAGGTTAGCTC (N)x (SEQ ID NO: 73) (N)x ACGGCGGAGTGAT (N)y (SEQ ID
NO: 74)

Division 3 |(N)y ATTGGGAGGTTAGCTC (N)x (SEQ ID NO : 75) (N)x ACGGCGGAGTG (N)y (SEQ ID NO :
76)

Division 4 |(N)y TGATTGGGAGGTTAGCTC (N) x (SEQ ID NO : 77) |(N)x ACGGCGGAG (N)y (SEQ ID NO :
78)

Division 5 [(N)y AGTGATTGGGAGGTTAGCTC (N)x (SEQ ID NO :|(N)x ACGGCGG (N)y (SEQ ID NO : 80)
79)

Division 6 |(N)yGGAGTGATTGGGAGGTTAGCT C (N)x (SEQ ID NO|(N)x ACGGC (N)y (SEQ ID NO: 82)
- 81)

Secuencia de la ADNzima ligasa 7Z81 en la que N es cualquier nucleétido y (N)x es cualquier niumero de
nucleotidos que se unen a una secuencia sustrato.

(N)x ACGGCGGAGTGATTGGGAGGTTAGCTC (N)x (SEQ ID NO: 83)

Las MNAzimas activas, incluyendo los ejemplos como se ha demostrado anteriormente, y particularmente la
MNAzima con la divisiéon equivalente a Division 5, tendrian un amplio nimero de aplicaciones. Como ejemplo, las
MNAzima ligasas podrian usarse para detectar analitos diana. Las MNAzima ligasas pueden disefiarse para
ensamblarse sélo en presencia de un analito tal como una secuencia diana de ARN o ADN (el facilitador del
ensamblaje). Como un ejemplo, si el sustrato de ligacion 5'y el sustrato de ligacion 3' estuvieran cada uno marcados
con un marcador fluoréforo o apantallador respectivamente (o viceversa) entonces la ligaciéon resultaria en una
disminucion de la fluorescencia, lo que podria servir como un indicador de la presencia del analito diana. En un
formato alternativo, si el sustrato de ligacion 5' estuviera marcado con un resto detectable, por ejemplo un fluoréforo,
y el sustrato de ligaciéon 3' estuviera unido en una localizacién discreta, por ejemplo en un chip o lecho, entonces la
ligacion resultaria en la aparicion de una sefal en la localizacién discreta en presencia del analito diana.

La estrategia usada para ensayar la actividad ligasa en este ejemplo, como se ilustra en la Figura 12, constituye una
cascada lineal que podria usarse para crear una cascada de amplificacion de la sefal con retroalimentacion. Si la
secuencia del producto C 5' fuera la misma que la del producto A 5' este producto también podria servir como un
sustrato B 5' y podria iniciarse una reaccion en cascada con retroalimentacion. En esta reaccion, la MNAzima C
podria estar generando de manera constante un sustrato B 5' que podria a su vez ligarse por la MNAzima ligasa B
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para crear mas partzimas para la formacién de mas MNAzima C. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo
para la amplificacién con retroalimentacion después del inicio de una reaccién por un facilitador del ensamblaje (por
ejemplo, un analito diana), que podria dirigir el ensamblaje de MNAzima A. La estrategia podria permitir la deteccion
de facilitadores del ensamblaje (por ejemplo, analitos diana) seguido de la amplificacién de la sefial usando dos tipos
de MNAzimas, concretamente MNAzimas que podrian ligar sustratos (MNAzima ligasas) y MNAzimas que podrian
escindir un sustrato (MNAzimas escisoras).

Un experto en la técnica apreciara que existen muchas variantes en esta estrategia basica. Como ejemplo, la
MNAzima B podria usarse para crear productos de ligacion que sirven como facilitadores del ensamblaje para otra
MNAzima con actividad de escision, ligasa u otra actividad enzimatica. En otro ejemplo, la MNAzima C podria
modificar un sustrato por medios distintos de la escision. Las realizaciones adicionales estan incluidas a lo largo de
la especificacion.

Ejemplo 10. Método general para preparar por ingenieria MNAzimas a partir de ADNzimas.

Las técnicas de desarrollo in vitro han facilitado el descubrimiento y desarrollo de muchas ADNzimas (revisado
Emillson y Breaker, 2002). Se han descubierto ADNzimas desarrolladas in vitro que tienen la capacidad de catalizar
un amplio rango de reacciones incluyendo la escision de acidos nucleicos, ligacion de acidos nucleicos, metalacion
de porfirina, formacién de enlaces carbono-carbono, fosforilacion de ADN, enlaces éster, enlaces amida,
desglicosilacion de ADN, fotoreversion de dimeros de tiamina y escision de fésforoamidato (revisado Silverman,
2007).

Muchas ADNzimas tienen estructuras basicas similares con multiples dominios. Estas ADNzimas comprenden un
dominio catalitico conservado (nucleo catalitico) flanqueado por dos dominios de unién a sustrato no conservados
("brazos"), que reconocen e hibridan especificamente con el sustrato (por ejemplo, para ADNzima escisoras o
aquellas que actdan en un sustrato) o al menos dos sustratos (por ejemplo, para ADNzima ligasas o aquellas que
actuan en al menos dos sustratos). Los dominios de unién al sustrato pueden personalizarse para cualquier sustrato
siempre que el sustrato o sustratos contenga un sitio o sitios que pueda modificarse por la ADNzima. Este ejemplo
describe una estrategia general para preparar por ingenieria nuevas MNAzimas basadas en cualquier ADNzima
conocida. Esta estrategia general se ilustra esquematicamente en la Figura 14.

El método se describe en primer lugar para obtener MNAzima a partir de ADNzimas con actividad modificadora, por
ejemplo, actividad de escision. En la primera etapa, se identifican posiciones en el nucleo catalitico de la ADNzima
en los que se pueden dividir, con el fin de que cada parte parcial del nucleo catalitico pueda distribuirse entre dos
secuencias parciales de manera que los dos nucleos parciales conjuntamente constituyen un nucleo catalitico
completo. Puede sintetizarse un oligonucleétido A para contener (i) una parte de brazo de unioén a sustrato capaz de
unirse a un sustrato, (ii) una parte de nucleo catalitico parcial, y (iii) una parte de brazo sensor capaz de unirse a una
molécula facilitador del ensamblaje. Un segundo oligonucleétido B se sintetiza de manera que contiene (i) una parte
de brazo de unién al sustrato capaz de unirse al mismo sustrato que el oligonucledtido A, mediante lo cual el
oligonucledtido B se une al sustrato en una posicion adyacente a la del oligonucleétido A, (ii) una parte de nucleo
catalitico parcial que contiene aquellas bases del nucleo catalitico entero de la ADNzima que no estan incorporadas
en el oligonucledtido A y (iii) una parte de brazo sensor capaz de unirse al mismo facilitador del ensamblaje que el
oligonucledtido A mediante lo cual el oligonucledtido B se une al facilitador del ensamblaje en una posicion
adyacente a la del oligonucledtido A. Este proceso puede repetirse preparando asi una serie de parejas de
oligonucledtidos A y B que incorporan la estructura y los dominios de partzimas, pero pueden o no tener actividad
catalitica en presencia de un sustrato y un facilitador del ensamblaje.

Algunas o todas de las parejas de partzima candidatas (parejas de oligonucledtidos A y B de la serie) pueden
incubarse en presencia del facilitador del ensamblaje complementario a las partes de brazo sensor de las partzimas
y un sustrato que es complementario a las partes de brazo de sustrato de las partzimas. La incubacién se realiza en
condiciones que son compatibles con la modificacién de un sustrato por la ADNzima a partir de la cual se obtuvieron
las secuencias de nucleo catalitico parcial. Las parejas de oligonucleétidos A y B, que pueden realizar el mismo tipo
de modificacién en el sustrato que la ADNzima de la que se obtuvieron las secuencias parciales, son Utiles como
partzimas que pueden ensamblarse en MNAzimas. Las secuencias de los nucleos cataliticos parciales son
adecuadas para la incorporacion en otras partzimas. Pueden sintetizarse nuevas partzimas que estan
personalizadas para nuevos sustratos (cambiando los dominios de unién a sustrato de cada partzima) y/o nuevos
facilitadores del ensamblaje (cambiando los dominios de unién sensores de cada partzima).

El método para preparar por ingenieria una MNAzima que actda en dos sustratos (por ejemplo una MNAzima ligasa)
a partir de una enzima de acidos nucleicos uni-molecular (por ejemplo, una ADNzima ligasa) requiere las etapas
similares mediante las cuales en la primera etapa, se identifican las posiciones en el nucleo catalitico de la ADNzima
en las cuales puede dividirse, de manera que cada parte parcial del nacleo catalitico puede distribuirse entre dos
secuencias parciales de manera que los dos nucleos parciales conjuntamente constituyen un nucleo catalitico
entero. Entonces pueden sintetizarse dos oligonucleétidos A y B (partzimas candidatas). Puede sintetizarse un
oligonucledtido A para contener (i) una parte de brazo de unién a sustrato capaz de unirse a un primer sustrato (por
ejemplo, sustrato ligable), (ii) una parte de nucleo catalitico parcial, y (iii) una parte de brazo sensor capaz de unirse
a una molécula facilitadora del ensamblaje. Puede sintetizarse un segundo oligonucledtido B de manera que
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contiene (i) un brazo de unién al sustrato capaz de unirse a un segundo sustrato (por ejemplo, sustrato ligable), (ii)
una parte de nucleo catalitico parcial que contiene aquellas bases del nicleo catalitico entero de la ADNzima que no
estan incorporadas en el oligonucledtido A y (iii) una secuencia de brazo sensor capaz de unirse al mismo facilitador
del ensamblaje que el oligonucledtido A, mediante lo cual el oligonucleétido B se une al facilitador del ensamblaje en
una posicion adyacente a la del oligonucledtido A. Este proceso puede repetirse preparando asi una serie de parejas
de oligonucledtidos A y B que incorporan la estructura y los dominios de partzimas, pero pueden o no tener actividad
catalitica en presencia de los sustratos y un facilitador del ensamblaje.

Algunas o todas de las parejas de partzima candidatas (parejas de oligonucledtidos A y B de la serie) pueden
incubarse en presencia del facilitador del ensamblaje complementario a las partes de brazo sensor de las partzimas
y los sustratos (por ejemplo, sustratos ligables) que son complementarios a las partes de brazo de sustrato de las
partzimas. La incubacién se realiza en condiciones que son compatibles con la modificacién de los sustratos (por
ejemplo, por ligacién) por la ADNzima a partir de la cual se obtuvieron las secuencias de nucleo catalitico parcial.
Las parejas de oligonucledtidos A y B, que pueden realizar la misma modificacion (por ejemplo, ligacién) en los
sustratos que la ADNzima de la que se obtuvieron las secuencias parciales, son utiles como partzimas que pueden
ensamblarse en MNAzimas. Las secuencias de los nucleos cataliticos parciales son adecuadas para la
incorporacion en otras partzimas. Pueden sintetizarse nuevas partzimas que estan personalizadas para nuevos
sustratos (cambiando los dominios de union a sustrato de cada partzima) y/o nuevos facilitadores del ensamblaje
(cambiando los dominios de union sensores de cada partzima).

Los ejemplos especificos del uso de esta estrategia para identificar nucleos cataliticos parciales adecuados para la
incorporacion en partzimas capaces de formar MNAzima activa se demuestran para dos ADNzimas con actividad
ligasa (ejemplos 7 y 9 y una ADNzima con actividad de escision (ejemplo 14).

Ademas, puede usarse un método similar para examinar la tolerancia a cambios en la secuencia parcial obtenida de
la divisién del nucleo catalitico de la ADNzima que pueden incorporarse en partzimas componentes. Por ejemplo,
pueden hacerse modificaciones en los nucleos cataliticos parciales incorporados en las partzimas que incluyen,
como ejemplo, inserciones, deleciones, sustitucién con bases de ADN alternativas, o sustitucién con analogos de
bases de ADN tales como ribonucledétidos, bases inosina u otros analogos. Las parejas de partzima candidatas que
contienen una o mas modificaciones pueden ensayarse como anteriormente para determinar si son 0 no adecuadas
como partzimas que pueden ensamblarse en MNAzimas cataliticamente activas.

Ejemplo 11. Una reaccién en cascada que explota la actividad de multiples enzimas de acidos nucleicos.

La estrategia general usada en este ejemplo se resume en la Figura 9 y también puede formar la base de una
técnica de amplificacion de la sefial. En este ejemplo especifico, la reaccion se realizé en dos etapas. En la primera
etapa (Figura 9 (i) y (ii)), una MNAzima A se formd en presencia de facilitador del ensamblaje (por ejemplo, un acido
nucleico diana) y se us6 para escindir un sustrato (sustrato de MNAzima A) generando asi un producto de escisién 5'
que tenia un extremo fosfato ciclico 2', 3'. Simultaneamente, se usé una ADNzima ligasa para ligar el producto de
escision 5' a otro sustrato de ligacién B oligonucleotidico creando asi un producto de ligacién que funcionaba como
un nuevo componente de MNAzima (por ejemplo, una partzima). En la segunda etapa (Figura 9 (iii)), el producto de
ligacion partzima generado en la primera etapa participa en la formacién de una nueva MNAzima (MNAzima C), que
puede escindir un sustrato (sustrato de MNAzima C). En este ejemplo, el marcaje del sustrato C de la MNAzima con
una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador permitié la monitorizacion de la fluorescencia de la reaccion.

11.1 Partzimas para MNAzima A

En la primera etapa, la MNAzima A se formé en presencia de un facilitador del ensamblaje (AF-MzCA2) y se uso
para escindir el sustrato de MNAzima A (Pre5LSubB2-FB). Las secuencias de las partzimas de MNAzima A
(RO4A2/1(11) y RO4B3/1(12)) se listan a continuacién. Las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico, las
bases en negrita hibridan con el facilitador del ensamblaje y las bases en italica hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 69 Partzima A/MNAzima A -
RO4A2/1(11); GCTGGTCATCCAGCAGCGGTCGAAATAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 70 Partzima B/MNAzima A - RO4B3/1(12):
CTCA TCTCTTCTCCGAGCGTGTTCGACAATGGC

11.2 ADNzima con Actividad ligasa

La ADNzima ligasa usada en este ejemplo se ha reportado previamente que liga ARN mediante la formacién de una
union fosfodiéster 2'-5' a partir de un fosfato ciclico 2', 3' y un grupo hidroxilo 5' (Prior et al, 2004). Aparte del
requerimiento de un sustrato 5' con un extremo fosfato ciclico 2',3', la ADNzima ligasa usada en este ejemplo
también requiere un resto de secuencia especifico en la unién de la ligacion.

En la primera etapa, se usd en este expertimento la ADNzima ligasa 7281 (7Z81-10/10) con brazos de sustrato
disefiados para hibridar con las secuencias de sustrato 5LSubB y 3LSubB y la secuencia se lista a continuacion (5' a
3'). Las bases subrayadas forman el nucleo catalitico y las bases en italica hibridan con los sustratos.
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SEQ ID NO: 17 ADNzima ligasa - 7281-
10/10: CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

11.3 Partzimas para MNAzima C

En la segunda etapa el producto ligado funcion6 como una partzima, que junto con una partzima B (STB5/2(21)) y el
facilitador del ensamblaje (AF-MzCC), formé MNAzima C y escindié un sustrato C marcado con fluorescencia
(SubBi-2-Q6B2). La partzima A control (LS817A4/2), que era la misma secuencia que el producto ligado también
formé MNAzima C con partzima B (STB5/2(21)). Las secuencias siguientes corresponden a las partzimas, que
forman parte de MNAzima C. Las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico, las bases en negrita hibridan
con el facilitador del ensamblaje y las bases en italica hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 20 Partzima B/MNAzima C - STB5/2(21)
TGCCCAGGGAGGCTAGCTCTGTCGTCGGAGTGGTCGTCG

SEQ ID NO: 84 Partzima A/MNAzima C -
LS817A4/2 CTGTAGCACTCACTATAGGAACAACGAGAGGAAACCTT

11.4 Sustrato de MNAzima A (sustrato para la MNAzima escisora A)

El sustrato de MNAzima A se escindi6 por la MNAzima escisora A. El fragmento 5' resultante indicado 5LSubB se
ligo a 3LSubB por la ADNzima ligasa. La secuencia del sustrato A (Pre5LSubB2-FB) estd a continuacion. Esta
marcado internamente 5' de las ribobases con un resto 6-FAM y marcado 3' de las ribobases con el resto BHQ1
(bases subrayadas). Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 67 Sustrato A - Pre5LSubB2-FB: CTGTAGCACTCACTAuaGGAAGAGATGAG
11.5 Sustrato de ADNzima Ligasa B

La secuencia del sustrato 3' para la ligacion usado en este experimento se lista a continuacién (5' a 3'). El
oligonucleétido tiene un grupo hidroxilo 5'. Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula
representan ADN.

SEQ ID NO: 22 Sustrato 3' B de Ligasa - 3LSubB: gGAACAACGAGAGGAAACCTT
11.6 Sustrato para MNAzima C (Sustrato informador fluorescente C para la deteccion)

El sustrato informador usado en este ejemplo fue SubBi-2. En el presente ejemplo, SubBi-2 se marc6 en los
extremos con un resto Quasar 670 en el extremo 5', un resto BHQ2 en el extremo 3' y designado SubBi-2-Q6B2. La
escision de SubBi-2-Q6B2 se monitorizé a 665 nm con excitacion a 635 nm. La secuencia de SubBi-2-Q6B2 se lista
a continuacion (5' a 3'); las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-Q6B2: AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
11.7 Facilitadores del ensamblaje

El facilitador del ensamblaje A reconocido por los dominios sensores de la MNAzima A fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 68 AF-MzCA2: GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC

El facilitador del ensamblaje C reconocido por los dominios sensores de la MNAzima C fue un oligonucleétido de
ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 24 AF-MzCC: CGACGACCACTCCGACGACAGTCCTATAGTGAGTGCTACAG
11.8 Condiciones de la Reaccién
La reaccion se realiz6 en dos etapas secuenciales, 1y 2, en dos tubos separados como se describe a continuacion.

(1) La escision de Pre5LSubB2-FB por MNAzima A para generar el producto de escision 5'/sustrato de ligasa
(5LSubB) con el extremo fosfato ciclico 2', 3' requerido, y la ligacion de este fragmento con 3LSubB por la
ADNzima ligasa, se realizd a 45°C durante 2 horas en un volumen total de reaccion de 50 ml. La reacciones
contenian, 70 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C), 50 mM MgCl,, 150 mM NaCl, 2mM KCI, 40 nM RO4B3/1(12), 40 nM
RO4A2/1(11), 200 nM Pre5LSubB2-FB vy bien:

a) 40 nM AF-MzCA2, 200 nM ADN Ligasa 7Z81-10/10 y 100 nM 3LSubB; o
b) 40 nM AF-MzCA2 y 100 nM 3LSubB; o

79



10

15

ES 2 425066 T3

c) 40 nM AF-MzCA2 y 200 nM ADN Ligasa 7Z81-10/10; o
d) 200 nM ADN Ligasa 7Z281-10/10 y 100 nM 3LSubB; o
e) 100 nM 3LSubB solo; o

f) 200 nM ADN Ligasa 7281-10/10 solo

(2) La deteccion fluorescente que resulta de la escisiéon por MNAzima C se realizé isotérmicamente a 55°C
durante 1 hora en el Cepheid Smartcycler. Las reacciones se iniciaron por la adiciéon del sustrato marcado con
fluorescencia SubBi-2-Q6B2. Las reacciones contenian 10 ml de una de las mezclas de reaccion de ligacion
previas (1-a0 1-b o 1-c 0 1-d 0 1-e 0 1-f) y 200 nM de partzima B (STB5/2(21)) y 200 nM facilitador del ensamblaje
(AF-MzCC) para MNAzima C, y 200 nM del sustrato SubBi-2-Q6B2 en un volumen total de reaccion de 25 ml.
También se incluyé una reaccion de control positivo (1-g) en la que 200 nM de la partzima A control para
MNAzima C (LS817A4/2) también se afiadié a 10 ml de reaccion (1-f).

11.9 Resultados

El incremento en la fluorescencia debido a la escision del sustrato de MNAzima C (SubBi-2-Q6B2) se monitorizé con
el tiempo para reacciones que habian contenido los reactivos oligonucleotidicos siguientes (Tabla 10).

Tabla 10. Incremento en la fluorescencia debido a la escision del sustrato de MNAzima C (SubBi-2-Q6B2)
monitorizado con el tiempo.

Etapa 1 Etapa 2 Resultado
Reaccion 1 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa 1 Se observé un incremento
(ensayo 1-a) * Sustrato A * MNAzima C partzimaB  |énla quorescenc!g con el
* Fa_cilitador del ensamblaje |* Facilitador del ensamblaje tz’nnl?r?oyelr? :esa;ci:;]cfjrgolfgo a
A (diana) C
* ADNzima ligasa Sustrato |* Sustrato C
ligasa B
Reaccion 2 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa 1 No se observo incremento
* Sustrato A * MNAzima C partzima B |en la fluorescencia con el
(1-b control - sin ADNzima |* Facilitador del ensamblaje |* Facilitador del ensamblaje tiempo
ligasa) A (diana) C
* Sustrato ligasa B * Sustrato C
Reaccion 3 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa 1 No se observé incremento
* Sustrato A * MNAzima C partzima B [N la fluorescencia con el
(1-c control - sin sustrato 3' |* Facilitador del ensamblaje |* Facilitador del ensamblaje tiempo
ligasa B) A (diana) C
ADNzima ligasa * Sustrato C
Reaccion 4 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa 1 Se observé incremento
* Sustrato A * MNAzima C partzima B |Minimo en la fluorescencia
(1-d control - sin facilitador |* ADNzima ligasa * Facilitador del ensamblaje con el tiempo
del ensamblaje A) * Sustrato ligasa B C
* Sustrato C
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Etapa 1 Etapa 2 Resultado
Reaccion 5 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa | No se observo incremento
* Sustrato A * MNAzima C partzima B ?n la fluorescencia con el
(1-e control - sin ADNzima |* Sustrato ligasa B * Facilitador del ensamblaje ‘empo
ligasa y sin facilitador del C
ensamblaje A) * Sustrato C
Reaccion 6 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa 1 No se observo incremento
* Sustrato A * MNAzima C partzima B ?n la fluorescencia con el
(1-f control - sin sustrato ADNzima ligasa * Facilitador del 'empo
ligasa B Ensamblaje C
y sin facilitador del * Sustrato C
ensamblaje A)
Reaccién 7 * MNAzima A partzimas *10 ml de la etapa 1 Se observd un incremento
en la fluorescencia con el
* Sustrato A * MNAzima C par’[zima B tiempo y la reaccion ||egé a
término en menos de 1
(1-g control positivo con|* ADNzima ligasa * Facilitador del ensamblaje minuto
MNAzima C partzima A C
LS817A4/2)
* Sustrato C
* MNAzima C partzima A
LS817A4/2

El nivel de fluorescencia se midié con el tiempo para la etapa (2) de las reacciones 1 a 7 (Tabla 10). La Reaccion 1
(1-a), que habia contenido todos los componentes de reaccién oligonucleotidicos para las etapas (1) y (2), mostré un
incremento en la fluorescencia con el tiempo. El cambio en la fluorescencia observado fue mayor que las 484
unidades arbitrarias en esta reaccion resultando en un incremento de aproximadamente 46 en el tiempo 0 a por
encima de 530 después de 1 hora de monitorizacion de la fluorescencia.

Por el contrario, la Reaccion 2 (1-b), que carecia de oligonucledtido ADNzima ligasa (7Z281-10/10) para la etapa (1)
no mostré incremento en la fluorescencia con el tiempo. La Reaccién 3 (1-c), que carecia de sustrato de ligasa B
(3LSubB) pero contenia la ADNzima ligasa de la etapa (1) no mostré incremento en la fluorescencia con el tiempo.
La Reaccion 4 (1-d) que carecia de facilitador del ensamblaje A (AF-MzCA2) de la etapa (1) mostré un minimo
incremento en la fluorescencia con el tiempo por encima de la desviacion de fondo observada de aproximadamente
40 unidades arbitrarias durante el curso de 1 hora de monitorizacion de la fluorescencia. La Reaccién 5 (1-e) que
carecia tanto del facilitador del ensamblaje A como de la ADNzima ligasa de la etapa (1) no mostré incremento en la
fluorescencia con el tiempo. La Reaccion 6 (1-f) que carecia tanto del sustrato de ligasa B como del facilitador del
ensamblaje A no mostré incremento en la fluorescencia con el tiempo. La Reaccion 7 (1-g) era el control positivo que
contenia la MNAzima C partzima A control (LS817A4/2), y mostrd un incremento en la fluorescencia con el tiempo
mediante la cual la reaccidon se completé en menos de 1 minuto. Conjuntamente, estas reacciones indican que los
eventos siguientes han ocurrido en la Reaccién 1 (1-a).

En primer lugar, la MNAzima A escinde el Sustrato A (Pre5LSubB2-FB) en presencia del facilitador del ensamblaje
diana especifico A (AF-MzCA2) produciendo dos fragmentos, uno de los cuales fue el fragmento 5' 5LSubB
(CTGTAGCACTCACTAua) (SEQ ID NO: 40) que tiene un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En segundo lugar, 5LSubB
se ligd a un segundo sustrato oligonucleotidico B de ADNzima ligasa (3LSubB) presente en la mezcla de reaccion de
la etapa (1) y esto resulté en la formacion de un nuevo oligonucleétido (producto de ligacion) con la secuencia de
CTGTAGCACTCACTAuagGAACAACGAGAGGAAACCTT (SEQ ID NO: 51) (en la que mayuscula representa bases
de ADN y minuscula representa bases de ARN). Este producto de ligaciéon a su vez funcioné como una partzima
para MNAzima C. Esta partzima A ligada de nuevas se asocia con MNAzima C partzima B y facilitador del
ensamblaje C para crear MNAzima C. La MNAzima C escindi6 el sustrato de la MNAzima C (SubBi-2-Q6B2)
resultando en la separacién de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador causando asi un incremento en la
fluorescencia.
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Los controles "sin ligaciéon" (Reaccion 2 (1-b) y 3 (1-c)) demostraron que la ligacion del fragmento de escision 5'
(5LSubB) con extremo fosfato ciclico 2', 3' a un segundo sustrato de ligasa B (3LSubB) es esencial para la formacion
del componente partzima de MNAzima C.

Los controles "sin facilitador del ensamblaje A (AF-MzCA2)" (Reacciones 4 (1-d), 5 (1-e) y 6 (1-f)) de mostraron que
la escision del sustrato de MNAzima A (Pre5LSubB2-FB) por la MNAzima A y la generacion de un fragmento 5' con
los extremos fosfato ciclico 2', 3' era esencial para la ligacion posterior y formacién de la partzima requerida para el
ensamblaje y actividad de MNAzima C.

La reaccién en cascada en este ejemplo permitio la deteccidon de la presencia de un facilitador del ensamblaje, en
este ejemplo una secuencia de acido nucleico diana. La reaccién en cascada que permite la deteccion usa dos tipos
de enzimas de acidos nucleicos, concretamente ADNzimas que pueden ligar sustratos y MNAzimas que pueden
escindir sustratos. El recambio multiple en cada etapa enzimatica en la cascada podria permitir la amplificacién de la
sefial.

La cascada demostrada en este ejemplo e ilustrada en la Figura 9 podria extenderse y usarse para crear una
cascada de amplificacién con retroalimentacion. Si la secuencia del producto de escisiéon C 5' fuera la misma que el
producto de escision A 5', este producto también podria servir como un sustrato B 5' y podria iniciarse una reaccion
en cascada con retroalimentacion. En esta reaccién, la MNAzima escisora C podria generar de manera constante el
sustrato B 5' que a su vez podria ligarse por la ADNzima ligasa B para crear mas partzimas para la formacion de
mas MNAzima escisora C. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para amplificacion con
retroalimentacion después del inicio de una reaccién por un analito diana que podria dirigir el ensamblaje de
MNAzima escisora A. La estrategia podria permitir la deteccién de analitos diana seguido de la amplificacién de la
sefial por una cascada con retroalimentacion usando dos tipos de enzimas de acidos nucleicos, concretamente
ADNzima ligasas y MNAzima escisoras.

Ademas, sera obvio para un experto en la técnica que la ADNzima ligasa podria ligar dos fragmentos y crear varias
enzimas posibles, componentes de enzima o sustratos Utiles en esta cascada que incluyen pero no estan limitados
a, a) una partzima para una segunda MNAzima (por ejemplo, una MNAzima escisora como se muestra en este
ejemplo y marcada como MNAzima C en la Figura 9); o b) un nuevo facilitador del ensamblaje para una segunda
MNAzima como se describe en el ejemplo 12, y marcada como MNAzima escisora 2 en la Figura 15; o c) una nueva
ADNzima capaz de modificar un sustrato o sustratos (por ejemplo, por escision, ligacion etc) o un sustrato adecuado
para modificacién por una MNAzima o ADNzima. Ademas, sera obvio para un experto en la técnica que la ADNzima
con actividad ligasa podria ser sustituida por una MNAzima con actividad ligasa como se demuestra en el ejemplo 7
y 9. La estrategia es versatil y podria realizarse bien como una cascada secuencial de la primera y segunda etapas o
como una reaccién en cascada con retroalimentacion en la que la etapa 2 (Figura 9 (iii)) crea un componente para la
etapa 1 (Figura 9 (i) y (ii)). Ademas, la etapa 2 (Figura 9 (iii)) podria crear un componente para una reaccion
posterior adicional.

Ejemplo 12: Un ejemplo de una reaccion en cascada que explota la actividad de mudltiples enzimas de &acidos
nucleicos

La estrategia general usada en este ejemplo se resume en la Figura 15 y también puede formar la base de una
técnica de amplificacién de la sefal. En la primera etapa, una MNAzima (MNAzima escisora 1) se forma en
presencia de facilitador del ensamblaje (por ejemplo, un acido nucleico diana) y se usa para escindir un sustrato
(sustrato de MNAzima 1) generando asi un producto de escision 5' que tiene un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En la
segunda etapa, se usa una ADNzima ligasa para ligar el producto de escisidon generado en la etapa uno a otro
sustrato de ligacion oligonucleotidico creando asi un producto de ligacién que funciona como un facilitador del
ensamblaje. En la tercera etapa, el producto de ligacion facilitador del ensamblaje generado en la etapa dos participa
en la formaciéon de una nueva MNAzima (MNAzima escisora 2), que puede escindir un sustrato (sustrato de
MNAzima 2). En este ejemplo, el marcaje del sustrato de MNAzima 2 con una pareja de marcadores fluoréforo y
apantallador permitié la monitorizacion de la fluorescencia de la reaccion.

12.1 Partzimas para MNAzima escisora 1

En la primera etapa, la MNAzima escisora 1 se form6 en presencia de un facilitador del ensamblaje (AF-MzCA2) y
se uso6 para escindir el sustrato de MNAzima 1 (Pre5LSubB2-FB). Las secuencias de las partzimas de MNAzima
escisora 1 (RO4A2/1(11) y RO4B3/1(12)) se listan a continuacion. Las bases subrayadas forman parte del nucleo
catalitico, las bases en negrita hibridan con el facilitador del ensamblaje y las bases en italica hibridan con los
sustratos.

SEQ ID NO: 69 Partzima A/MNAzima 1 -
RO4A2/1(11); GCTGGTCATCCAGCAGCGGTCGAAATAGTGAGTGC

SEQ ID NO: 70 Partzima B/MNAzima 1 - RO4B3/1(12): CTCATCTCTTCTCCGAGCGTGTTCGACAATGGC

12.2 ADNzima con Actividad ligasa
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La ADNzima ligasa usada en este ejemplo se ha reportado previamente que liga ARN mediante la formacién de una
union fosfodiéster 2'-5' a partir de un fosfato ciclico 2', 3' y un grupo hidroxilo 5' (Prior et al, 2004). Aparte del
requerimiento de un sustrato 5' con un extremo fosfato ciclico 2',3', la ADNzima ligasa usada en este ejemplo
también requiere un resto de secuencia especifico en la unién de la ligacion.

En la segunda etapa, se us6 en este experimento la ADNzima ligasa 7281 (7Z81-10/10) con brazos de sustrato
disefiados para hibridar con las secuencias de sustrato 5LSubB y 3LSubB y la secuencia se lista a continuacion (5' a
3'). Las bases subrayadas forman el nucleo catalitico y las bases en italica hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 17 ADNzima ligasa - 7281-
10/10: CCTCTCGTTGACGGCGGAGTGATTGGGAGGTTAGCTCTAGTGAGTGC

12.3 Partzimas para MNAzima escisora 2

En la tercera etapa, el producto ligado funciona como un nuevo facilitador del ensamblaje, que junto con una pareja
de partzimas puede formar MNAzima escisora 3 y escindir un sustrato 3 marcado con fluorescencia (SubBi-3-TxB2).
Las secuencias siguientes corresponden a las partzimas, que forman componentes de MNAzima escisora 2. Las
bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico, las bases en negrita hibridan con el facilitador del ensamblaje y
las bases en italica hibridan con los sustratos.

SEQ ID NO: 85 Partzima A/MNAzima 2 -
LIGFACAS/3: AAGGTTTCCTCTCGTTGTTCCTACAACGAGGTTGTGCTG

SEQ ID NO: 86 Partzima B/MNAzima 2 -
LIGFACBG6/3: CGGTTGGTGAGGCTAGCTATAGTGAGTGCTACAG

12.4 Sustrato de MNAzima 1 (sustrato para la MNAzima escisora 1)

El sustrato de MNAzima 1 se escindié por la MNAzima escisora 1. El fragmento 5' resultante indicado 5LSubB se
ligb a 3LSubB por la ADNzima ligasa. La secuencia del sustrato 1 (Pre5LSubB2-FB) estd a continuaciéon. Esta
marcado internamente 5' de las ribobases con un resto 6-FAM y marcado 3' de las ribobases con el resto BHQ1
(bases subrayadas). Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 67 Sustrato 1 - Pre5LSubB2-FB: CTGTAGCACTCACTAuaGGAAGAGATGAG
12.5 Sustrato de ADNzima Ligasa

La secuencia del sustrato 3' para la ligacion usado en este experimento se lista a continuaciéon (5' a 3'). El
oligonucleétido tiene un grupo hidroxilo 5'. Las bases en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula
representan ADN.

SEQ ID NO: 22 Sustrato 3' de Ligasa - 3LSubB: gGAACAACGAGAGGAAACCTT
12.6 Sustrato de MNAzima 2 (Sustrato Informador Fluorescente para la MNAzima escisora 2)

El sustrato informador usado en este ejemplo fue SubBi-3. En el presente ejemplo, SubBi-3 se marc6 en los
extremos con un resto Texas Red en el extremo &', un resto BHQ2 en el extremo 3' y designado SubBi-3-TxB2. La
escision de SubBi-3-TxB2 se monitorizé a 610 nm (longitud de onda de emisién de TxB2) con excitacion a 585 nm
(longitud de onda de excitacion de TxB2). La secuencia de SubBi-3-TxB2 se lista a continuacion (5' a 3'); las bases
en minuscula representan ARN y las bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 87 SubBi-3-TxB2: CAGCACAACCguCACCAACCG
12.7 Secuencia del facilitador del ensamblaje para MNAzima escisora 1

El facilitador del ensamblaje reconocido por los dominios sensores de la MNAzima escisora 1 fue un oligonucleétido
de ADN sintético con la secuencia siguiente:

SEQ ID NO: 68 AF-MzCA2: GCCATTGTCGAACACCTGCTGGATGACCAGC
12.8 Condiciones de la Reaccién

La reaccion se realizd en tres etapas secuenciales (i), (ii) y (iii) en tres tubos separados como se describe a
continuacion.

(i) La escision de Pre5LSubB2-FB por MNAzima escisora 1 para generar el producto de escision 5'/sustrato de
ligasa (5LSubB) con el extremo fosfato ciclico 2', 3' requerido se realizé a 40°C durante 66 minutos en un volumen
total de reaccion de 100 ml. Las reacciones contenian 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C), 50 mM MgCl,, 150 mM
NaCl, 2 mM KCI, 50 nM RO4B3/1(12), 50 nM RO4A2/1(11) y bien:
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a) 1.000 nM Pre5LSubB2-FB, 50 nM AF-MzCA2; o
b) 1.000 nM Pre5LSubB2-FB; o
c) 50 nM AF-MzCAZ2.

(ii) La ligacion se realizd a 40°C durante 2 horas en un volumen total de reacciéon de 50 ml. Las reacciones
contenian 25 ml de mezcla de reaccién de escisién previa (i-a) o (i-b), o (i-c), 500 nM 3LSubB, en una reaccion
con una concentracion final de 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 50 mM Tris HCI (pH 9,0 a 25°C) y 50 mM MgCl, y:

a) 500 nM de ADNzima ligasa 7281-10/10, o
b) sin ADNzima ligasa (control sin ligacion)

(iii). La deteccion fluorescente debida a la escision de MNAzima que resulta del ensamblaje de partzimas para
MNAZzima escisora 2 en presencia del facilitador del ensamblaje formado por ligaciéon del producto de escision de
Pre5LSubB2-FB (5LSubB) y el sustrato de ligacién (3LSubB) se realizé isotérmicamente a 50°C durante 2 horas
en el Cepheid Smartcycler. Las reacciones se iniciaron por la adicién del sustrato marcado con fluorescencia
SubBi-3-TxB2. Las reacciones en duplicado contenian 10ml de una de las mezclas de reaccion de ligacion previas
((i-afii-a) o (i-alii-b) o (i-blii-a) o (i-bfii-b) o (i-cfii-a) o (i-c/ii-b)) y 200 nM de partzima A (LIGFACA5/3) y 200 nM
partzima B (LIGFACBG6/3) para MNAzima escisora 2, y 400 nM del sustrato SubBi-3-TxB2 en un volumen total de
reaccion de 25 ml.

12.9 Resultados

El incremento en la fluorescencia debido a la escision del sustrato de MNAzima 2 (SubBi-3-TxB2) se monitorizd con
el tiempo para reacciones que habian contenido los reactivos oligonucleotidicos siguientes (Tabla 11).

Tabla 11. Incremento en la fluorescencia debido a la escision del sustrato de MNAzima 2 (SubBi-3-TxB2)
monitorizado con el tiempo.

Etapa (i) Etapa (ii) Etapa (iii) Resultado

N

Reaccién 1 *MNAzima * 25 ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) |Un incremento en

(Ensayo i-afii-a) partzimas * ADNzima ligasa *Sustrato 2 fluorescencia
*  Facilitador  del
ensamblaje 1 (diana)

Reaccion 2 *MNAzima 11" 25 ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) [No se observo

(Control i-afii-b - sin|Partzimas * Sustrato de ligasa |*MNAzima 2[incremento en la

ADNzima ligasa) *Sustrato 1 partzimas lt‘!uorescenma con el
*  Facilitador  del *Sustrato 2 1emPpo

ensamblaje 1 (diana)

Reaccion 3 *MNAzima 1]* 25 ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) [No se observo
(Control i-blii-a - sin [Partzimas * Sustrato de ligasa  |*MNAzima 2[incremento en la
Facilitador del|*Sustrato 1 * ADNzima ligasa partzimas f!uorescenma con el
ensamblaje | (diana)) *Sustrato 2 tiempo

Reaccion 4 *MNAzima 1]* 25 ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (i) [No se observo
(Control i-bii-b-sin | Partzimas * Sustrato de ligasa |*MNAzima 2|incremento en la
facilitador del [*Sustrato 1 partzimas fluorescencia con el
ensamblaje 1 (diana) *Sustrato 2 tiempo

y sin ADNzima ligasa)
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Etapa (i) Etapa (ii) Etapa (iii) Resultado
Reaccién 5 *MNAzima 1]* 25 ml de la etapa (i) |* 10pl de la etapa (ii) [No se observo
(Control i-cli-a - sin|Partzimas * Sustrato de ligasa  |*MNAzima 2[incremento en la
Sustrato 1) *  Facilitador  del|« ADNzima ligasa partzimas fluorescencia con el
ensamblaje 1 (diana) *Sustrato 2 tiempo
Reaccion 6 *MNAzima 11* 25ml de la etapa (i) |* 10ml de la etapa (ii) [No se observo
(Control i-cfii-b-sin | Partzimas * Sustrato de ligasa  |*MNAzima 2[incremento  en la
Sustrato | y sin|* Facilitador del partzimas fluorescencia con el
ADNzima ligasa) ensamblaje | (diana) *Sustrato 2 tiempo

El nivel de fluorescencia se midioé con el tiempo para la etapa (iii) de las reacciones 1, 2, 3, 4, 5 y 6 (realizadas en
duplicado) (Tabla 10). La Reaccion 1 (i-afi-a), que habia contenido todos los componentes de reaccion
oligonucleotidicos para las etapas (i), (ii) y (iii), mostré un incremento en la fluorescencia con el tiempo. El cambio en
la fluorescencia observado fue mayor que las 900 unidades arbitrarias en esta reaccion resultando en un incremento
de aproximadamente 180 en el tiempo 0 a por encima de 1.100 después de 2 horas.

Por el contrario, las reacciones 2, 3, 4, 5 y 6 no mostraron incremento en la fluorescencia con el tiempo por encima
de la desviacion de fondo observada de aproximadamente 50 unidades arbitrarias durante el curso de las 2 horas de
monitorizacién de la fluorescencia. Como tal, la Reaccion 2(i-alii-b), que carecia del oligonucleétido de ADNzima
ligasa para la etapa (ii), no mostré un incremento en la fluorescencia con el tiempo. La Reaccion 3 (i-b/ii-a), que
carecia del facilitador del ensamblaje 1 (AF-MzCA2) pero contenia la ADNzima ligasa de la etapa (ii)) no mostrd
incremento en la fluorescencia con el tiempo. La Reaccion 4 (i-b/ii-b), que carecia tanto del facilitador del ensamblaje
1 (AF-MzCA2) como de la ADNzima ligasa de la etapa (ii) no mostré incremento en la fluorescencia con el tiempo.
La Reaccion 5 (i-c/ii-a), que carecia del Sustrato 1 (Pre5LSubB2-FB) pero contenia la ADNzima ligasa de la etapa (ii)
no mostré incremento en la fluorescencia con el tiempo. La Reaccién 6 (i-cl/ii-b), que carecia tanto del Sustrato 1
(Pre5LSubB2-FB) como de la ADNzima ligasa no mostré incremento en la fluorescencia con el tiempo.
Conjuntamente estas reacciones indican que los eventos siguientes han ocurrido en la reaccion 1.

En primer lugar, la MNAzima escisora 1 escinde el Sustrato 1 (PreSLSubB2-FB) en presencia del facilitador del
ensamblaje especifico 1 (AF-MzCAZ2) produciendo dos fragmentos, uno de los cuales fue el fragmento 5' 5LSubB
(CTGTAGCACTCACTAua) (SEQ ID NO: 40) que tiene un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En segundo lugar, 5LSubB
se ligd a un segundo sustrato oligonucleotidico B de ADNzima ligasa (3LSubB) presente en la mezcla de reaccion de
la etapa (ii) y esto resulté en la formacion de un nuevo oligonucleétido (producto de ligacion) con la secuencia de
CTGTAGCACTCACTAuagGAACAACGAGAGGAAACCTT (SEQ ID NO: 51) (en la que mayuscula representa bases
de ADN y minuscula representa bases de ARN). Este producto de ligacion funcioné a su vez como un facilitador del
ensamblaje para MNAzima escisora 2. Este nuevo facilitador del ensamblaje ligado se asocia con las partzimas para
crear MNAzima escisora 2. La MNAzima escisora 2 escindio el sustrato de la MNAzima 2 (SubBi-3-TxB2) resultando
en la separacion de una pareja de marcadores fluoréforo/apantallador causando asi un incremento en la
fluorescencia.

Los controles "sin ligacion" (Reaccion 2, 4 y 6) demostraron que la ligacion del fragmento de escision 5' (5LSubB)
con extremo fosfato ciclico 2', 3' a un segundo sustrato de ligasa (3LSubB) es esencial para la formacion del
componente facilitador del ensamblaje de MNAzima escisora 2.

Los controles "sin facilitador del ensamblaje (AF-MzCA2)" (Reaccion 3 y 4) demostraron que la escision del Sustrato
1 (Pre5LSubB2-FB) por la MNAzima escisora 1 y la generacion de un fragmento 5' con los extremos fosfato ciclico
2', 3' (5LSubB) era esencial para la ligacion posterior y formacion de un facilitador del ensamblaje requerido para el
ensamblaje de MNAzima escisora 2.

La estrategia demostrada en este ejemplo podria usarse para crear una cascada de amplificacion de la sefal con
retroalimentacion. Si la escision por MNAzima escisora 2 generara el mismo producto de escision 5' que el generado
por MNAzima escisora 1 este producto de escisidon también podria ligarse para formar un producto de ligacion que
podria funcionar a su vez como otro nuevo componente MNAzima (por ejemplo, partzima, facilitador del ensamblaje
o sustrato) para el ensamblaje de complejos adicionales de MNAzima escisora 2.

Ademas, sera obvio para un experto en la técnica que la ADNzima ligasa podria ligar dos fragmentos y crear varias
enzimas posibles o componentes de enzima utiles en esta cascada que incluye pero no esta limitado a, a) un nuevo
facilitador del ensamblaje para una segunda MNAzima escisora (como se muestra en este ejemplo) o b) una nueva
partzima para una segunda MNAzima como se muestra en los ejemplos 6, 7, 9, y 11, o c¢) una nueva ADNzima
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capaz de modificar un sustrato o sustratos (por ejemplo, por escision, ligacion etc). Ademas, sera obvio para un
experto en la técnica que la ADNzima con actividad ligasa podria ser sustituida por una MNAzima con actividad
ligasa como se demuestra en el ejemplo 7 y 9. La estrategia es versatil y podria realizarse bien como una cascada
secuencial de la primera, segunda y tercera etapa o como una reaccién en cascada con retroalimentacion en la que
la etapa 3 crea un componente para la etapa 2 y la etapa 2 crea componentes para la etapa 3. Ademas, la etapa 3
podria crear un componente para una reaccién posterior adicional.

Ejemplo 13: Una reaccion en cascada con posible retroalimentacion

Una representacion esquematica de una variacion de una cascada de amplificacion con retroalimentacion se ilustra
en la Figura 16. Las etapas iniciales de una cascada que implica escision por MNAzima, ligacion por ADNzima y
escision por MNAzima se ilustran en la Figura 15 y se demuestran en el ejemplo 6, 7, 9, 11 y 12. El esquema
descrito en este ejemplo e ilustrado en la Figura 16 extiende la estrategia de la cascada en el ejemplo 6, 7, 9, 11y
12 y describe una estrategia para una cascada de amplificacion con retroalimentacion.

Como se ilustra en la Figura 16, en una primera etapa una MNAzima escisora 1 podria ensamblarse sélo en
presencia de un facilitador del ensamblaje (por ejemplo un acido nucleico diana) y podria escindir el sustrato de
MNAzima 1 para liberar un producto de escision 5' con un extremo fosfato ciclico 2', 3'. En una segunda etapa una
ADNzima ligasa (o una MNAzima ligasa ensamblada) podria ligar el producto de escisién 5' de la primera etapa a un
sustrato de ligacion 3' para crear un producto de ligacion que podria servir como un facilitador del ensamblaje para
otra MNAzima escisora 2. En una tercera etapa un facilitador del ensamblaje formado por ligacion en la segunda
etapa podria dirigir el ensamblaje de las partzimas que podrian formar una MNAzima escisora 2 que podria escindir
el sustrato 2 en dos productos, un producto de escisidon 5' con un extremo fosfato ciclico 2',3' y un producto de
escision 3'. Una sefial detectable podria generarse después de la escision del sustrato 2 si este sustrato estuviera
marcado, por ejemplo, con una pareja de marcadores fluoréforo y apantallador.

Ademas, si la secuencia de uno de los productos de escision de MNAzima escisora 2 fuera util como un componente
facilitador del ensamblaje para una MNAzima escisora 3 esto podria iniciar una cascada con retroalimentacion. En
este caso, la MNAzima escisora 3 podria tener diferentes brazos sensores que la MNAzima escisora 1 pero podria
tener los mismos brazos de sustrato que la MNAzima escisora 1. Asi, si la MNAzima escisora 3 se ensamblara en
presencia de un componente facilitador del ensamblaje generado por la escisién por la MNAzima escisora 2, y si la
MNAzima escisora 3 escindiera el sustrato 1 el producto de escisién 5' de la MNAzima escisora 3 también podria
servir como un sustrato 5' para la ADNzima ligasa (o la MNAzima ligasa ensamblada) y podria iniciarse una reaccion
en cascada de amplificacién con retroalimentacion. En esta reacciéon, la MNAzima escisora 3 generaria de manera
constante el producto de escision 5' que a su vez podria servir como un sustrato para la ligacién por la ADNzima
ligasa (o la MNAzima ligasa ensamblada) para crear mas facilitadores del ensamblaje que podrian dirigir el
ensamblaje de mas MNAzima escisora 2. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para la amplificacion de
la sefial con retroalimentacion después del inicio de una reaccion por un facilitador del ensamblaje (por ejemplo un
analito diana) que permite el ensamblaje de MNAzima escisora 1. La estrategia podria permitir la deteccién de uno o
mas facilitadores del ensamblaje (por ejemplo analitos diana) seguido de la amplificacién de la sefial usando una
ADNzima o una MNAzima que puede ligar sustratos y MNAzimas que pueden escindir un sustrato.

En una variacién adicional, la ADNzima (o MNAzima) con actividad ligasa podria ligar fragmentos para formar una
ADNzima capaz de escindir el sustrato 2 para crear un componente facilitador del ensamblaje para una MNAzima 3.
Como tal, en esta variacién la MNAzima escisora 2 podria reemplazarse por una ADNzima escisora creada por
ligacion a partir de la segunda etapa.

También sera obvio para un experto en la técnica que la sefial podria generarse por la escision del sustrato 1 y/o
sustrato 2 siempre que los sustratos estén marcados, por ejemplo, con parejas de marcadores fluoréforo
apantallador. En este caso, la escision resultaria en un incremento en la fluorescencia. Ademas, seria posible medir
un cambio en la fluorescencia después de la ligacion del sustrato de ligacion y el producto 5' de la MNAzima
escisora 1 y/o MNAzima escisora 3 si los fragmentos estuvieran cada uno marcados bien con un fluoréforo o un
apantallador. En este escenario, la ligacion resultaria en un cambio en la fluorescencia bien en disolucién o en una
localizacién especifica en un ensayo en el que, por ejemplo, un sustrato ligable esta unido a un soporte sélido.

El componente facilitador del ensamblaje generado por la escisiéon (o ligacion) en la etapa 2 o etapa 3 por una
MNAzima o una ADNzima podria ser uno cualquiera de numerosos disefios. Como ejemplo, podrian parecerse a
cualquiera de las configuraciones para facilitador del ensamblaje y/o brazos sensores de partzima como se ilustra en
la Figura 6.

En otra variacion de estrategia de cascada con retroalimentacion en la que los productos de MNAzima escisora 2
podrian usarse como un componente facilitador del ensamblaje para una MNAzima escisora 3, la MNAzima escisora
3 podria tener una estructura modificada. En esta variante, la MNAzima escisora 3 podria tener diferentes brazos
sensores que la MNAzima escisora 1 pero puede tener un brazo de sustrato (en una de las partzimas) para
MNAzima 3 que es el mismo que la secuencia de la partzima de la MNAzima escisora 1 que interacciona con esa
parte de la secuencia en el sustrato 1 (la parte 5' del sustrato) que posteriormente se liga por la ligasa. Como tal, la
MNAzima escisora 3 escindiria un sustrato (sustrato escindible 3) que tiene la misma secuencia en la parte 5' pero
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que tiene una parte diferente en el extremo 3' o viceversa respecto al sustrato escindible 1. El sitio de escision del
sustrato 3 podria estar en la uniéon de aquellas secuencias que comparten los sustratos escindibles 1 y 3 y aquellas
que se diferencian. En este caso, cuando la MNAzima escisora 3 se ensamblara en presencia de un componente
facilitador del ensamblaje generado por la escision por la MNAzima escisora 2, y si la MNAzima escisora 3
escindiera el sustrato 3 el producto de escision 5' de la MNAzima escisora 3 también podria servir como un sustrato
5' para la ADNzima ligasa (o la MNAzima ligasa ensamblada) y podria iniciarse una reaccion en cascada de
amplificacion con retroalimentacion. En esta reaccién, la MNAzima escisora 3 generaria de manera constante el
producto de escision 5' que a su vez podria servir como un sustrato para la ligacion por la ADNzima ligasa (o la
MNAzima ligasa ensamblada) para crear mas componentes, por ejemplo, un facilitador del ensamblaje que podria
dirigir el ensamblaje de mas MNAzima escisora 2. Esta estrategia podria proporcionar un mecanismo para la
amplificacion de la sefial con retroalimentacion después del inicio de una reaccién por un facilitador del ensamblaje
(por ejemplo un analito diana) que permite el ensamblaje de MNAzima escisora 1. La estrategia podria permitir la
deteccion de un facilitador del ensamblaje (por un analito diana) seguido de la amplificacion de la sefial usando una
ADNzima o una MNAzima que puede ligar sustratos y MNAzimas que pueden escindir un sustrato.

También entendera un experto en la técnica que las enzimas de &cidos nucleicos usadas en la cascada podrian
crear diferentes componentes que podrian usarse en una reaccion posterior tal como en una situacion con
retroalimentacion. Como ejemplo, respecto a la Figura 16 una MNAzima escisora 2 podria crear un brazo
estabilizador para MNAzima escisora 3, en lugar del componente facilitador del ensamblaje como se ilustra. En otra
variacion, la MNAzima escisora 2 podria reemplazarse por una MNAzima ligasa que podria crear, por ejemplo una
partzima o un facilitador del ensamblaje para MNAzima escisora 3, o una ADNzima escisora a diferencia de la
ilustracion en la Figura 16 mediante lo cual una MNAzima escisora 2 crea un componente facilitador del ensamblaje.

En otra estrategia variante, la ADNzima (o MNAzima) ligasa podria ligar fragmentos y crear una nueva partzima
capaz de asociarse con otra partzima y un facilitador del ensamblaje presente en la reaccién formando asi una
MNAzima escisora 2 que podria escindir el sustrato 2 para crear un componente del facilitador del ensamblaje para
una MNAzima 3.

Las variaciones descritas también pueden usarse segun sea apropiado en otras cascadas a lo largo de la
especificacion. Las variaciones adicionales descritas en otro lugar de las especificaciones también podrian aplicarse
aqui.

Las cascadas de enzimas de &cidos nucleicos, incluyendo las cascadas con retroalimentacion, permiten la
generacion de sefales después de la deteccién de analitos diana. La primera MNAzima en la cascada puede ser
una MNAzima o apta-MNAzima, asi pueden disefarse sistemas de MNAzima para la detecciéon de dianas de &cido
nucleico y analitos distintos de acido nucleico, por ejemplo proteinas o lipidos.

Ademas, las cascadas con retroalimentacion podrian amplificar ademas la salida o sefal detectable. Las cascadas
de amplificacion de la sefial que usan enzimas de acidos nucleicos tienen ventajas sobre las tecnologias de
amplificacion y deteccion de dianas, por ejemplo PCR en tiempo real. Aunque las tecnologias de amplificacion de
dianas son herramientas potentes que se han usado ampliamente en investigacion y/o diagnéstico clinico, cada una
tiene desventajas inherentes. Todas requieren el uso de enzimas proteicas (por ejemplo, ADN polimerasa, ARN
polimerasa, transcriptasa inversa y/o ligasa). La inclusidon de enzimas proteicas incrementa la complejidad y coste de
la fabricacion de los reactivos y disminuye la vida a temperatura ambiente de los kits que contienen los reactivos.
Otros retos técnicos asociados incluyen la contaminacién por replicones (amplicones diana) de reacciones previas
que da lugar a una sefal de falso positivo y/o sefial de fondo causada por la replicacion de secuencias de cebador
(dimeros de cebadores) o fondo causada por la ligacion independiente de diana.

Ejemplo 14: Ensayo de la actividad de MNAzima a partir de una serie de parejas de partzima que contienen
secuencias de nucleo catalitico parciales variantes obtenidas del nucleo catalitico 10:23

Pueden prepararse enzimas de &cidos nucleicos multi-componente (MNAzimas) que incorporan secuencias
parciales de una variedad de ADNzimas desarrolladas in vitro. Se han demostrado MNAzimas activas, basadas en
secuencias parciales de las ADNzimas 8:17 y 10:23. Ademas, se ha mostrado que varios disefios alternativos de
partzima basados en las ADNzimas 8:17 y 10:23 tienen o carecen de actividad de escisién (PCT/AU2006/001473,
Johnson & Johnson Research Pty Limited). Este ejemplo identifica secuencias de partzima tanto activas como
inactivas basadas en secuencias de nucleo catalitico parciales de la ADNzima 10:23 que pueden escindir un
sustrato. Ademas, el ejemplo proporciona un protocolo general para las etapas necesarias para identificar el o los
sitios 6ptimos para dividir una secuencia de nucleo catalitico de manera que, cuando las secuencias de nucleo
catalitico parciales se incorporan en partzimas, se generan MNAzimas funcionales activas.

Otras ADNzimas, bien conocidas o desarrolladas in vitro, podrian someterse a un analisis similar al descrito en este
ejemplo y en los ejemplos 7 y 9. Por lo tanto, estos ejemplos proporcionan un método que un experto en la técnica
podria usar para identificar secuencias de nucleo catalitico parciales para MNAzimas activas capaces de muchas
funciones incluyendo escision (este ejemplo) o ligacion (ejemplos 7 y 9), u otras funciones desarrolladas in vitro,
incluyendo pero no limitado a fosforilacion de acidos nucleicos, adicion de una cubierta a los acidos nucleicos,
adenilacién de aminoacidos, sintesis de cofactores, polimerizacion de ARN, polimerizacion dirigida por molde,
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conjugacion ARN-proteinas, reaccion de aldol, oxidacion de alcoholes, reduccién de aldehido, sintesis de
nucleotidos de purina y pirimidina, alquilacién, sintesis de amida, sintesis de urea, formacién de enlaces peptidicos,
sintesis de peptidil-ARN, transferencia de acilo, aminoacilacién, hidrélisis de carbonato, alquilacion de fésforotioato,
matalacion de porfirina, formacion de enlaces carbono-carbono, formacién de nanoparticulas de Pd, isomerizacion
de bifenilo, formacion de enlaces éster, formacion de enlaces amida, desglicosilaciéon de ADN, fotoreversion de
dimeros de timina y escision de fosforamidato.

14.1 Oligonucleétidos de Partzima

El método en este ejemplo se usoé para investigar qué posiciones en la secuencia del nucleo catalitico de 10:23 son
adecuadas para dividir en secuencias de nucleo catalitico parciales que, después de la incorporacion en partzimas,
resultan en MNAzimas funcionalmente activas. La secuencia 10:23 se dividié en varios puntos y las dos secuencias
parciales se incorporaron en una serie de parejas de partzima que se disefiaron para escindir un sustrato en
presencia de una diana (gen RPLPO humano). Los nucleos cataliticos parciales para cada pareja de partzima que
se ensayaron se muestran en la Tabla 12 respecto a la secuencia completa de nucleo catalitico de la ADNzima
10:23 (Santoro y Joyce, 1997).

Tabla 12: Bases y posicion en la ADNzima 10:23 y en una serie de parejas de partzima variantes en las que las
bases en las posiciones 1 a 15 del nucleo se han distribuido de manera diferente entre dos partzimas A y B.

Posicion # 1123|456 |7]8]9(10]11]12]|13|14|15

ADNzima 10:23 (Santoro y Joyce, 1997) |G| G|C | T|A|G|C|T|A|C|JA]JA|C|G|A

Disefio 6 A4:B5 (T8-A9) Partzima A AlCJIAJA|C|G]|A

PartzimaB |G| G|C | T|A|G|C|T

Disefio 7 A5:B6 (C7-T8) Partzima A TIA|JC|A|A]|JC|G|A

Partzima B G|IG|C|TJ|]A]|]G]|C

Disefio 8 A6:B7 (A11-A12) | Partzima A AlC|G]|A

PartzmaB |G| G|C | T|A|G|C|T|A]|C]A

Disefio 9 A7:B8 (A9-C10) Partzima A CIA|JA|C]|G]|A

PartzmaB |G| G|C|T|A|G|C|T]A

Diserio 10 A8:B9 (G6-C7) Partzima A CIT|IA|J]C|IA|JA]|JC]|G]|A

Partzima B G|G|C|TJ|A]|G

Disefio 11 A9:B10 (A5-G6) | Partzima A GIC|T|]A|C|A|A]|C|G]|A

PartzmaB |G| G |C | T|A

Todas las secuencias estan escritas 5' a 3'. El disefio de MNAzima y la nomenclatura de las partzimas identifica la
ADNzima y la localizacién de la division en el nucleo. Por ejemplo, el Disefio 6 es una MNAzima obtenida de 10:23
con disefio partzima A4 y partzima B5 (A4:B5), en la que el nucleo se ha dividido entre T en la posicion 8 y A en la

posicion 9 (T8-A9).

En este experimento, la serie de parejas de partzima se sintetizaron todas con brazos sensores disefiados para
hibridar con el exén 5 del gen RPLPO humano, y con los brazos de sustrato dirigidos frente al sustrato, SubBi-2. Las
parejas de partzima usadas en este experimento se sintetizaron por Sigma-Proligo y sus secuencias se listan a
continuacién (5' a 3'). Las bases subrayadas forman parte del nucleo catalitico de la MNAzima ensamblada, las
bases en negrita hibridan con la diana de acido nucleico y las bases en italica hibridan con el sustrato. La "-P" indica
la fosforilacion en 3' del oligonucleétido.

RPLPO Pareja de Partzima A4:B5
SEQ ID NO: 6 RO5A4/2-P CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEQ ID NO: 88 ROSB5(16)/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGCTGTGGAGACGGATTACA -P
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RPLPO Pareja de Partzima A5:B6
SEQ ID NO: 89 RO5A5/2(22)-P CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEQ ID NO: 90 RO5B6(16)/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGCGTGGAGACGGATTACA -P
RPLPO Pareja de Partzima A6:B7
SEQ ID NO: 91 RO5A6(22)/2-P CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTACGAGAGGAAACCTT -P
SEQ ID NO: 92 RO5B7(16)/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGCTACAGTGGAGACGGATTACA -P
RPLPO Pareja de Partzima A7:B8
SEQ ID NO: 93 RO5A7(22)/2-P CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTCAACGAGAGGAAACCTT -P
SEQ ID NO: 94 RO5B8(16)/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGCTAGTGGAGACGGATTACA -P
RPLPO Pareja de Partzima A8:B9
SEQ ID NO: 95 RO5A8(22)/2-P CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTCTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEQ ID NO: 96 RO5B9(16)/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGGTGGAGACGGATTACA -P
RPLPO Pareja de Partzima A9:B10
SEQ ID NO: 97 RO5A9(22)/2-P CAAACGAGTCCTGGCCTTGTCTGCTACAACGAGAGGAAACCTT -P
SEQ ID NO: 98 RO5B10(16)/2-P TGCCCAGGGAGGCTAGTGGAGACGGATTACA -P
14.2. Sustrato Informador

El sustrato informador para este ejemplo es SubBi-2 con la secuencia, 5' a 3', como a continuacion. En el presente
ejemplo, SubBi-2 se marcé en los extremos con un resto 6-FAM en el extremo 5' y un resto BHQ1 en el extremo 3'y
se designd SubBi-2-FB. La escision de SubBi-2-FB se monitorizé a 530 nm (longitud de onda de emisiéon de FAM)
con excitacion a 485 nm (longitud de onda de excitacion de FAM). Las bases en minuscula representan ARN y las
bases en mayuscula representan ADN.

SEQ ID NO: 4 SubBi-2-FB AAGGTTTCCTCguCCCTGGGCA
14.3. Cebadores de PCR para la amplificacién del exén 5 del gen RPLPO humano.
Las secuencias de los cebadores se muestran, 5' a 3', a continuacion.
SEQ ID NO: 99 5' Cebador 5R05/2 GCTACCCAACTGTTGCATC
SEQ ID NO: 100 3' Cebador 3RO5/2 AGCAGCCACAAAGGCAGA
14.4. Molde diana
El ADN gendmico humano extraido de células K562 se us6 como molde en la reaccion de PCR.
14.5. Condiciones de la reaccion

La amplificacién en tiempo real de la secuencia diana y la deteccion de la actividad catalitica de las parejas de
partzima se llevaron a cabo en una reaccion de 25 mL ciclada en un termociclador ABI 7700 (Applied Biosystems).
Los parametros de ciclado fueron 95°C durante 7 minutos, 10 ciclos de 95°C durante 15 segundos y 65°C durante
30 segundos (con una disminucion de 1° C en temperatura por ciclo), y finalmente 50 ciclos de 95°C durante 15
segundos y 50°C durante 30 segundos. Cada reaccién contenia 0,04 mM 5R05/2 y 0,2 mM de 3R0O5/2, 10 mM
MgCl,, 50 mM de cada ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1x Immobuffer (Bioline), 0,2 mM SubBi-2-FB, 1x Rox
marcador de referencia (Invitrogen), 10 Unidades de Rnasina (Progema) y 1 Unidad de Polimerasa Immolase
(Bioline) y 100 ng de ADN gendmico. Ademas, cada reaccion contenia una pareja de partzimas 0,2 mM de partzima
Ay 0,2 mM de partzima B (RPLPO Pareja de Partzima A4:B5 o A5:B6 o A6:B7 o A7:B8 o A8:B9 o A9:B10).

14.6. Resultados

Usando un método MNAzima-PCR en tiempo real, la actividad catalitica se detect6 a partir de tres de las seis
parejas de partzima RPLPO. La pareja de partzima A4:B5 y A5:B6 mostraron altos niveles de actividad catalitica,
permitiendo la deteccion de la diana después de 22 ciclos (Tabla 13). La pareja de partzima A7:B8 también fue
activa, aunque menos activa que A4:B5 y A5:B6. No se detectd actividad catalitica de las parejas de partzima A6:B7,
A8:B9 0 A9:B10 en las condiciones de este experimento.
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Tabla 13: Valores de Ciclo Umbral (Ct) obtenidos usando varias parejas de partzima

Division del Nucleo (véase |Ct Comentario

la tabla anterior, este

ejemplo)

A4:B5 (T8-A9) 19.3 Esta combinacion de secuencias parciales de nucleo catalitico en estas

partzimas es compatible con la formacion de MNAzimas activas

A5:B6 (C7-T8) 21.6 Esta combinacion de secuencias parciales de nucleo catalitico en estas
partzimas es compatible con la formacién de MNAzimas activas

A6:B7 (A11-A12) Sin sefal a|Esta combinacién de secuencias parciales de nucleo catalitico en estas
50 ciclos |partzimas no es compatible con la formacién de MNAzimas activas en
estas condiciones experimentales.

A7:B8 (A9-C10) 31.7 Esta combinacion de secuencias parciales de nucleo catalitico en estas
partzimas es compatible con la formaciéon de MNAzimas activas

A8:B9 (G6-C7) Sin sefal a|Esta combinacién de secuencias parciales de nucleo catalitico en estas
50 ciclos |partzimas no es compatible con la formacién de MNAzimas activas en
estas condiciones experimentales.

A9:B10 (A5-G6) Sin sefial a|Esta combinacién de secuencias parciales de nucleo catalitico en estas
50 ciclos |partzimas no es compatible con la formacion de MNAzimas activas en
estas condiciones experimentales.

Los valores Ct se promedian a partir de reacciones en triplicado, cuando el nivel umbral de fluorescencia se ajusté
a 0,2 y la fluorescencia de fondo en la linea base se resto6 entre los ciclos 1y 14.

Este ejemplo demuestra que existen varias formas de dividir el nucleo catalitico de la ADNzima 10:23 de manera
que cuando las secuencias parciales del nicleo se incorporan en partzimas, pueden formar MNAzimas
cataliticamente activas. El ejemplo también demuestra que no todas las secuencias parciales del nucleo forman
MNAzimas activas cuando se incorporan en partzimas. El método demostrado en este ejemplo puede usarse para
identificar las secuencias parciales del nicleo adecuadas para incorporacién en partzimas capaces de ensamblarse
en MNAzimas activas.
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Listado de Secuencias

<110> Johnson & Johnson Research Pty. Limited
<120> Enzimas y complejos de acidos nucleicos y métodos para su uso
<130> 804701C

<150> US 11/697.021
<151> 05-04-2007

<150> AU 2007901833
<151> 05-04-2007

<150> US 60/910.427
<151> 05-04-2007

<160> 106
<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (38)..(38)

<400> 1

actggatgtc catctgtctg acaacgagag gaaacctt 38
<210> 2

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> Fosforilacion

<222> (23)..(23)

<400> 2

tgcccaggga ggctagctta tac 23
<210> 3

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> Fosforilaciéon
<222> (15)..(15)
<400> 3
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cttcgtgagg gtgag 15

<210>4

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> ARN
<222> (12)..(13)

<400> 4

aaggtttcct cguccctggg ca 22
<210>5

<211> 52

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 5

tgccccectca cectcacgaa ggtatacaga cagatggaca tccagttggt ga
<210>6

<211>40

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (40)..(40)

<400> 6

caaacgagtc ctggccttgt ctacaacgag aggaaacctt 40
<210>7

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> Fosforilacién

<222> (47)..(47)

<400> 7

tgcccaggga ggctagetgt ggagacggat tacaccttce cacttge
<210> 8

<211> 51

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 8

gcaagtggga aggtgtaatc cgtctccaca gacaaggcca ggactcgttt g
<210>9

<211> 25

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 9

gcaagtggga aggtgtaatc cgtct 25
<210> 10

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 10
ccacagacaa ggccaggact cgtttg 26
<210> 11
<211>48

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 11

aaggtttcct cgtccectggg caccacagac aaggccagga ctegtttg
<210> 12

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 12

aacgtacact gcacgcggtc gaaatagtga gtacctgggg gagtattgcg gaggaaggt
<210> 13

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 13
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catctcttct ccgagegtcet gtaccgtgta ¢ 31

<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 14
gtacacggta cagaccgtgc agtgtacgtt 30

<210> 15

<211> 17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 15

ccaggtactc actattt 17
<210> 16

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> ARN

<222> (10)..(10)

<400> 16

actcactata ggaagagatg 20
<210> 17

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 17

cctctegttg acggcggagt gattgggagg ttagctctag tgagtge 47
<210> 18

<211>28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 18
tacctgcact acggtcgaaa tagtgagt 28
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<210> 19

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 19
catctcttct ccgagctaag cacttta 27

<210> 20

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 20

tgcccaggga ggctagctct gtcgtcggag tggtegteg

<210> 21

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> ARN
<222> (16)..(17)

<400> 21

ctgtagcact cactauagga agagatg 27
<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>

<221> ARN

<222> (1)..(1)

<400> 22

ggaacaacga gaggaaacct t 21
<210> 23

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 23
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taaagtgctt atagtgcagg ta 22
<210> 24
<211> 41

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 24

cgacgaccac tccgacgaca gtcctatagt gagtgctaca g 41
<210> 25

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 25

aacgagtcct ggccttgtct ggctctagtg agtge 35
<210> 26

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 26

tctegttgtt acgtggaggt ggtggagacg gattacacct t 41
<210> 27

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 27

aacgagtcct ggccttgtct gggctctagt gagtgce 36
<210> 28

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 28

tctegttgtt acgtggaggt gtggagacgg attacacctt 40
<210> 29

<211> 37

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 29

aacgagtcct ggccttgtct tgggctctag tgagtge 37
<210> 30.

<211> 39

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 30
tctegttgtt acgtggaggg tggagacgga ttacacctt 39
<210> 31
<211> 43

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 31
aacgagtcct ggccttgtct tggaggtggg ctctagtgag tgc
<210> 32
<211>33

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 32

tctegttgtt acggtggaga cggattacac ctt 33
<210> 33

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 33

aacgagtcct ggccttgtct ggaggtgggce tctagtgagt gc
<210> 34

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 34
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tctegttgtt acgtgtggag acggattaca cctt 34
<210> 35
<211> 44

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 35

aacgagtcct ggccttgtct gtggaggtgg gctctagtga gtgc 44
<210> 36

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 36

tctegttgtt acgtggagac ggattacacc tt 32
<210> 37

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 37

aacgagtcct ggccttgtct gaggtgggcet ctagtgagtg c 41
<210> 38

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 38

tctegttgtt acgtggtgga gacggattac acctt 35
<210> 39

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 39

tctegttgtt acgtggaggat gggctctagt gagtge 36
<210> 40

<211>17

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> ARN
<222> (16)..(17)

<400> 40
ctgtagcact cactaua 17
<210> 41
<211> 11

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 41
acgtggaggt g 11
<210> 42
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 42
cgtcgtgaga tgaggaagag atggatgggc ac 32
<210> 43
<211> 42

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 43
aaggtgtaat ccgtctccac agacaaggcc aggactcgtt tg 42
<210> 44
<211>10

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 44
acgtggaggt 10
<210> 45
<211> 32

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 45
gtgcccatcc atctccggtc gaaatagtga gt 32

<210> 46

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 46
catctcttct ccgagcttee tcatctcacg acg 33
<210> 47
<211>13

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 47

tggaggtggg ctc 13
<210> 48
<211>3

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 48

acg 3
<210> 49

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 49

ggaggtgggc tc 12
<210> 50

<211>4

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 50
acgt 4
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<210> 51

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> ARN
<222> (16)..(18)
<400> 51

ctgtagcact cactauagga acaacgagag gaaacctt 38

<210> 52

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 52

acgtggaggt gggctc 16
<210> 53
<211> 14

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 53

gtggaggtgg gctc 14
<210> 54
<211> 11

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 54

gaggtgggct ¢ 11
<210> 55

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 55
caaacgagtc ctggccttgt ctggaggtta gctctagtga gtge 44
<210> 56
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<211> 45
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 56
cctectegttg acggcggagt gattggtgga gacggattac acctt 45
<210> 57
<211> 46

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 57
caaacgagtc ctggccttgt cttgggaggt tagctctagt gagtge 46

<210> 58

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 58
cctetegttg acggeggagt gatgtggaga cggattacac ctt 43
<210> 59
<211> 48

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 59

caaacgagtc ctggccttgt ctattgggag gttagctcta gtgagtgc
<210> 60

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 60

cctetegttg acggeggagt ggtggagacg gattacacct t 41
<210> 61

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

103

48



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 425066 T3

<400> 61

caaacgagtc ctggccttgt cttgattggg aggttagctc tagtgagtgc 50
<210> 62

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 62

cctetegttg acggecggagg tggagacgga ttacacctt 39
<210> 63

<211> 52

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 63

caaacgagtc ctggccttgt ctagtgattg ggaggttagc tctagtgagt gc 52
<210> 64

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 64

cctetegttg acggegggtg gagacggatt acacctt 37
<210> 65

<211> 54

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 65

caaacgagtc ctggccttgt ctggagtgat tgggaggtta gctctagtga gtge 54
<210> 66

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 66
cctetegttg acggegtgga gacggattac acctt 35
<210> 67
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<211> 29
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> ARN
<222> (16)..(17)

<400> 67

ctgtagcact cactauagga agagatgag 29
<210> 68

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 68

gccattgtcg aacacctgct ggatgaccag ¢ 31
<210> 69

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 69

gctggtcatc cagcagceggt cgaaatagtg agtge 35
<210>70

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 70

ctcatctctt ctccgagegt gttcgacaat gge 33
<210> 71

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 71

ggaggttagc tc 12
<210>72

<211>15

<212> ADN
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<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 72

acggcggagt gattg 15

<210>73

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 73
tgggaggtta gctc 14

<210> 74

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 74
acggcggagt gat 13
<210>75
<211> 16

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 75
attgggaggt tagctc 16

<210> 76

<211> 11

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 76

acggcggagt g 11

<210> 77

<211> 10

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 77
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tgattgggag gttagctc 18

<210> 78

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 78

acggeggag 9

<210> 79

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 79

agtgattggg aggttagctc 20
<210> 80

<211>7

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 80

acggcgg 7

<210> 81

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 81

ggagtgattg ggaggttagc tc 22

<210> 82

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 82

acggc 5
<210> 83

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcién de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 83

acggcggagt gattgggagg ttagctc 27

<210> 84

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 84

ctgtagcact cactatagga acaacgagag gaaaccit
<210> 85

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 85

aaggtttcct ctegttgttc ctacaacgag gttgtgctg 39
<210> 86

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 86

cggttggtga ggctagctat agtgagtgct acag 34
<210> 87

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>

<221> ARN

<222> (11)..(12)

<400> 87

cagcacaacc gucaccaacc g 21
<210> 88

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (34)..(34)

<400> 88
tgcccaggga ggctagetgt ggagacggat taca 34

<210> 89

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (41)..(41)

<400> 89
caaacgagtc ctggccttgt cttacaacga gaggaaacct t 41

<210> 90

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (33)..(33)

<400> 90
tgcccaggga ggctagegtg gagacggatt aca 33

<210> 91

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (37)..(37)

<400> 91

caaacgagtc ctggccttgt ctacgagagg aaaccitt 37
<210> 92

<211> 37

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético
<220>
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<221> Fosforilaciéon
<222> (37)..(37)

<400> 92
tgcccaggga ggctagctac agtggagacg gattaca 37

<210> 93

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (39)..(39)

<400> 93
caaacgagtc ctggccttgt ctcaacgaga ggaaacctt 39

<210> 94

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (35)..(35)

<400> 94
tgcccaggga ggctagctag tggagacgga ttaca 35

<210> 95

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (42)..(42)

<400> 95

caaacgagtc ctggccttgt ctctacaacg agaggaaacc tt 42
<210> 96

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (32)..(32)
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<400> 96
tgcccaggga ggctaggtgg agacggatta ca 32

<210> 97

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (43)..(43)

<400> 97
caaacgagtc ctggccttgt ctgctacaac gagaggaaac ctt

<210> 98

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<220>
<221> Fosforilaciéon
<222> (31)..(31)

<400> 98

tgcccaggga ggctagtgga gacggattac a 31
<210> 99

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 99

gctacccaac tgttgcatc 19
<210> 100

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 100

agcagccaca aaggcaga 18
<210> 101

<211>5

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

111



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<220>

ES 2 425066 T3

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 101

ggctc

<210> 102

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 102

gggctc

<210> 103

<<211>7

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 103

tgggctc

<210> 104

<211>9

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledétido sintético

<400> 104

acgtggagg

<210> 105

<211> 2

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucledtido sintético

<400> 105

ac

<210> 106

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Atrtificial: Oligonucleétido sintético

<400> 106

acgtg
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una enzima de acidos nucleicos multi-componente con actividad ligasa (MNAzima ligasa) para ligar dos
sustratos en el que dichos sustratos son ligados por dicha MNAzima ligasa sélo en presencia de un facilitador del
ensamblaje de la MNAzima, para formar un producto después del reclutamiento de dichos sustratos por los brazos
de sustrato de dicha MNAzima ligasa, en el que dicho producto se asocia con los componentes de al menos un
complejo de acidos nucleicos.

2. El uso de la reivindicaciéon 1 en el que dicho producto se selecciona del grupo que consiste en un facilitador del
ensamblaje, partzima, sustrato, ADNzima, brazo estabilizador, inhibidor de la actividad, inhibidor del ensamblaje, o
componente de éstos.

3. El uso de la reivindicacion 1 6 2 en el que el producto puede participar en una cascada.

4. El uso de la reivindicacidon 1 en el que al menos un sustrato es el producto de una reaccioén catalizada por una
enzima de acidos nucleicos.

5. El uso de la reivindicacion 1, en el que dicho producto es un componente de una MNAzima.
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