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DESCRIPCION

Deteccién de las secuencias de aidos nucleico diana mediante un ensayo de escision
y extension de PTO

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la deteccion de una secuencia de acidos nucleicos
diana mediante un ensayo PTOCE (escision y extension de PTO).

DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

La hibridacion del ADN es un proceso fundamental en la biologia molecular, en el que
influyen la fuerza iénica, la composicién de bases, la longitud del fragmento a que ha
sido reducido el acido nucleico, el grado de desapareamiento de las bases y la
presencia de agentes desnaturalizantes. Las técnicas de hibridacion del ADN
constituyen herramientas sumamente utiles para la determinacion de secuencias de
acidos nucleicos especificas y son sin duda valiosas en disciplinas como el diagnéstico
clinico, la investigacion genética y el analisis de laboratorio forense.

Con todo, los métodos y procesos convencionales que dependen primordialmente de
la hibridacion estan sujetos a un alto riesgo de resultados positivos falsos a causa de
la hibridacion inespecifica entre las sondas y las secuencias que no son la diana. Por
tanto, existen problemas que de resolverse mejorarian su fiabilidad.

Aparte de los procesos de hibridacion con sondas, se han planteado diversas
estrategias con reacciones enzimaticas adicionales, como por ejemplo, el método con
sonda TagMan™.,

En dicho método, la sonda marcada e hibridada con una secuencia de acidos
nucleicos diana es escindida por la actividad 5°-nucleasa de una ADN-polimerasa
dependiente de cebador situada corriente arriba (upstream), lo cual genera una senal
que indica la presencia de una secuencia diana (Patentes de EE. UU. n.° 5.210.015,
5.538.848 y 6.326.145). El método de la sonda TagMan™ sugiere dos estrategias para
la generacion de la sefial: La escisién dependiente de la polimerizacién y la escision
independiente de la polimerizacién. En la primera de ellas, la extensién del cebador
situado corriente arriba tiene que producirse antes de que la polimerasa de acidos
nucleicos alcance el extremo 5" de la sonda marcada. A medida que la reaccion de
extension prosigue, la polimerasa escinde progresivamente el extremo 5°de la sonda
marcada. En la segunda modalidad de escision, el cebador situado corriente arriba y la
sonda marcada se hibridan con una secuencia de acidos nucleicos diana muy
proxima, de tal modo que la union de la polimerasa de acidos nucleicos al extremo
3’del citado cebador la pone en contacto con el extremo 5°de la sonda marcada para
liberar el marcador. Asimismo, el método de la sonda TagMan™ expone que la sonda
marcada que en su extremo 5 tiene una region de cola 5 no hibridable con la
secuencia diana también es escindida y forma un fragmento que comprende la citada
region de cola 5".

Se han descrito otros métodos en que una sonda portadora de una regién de cola en
5" no complementaria con la secuencia diana es escindida por una 5’-nucleasa que
libera un fragmento que comprende la citada regién de cola en 5.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 538459 T3

Por ejemplo, la patente de EE. UU. N.° 5.691.142 da a conocer una estructura de
escision que ha de ser digerida por la actividad 5°-nucleasa de la ADN-polimerasa. A
modo de ejemplo se expone una estructura de escision en la que un oligonucledtido
que comprende un segmento 5" que no es complementario y un segmento 3" que es
complementario con un molde se hibrida con dicho molde y un oligonucleétido situado
corriente arriba se hibrida con el molde muy cerca. La estructura de escision es
desprendida por una ADN-polimerasa dotada de actividad 5’-nucleasa o por una ADN-
polimerasa modificada con actividad sintética reducida que libera el segmento 5 que
no es complementario con el molde. A continuacion, el segmento 5° liberado se hibrida
con un oligonucledtido dotado de una horquilla formando una estructura de escision,
provocando asi reacciones de escision progresivas que permiten detectar una
secuencia diana.

La patente de EE. UU. N.° 7.381.532 da a conocer un proceso en que la estructura de
escision dotada del oligonucledtido situado corriente arriba con el extremo 3’
bloqueado es escindida por una ADN-polimerasa dotada de actividad 5 -nucleasa o
por una nucleasa FEN que libera una regién «solapa» (flap) 5° no complementaria;
esta region solapa 5° liberada es detectada por analisis de tamafio o con un marcador
interactivo doble. La patente de EE. UU. N.° 6.893.819 da a conocer que las solapas
(flaps) liberadas detectables son producidas con un método de amplificacion
secuencial mediado por solapa y dependiente de la sintesis de acidos nucleicos. En
este método, una solapa desprendida de una primera estructura de escision escinde,
de un modo dependiente de la sintesis de acidos nucleicos, una segunda estructura de
escision que a su vez libera una solapa, detectandose las solapas liberadas.

Con la hibridacion de sondas marcadas con fluorescencia en una fase liquida es
posible detectar simultaneamente una pluralidad de secuencias nucleotidicas diana
usando incluso un solo tipo de marcador fluorescente mediante el analisis de la curva
de fusion. No obstante, las técnicas convencionales que detectan las secuencias diana
mediante la escision por 5°-nucleasa de sondas con doble marcaje interactivo
requieren diversos tipos de marcadores fluorescentes para diferentes secuencias
diana si se pretenden detectar simultdneamente multiples dianas (deteccion
multiplexada), lo cual limita el numero de secuencias diana detectables a causa de la
limitacion en el tipo de marcadores fluorescentes.

La solicitud de patente de EE. UU. 2008-0241838 da a conocer un método de
deteccion de dianas consistente en la escision de una sonda dotada de un segmento
en 5" no complementario con la secuencia de acidos nucleicos diana y la hibridacion
con una sonda de captura. En el segmento 5" no complementario se coloca un
marcador. La sonda marcada hibridada con la secuencia diana se escinde y libera un
fragmento, y a continuacion ese fragmento se hibrida con la sonda de captura que
permite detectar la presencia de la secuencia diana. En este método, es necesario que
la sonda sin escindir/intacta no se hibride con la sonda de captura. Para ello, es
preciso inmovilizar en un sustrato solido la sonda de captura mas corta. No obstante,
esa limitacion reduce la eficiencia de la hibridacion en el sustrato solido y dificulta la
optimizacion de las condiciones de reaccion.

El método de deteccidon de secuencias nucleotidicas para la identificacion de
polimorfismos o la deteccién cuantitativa del ADN fue probado por Lyamichev et al.
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(Nature Biotechnology, Vol 17 March 1999). Lyamichev y colaboradores usaron
endonucleasas flap de arqueobacterias en un protocolo optimizado que comprende la
hibridacion de una sonda sefial y de una sonda invasiva con un nucleétido diana.
Después de la escision, las solapas 5 prima son extendidas con nucleétidos marcados
con digoxigenina.

Una revision de Michael Oliver (Mutation research, 573 (2005) 103-110) comenta
varias técnicas relativas a métodos de deteccion con endonucleasas de solapa (flap),
entre ellos protocolos para la deteccion de la solapa 5-prima escindida con
espectrometria de masas MALDI-TOF.

Roux P. y colaboradores (Assay and Drug Development Technologies, Vol. 2, No. 6,
2004) sugieren el uso de moléculas marcadoras electroforéticas (eTags, en inglés)
para la deteccion de la solapa 5-prima escindida. El ensayo con eTag permite la
deteccion y la cuantificacion directa del ARNm prescindiendo de la extracciéon y la
purificacion del ARN.

La importancia de las horquillas presentes en la sonda o en los oligonucleétidos
invasivos utilizados en el ensayo Invader® es analizada por Allawi y colaboradores
(RNA, 20014, 10:1153-1161). En dicha referencia se demuestra que la sefal de
deteccién generada en el ensayo Invader® depende de la temperatura.

A la vista de lo anterior, resulta patente que desde hace tiempo la disciplina precisa de
nuevos enfoques novedosos para la deteccién de secuencias diana, preferiblemente
de varias secuencias a la vez, en una fase liquida o en una fase sdlida y no solo
basados en la hibridacion sino en reacciones enzimaticas como la reaccion de escision
nucleolitica en 5° con mas facilidad, fiabilidad y reproducibilidad. Asimismo, la técnica
también precisa nuevos métodos de deteccion de dianas que no se vean limitados por
la cantidad de tipos de marcadores (en especial de marcadores fluorescentes).

A lo largo de la presente solicitud se ofrecen las referencias de varias patentes y
publicaciones y se facilitan las citas bibliograficas entre paréntesis.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los presentes inventores han llevado a cabo investigaciones exhaustivas para
desarrollar nuevas estrategias destinadas a detectar secuencias diana con mas
precision y facilidad, entre otros aspectos, y posibilitar la deteccion simultanea de
varias de ellas (multiplexacion).Como resultado, se han creado protocolos novedosos
para la deteccion de secuencias diana, en que la deteccién de la diana se logra
mediante la hibridacion de sondas, la escision enzimatica de dichas sondas, y la
extension y deteccion de un acido nucleico bicatenario extendido. Dichos protocolos
estan bien adaptados tanto a las reacciones en fase liquida como en fase sélida y
garantizan la deteccion de varias secuencias diana con mayor precision y facilidad.

Asi pues, uno de los objetivos de la presente invencion consiste en proporcionar un
meétodo para la deteccién de una secuencia de acidos nucleicos diana en un ADN o en
una mezcla de acidos nucleicos por medio del ensayo PTOCE (escision y extension de
PTO).
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Otro objetivo de esta invencion consiste en proporcionar un equipo para la deteccion
de una secuencia de acidos nucleicos diana en un ADN o en una mezcla de acidos
nucleicos por medio del ensayo PTOCE (escision y extension de PTO).

Otros objetivos y ventajas de la presente invencion se haran patentes en la descripcion
detallada que sigue conjuntamente con las reivindicaciones y las figuras adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Fig. 1 muestra las estructuras esquematicas del PTO (Oligonucleétido de sondeo y
marcaje, por sus siglas en inglés) y del CTO (Oligonucleétido de captura y molde, por
sus siglas en inglés) usados en el ensayo de escision y extension de PTO (ensayo
PTOCE). Es preferible que los extremos 3'del PTO y del CTO estén bloqueados para
impedir su extension.

La Fig. 2 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. EI CTO contiene una molécula indicadora (reporter, en inglés) y una molécula
amortiguadora (quencher, en inglés) en su segmento molde.

La Fig. 3 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. EI CTO contiene una molécula indicadora en su segmento molde. La
molécula indicadora es necesaria para mostrar distintas intensidades de la sefal
segun su presencia en forma monocatenaria o bicatenaria.

La Fig. 4 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. EI CTO contiene un residuo iso-dC y una molécula indicadora en su
segmento molde. Durante la reaccion de extension se incorpora un complejo de
molécula amortiguadora-iso-dGTP al acido nucleico bicatenario extendido.

La Fig. 5 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. EI PTO contiene una molécula indicadora en su segmento de marcaje en 5" y
el CTO un residuo iso-dC en su segmento molde. Durante la reaccion de extension se
incorpora un complejo de molécula amortiguadora-iso-dGTP al acido nucleico
bicatenario extendido.

La Fig. 6 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. EI PTO contiene una molécula indicadora y una molécula amortiguadora en
su segmento de marcaje en 5.

La Fig. 7 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. ElI PTO contiene una molécula indicadora en su segmento de marcaje en 5.
La molécula indicadora es necesaria para mostrar distintas intensidades de la sefal
segun su presencia en forma monocatenaria o bicatenaria.

La Fig. 8 representa esquematicamente el ensayo PTOCE con el analisis de fusion
incluido. EI PTO contiene una molécula amortiguadora en su segmento de marcaje en
5"y el CTO una molécula indicadora en su segmento de captura.

La Fig. 9 representa esquematicamente el ensayo PTOCE incluyendo la deteccion a
una temperatura prefijada. El CTO contiene una molécula indicadora y una molécula
amortiguadora en su segmento molde. EI CTO esta inmovilizado en un sustrato sélido
por su extremo 3.
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La Fig. 10 representa esquematicamente el ensayo PTOCE incluyendo la deteccion a
una temperatura prefijada. Durante la reaccion de extension se incorpora un dATP
marcado con un grupo indicador al acido nucleico bicatenario extendido. EI CTO esta
inmovilizado en un sustrato solido a través de su extremo 3.

La Fig. 11 representa esquematicamente el ensayo PTOCE incluyendo la deteccion a
una temperatura prefijada. EI CTO posee un residuo iso-dC en su segmento molde y
durante la reaccion de extension se incorpora un complejo de indicador-iso-dGTP al
acido nucleico bicatenario extendido. EI CTO esta inmovilizado en un sustrato soélido
por su extremo 3.

La Fig. 12 representa esquematicamente el ensayo PTOCE incluyendo la deteccion a
una temperatura prefijada. El PTO contiene una molécula indicadora en su segmento
de marcaje en 5°.El CTO esta inmovilizado en un sustrato sélido por su extremo 5°.

La Fig. 13 representa esquematicamente el ensayo PTOCE incluyendo la deteccion a
una temperatura prefijada con un colorante intercalante. EI CTO esta inmovilizado en
un sustrato solido por su extremo 5°.

La Fig. 14 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE incluido el anadlisis de fusion. EI CTO contiene una
molécula indicadora y una molécula amortiguadora en su segmento molde.

La Fig. 15 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE incluido el analisis de fusion. EI PTO contiene una
molécula amortiguadora en su extremo 5" y el CTO una molécula indicadora en su
extremo 3.

La Fig. 16 muestra que los valores de la T, de los acidos nucleicos bicatenarios
extendidos se ajustan con las secuencias del CTO.

La Fig. 17 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE con amplificacién por PCR. EI CTO contiene una molécula
indicadora y una molécula amortiguadora en su segmento molde. La Fig. 17A muestra
los resultados del ensayo PTOCE complementado con la deteccion con PCR en
tiempo real y la Fig. 17B muestra los resultados del ensayo PTOCE complementado
con el analisis de la fusion tras la PCR.

La Fig. 18 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE con amplificacion por PCR. ElI CTO contiene un residuo
iso-dC y una molécula indicadora en su extremo 5°. Durante la reaccién de extension
se incorpora un complejo de molécula amortiguadora-iso-dGTP al acido nucleico
bicatenario extendido. La Fig. 18A muestra los resultados del ensayo PTOCE
complementado con la deteccién con PCR en tiempo real y la Fig. 18B muestra los
resultados del ensayo PTOCE complementado con el analisis de la fusion tras la PCR.

La Fig. 19 muestra los resultados de la deteccidén de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE con amplificacion por PCR. EI PTO contiene una molécula
amortiguadora en su extremo 5" y el CTO una molécula indicadora en su extremo 3.
La Fig. 19A muestra los resultados del ensayo PTOCE complementado con la
deteccion con PCR en tiempo real y la Fig. 19B muestra los resultados del ensayo
PTOCE complementado con el andlisis de la fusion tras la PCR.
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La Fig. 20 muestra los resultados de la deteccion simultanea del gen de Neisseria
gonorrhoeae (NG) y del gen de Staphylococcus aureus (SA) mediante el ensayo
PTOCE complementado con analisis de la fusién tras la PCR. El CTO contiene una
molécula indicadora y una molécula amortiguadora en su segmento molde.

La Fig. 21 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE complementado con el analisis de la fusién en una
micromatriz. EIl CTO esta inmovilizado por su extremo 5°. EI PTO contiene una
molécula indicadora en su segmento de marcaje en 5°.

La Fig. 22 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE complementado con la deteccion en tiempo real a una
temperatura prefijada en una micromatriz. EI CTO esta inmovilizado por su extremo 5.
El PTO contiene una molécula indicadora en su segmento de marcaje en 5.

La Fig. 23 muestra los resultados de la deteccién de un gen de Neisseria gonorrhoeae
mediante el ensayo PTOCE complementado con la deteccion en tiempo real a una
temperatura prefijada en una micromatriz. El CTO queda inmovilizado por su extremo
3’y contiene una molécula indicadora y una molécula amortiguadora en su segmento
molde.

La Fig. 24 muestra los resultados de la deteccion de una o varias dianas mediante el
ensayo PTOCE complementado con la deteccién de punto final a una temperatura
prefijada en una micromatriz. EI CTO esta inmovilizado por su extremo 5°. EI PTO
contiene una molécula indicadora en su segmento de marcaje en 5. El gen de
Neisseria gonorrhoeae (NG) y el gen de Staphylococcus aureus (SA) actuaron como
secuencias de acidos nucleicos diana.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un novedoso método para detectar una secuencia
de acidos nucleicos diana mediante un ensayo PTOCE (Siglas en inglés de Escision y
extension de PTO) y un equipo para detectar una secuencia de acidos nucleicos diana
mediante un ensayo PTOCE conforme a las reivindicaciones de la patente 1 a 36.

La presente invencion no solo implica reacciones de hibridacion sino, ademas,
reacciones enzimaticas que ocurren dependiendo de la presencia de una secuencia de
acidos nucleicos diana.

l. Proceso de deteccion de la diana mediante el PTOCE con analisis de la fusion

Un aspecto de la presente invencién proporciona un método para detectar una
secuencia de acidos nucleicos diana en un ADN o en una mezcla de acidos nucleicos
mediante un ensayo PTOCE (escision y extension de PTO), el cual comprende:

(a) hibridacion de la secuencia de acidos nucleicos diana con un oligonucledtido
situado corriente arriba y un PTO (Oligonucledétido de sondeo y marcaje); en que dicho
oligonucledtido situado corriente arriba comprende una secuencia de nucledtidos
complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana y se hibrida con ella; el
PTO comprende: (I) un segmento localizador en 3" que comprende una secuencia
nucleotidica complementaria con la secuencia de acido nucleico diana con la cual
hibrida, y (Il) un segmento de marcaje en 5 que comprende una secuencia
nucleotidica no complementaria con la secuencia de acido nucleico diana; dicho
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segmento localizador en 3 se hibrida con la secuencia de acidos nucleicos diana y el
segmento de marcaje en 5" no se hibrida con dicha secuencia diana; el oligonucledétido
situado corriente arriba esta ubicado antes del PTO;

(b) puesta en contacto del resultado de la etapa (a) con una enzima dotada de
actividad 5°-nucleasa en condiciones para la escision del PTO; de forma que el
oligonucledtido situado corriente arriba o su hebra extendida induce la escision del
PTO por la enzima dotada de actividad 5"-nucleasa de tal modo que la escision libera
un fragmento que comprende el segmento de marcaje en 5’0 una parte del segmento
de marcaje en 5" del PTO;

(c) hibridacion del fragmento desprendido del PTO con el CTO (oligonucleétido de
captura y molde); en el que el CTO comprende en la direccién 3" a 5”: (I) un segmento
de captura que comprende una secuencia nucleotidica complementaria al segmento
de marcaje en 5 0 a una parte del segmento de marcaje en 5" del PTO; y (Il) un
segmento molde que comprende una secuencia nucleotidica no complementaria con
el segmento de marcaje en 5" y el segmento localizador en 3" del PTO; de forma que
el fragmento desprendido del PTO se hibrida con el segmento de captura del CTO;

(d) reaccion de extension con el resultado de la etapa (c) y una polimerasa de acido
nucleico dependiente de molde; en la que el fragmento hibridado con el segmento de
captura del CTO se extiende y forma un acido nucleico bicatenario extendido; en el
que este acido nucleico bicatenario extendido tiene un valor de T,, que puede ajustarse
con: (I) la secuencia y/o la longitud del fragmento; (Il) la secuencia y/o la longitud del
CTO; o (lll) la secuencia y/o la longitud del fragmento y la secuencia y/o la longitud del
CTO;

(e) fusién del acido nucleico bicatenario extendido a lo largo de un intervalo de
temperaturas que da una sefial diana indicadora de la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido; en que la sefal diana la proporciona: (I) al menos un marcador
unido al fragmento y/o al CTO; (Il) un marcador incorporado al acido nucleico
bicatenario extendido durante la reaccién de extension; (Ill) un marcador incorporado
al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccién de extension y un marcador
unido al fragmento y/o al CTO; o (IV) un marcador intercalante; y

(f) deteccion del acido nucleico bicatenario extendido mediante la medicion de la sefial
diana; la presencia del acido nucleico bicatenario extendido indica la presencia de la
secuencia de acido nucleico diana.

Los presentes inventores han llevado a cabo investigaciones exhaustivas para
desarrollar nuevas estrategias destinadas a detectar secuencias diana con mas
precision y facilidad, entre otros aspectos, y posibilitar la deteccion simultanea de
varias de ellas (multiplexacion).Como resultado, se han creado protocolos novedosos
para la deteccion de secuencias diana, en los que la deteccion de la diana se logra
mediante la hibridacion de sondas, la escision enzimatica de dichas sondas, y la
extension y deteccion de un acido nucleico bicatenario extendido. Dichos protocolos
estan bien adaptados tanto a las reacciones en fase liquida como en fase sélida y
garantizan la deteccion de varias secuencias diana con mayor precision y facilidad.

La presente invencion emplea eventos sucesivos seguidos por la hibridacion de una
sonda; escision del PTO (Oligonucledtido de sondeo y marcaje) y extension; formacion
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de un acido nucleico bicatenario extendido dependiente de la diana; y deteccion del
acido nucleico bicatenario extendido. Por tanto, se denomina un ensayo PTOCE
(escision y extension de PTO).

En la presente invencion, el acido nucleico bicatenario extendido se caracteriza por
tener uno o varios marcadores que proporcionan una sefal que indica la presencia del
acido nucleico bicatenario extendido mediante el analisis de la fusién o la deteccion a
una temperatura prefijada. Asimismo, el acido nucleico bicatenario extendido se
caracteriza por tener un valor de T, ajustable, que desempefia un papel crucial en la
deteccion de multiples dianas o en la discriminacion de sefales que no son la diana.

Puesto que el acido nucleico bicatenario extendido solo se produce si esta presente el
acido nucleico diana, la presencia del primero indica la presencia de este ultimo.

El ensayo PTOCE con andlisis de la fusion se describe con mayor detalle a
continuacion:

Etapa (a): Hibridacion de un oligonucleétido situado corriente arriba y un PTO
con una secuencia de acidos nucleicos diana

De acuerdo con la presente invencién, primero se hibrida una secuencia de acidos
nucleicos diana con un oligonucleétido situado corriente arriba (upstream) y un PTO
(oligonucleodtido de sondeo y marcaje).

Los términos usados en la presente memoria «acido nucleico diana», «secuencia de
acidos nucleicos diana» o «secuencia diana» se refieren a una secuencia de acidos
nucleicos cuya deteccidn reviste interés, que se reasocia o se hibrida con una sonda o
con un cebador en condiciones de hibridacién, reasociacion o amplificacion. El término
usado en la presente memoria «sonda» se refiere a una molécula de acido nucleico
monocatenaria que comprende un segmento o segmentos que son sustancialmente
complementarios con una secuencia de acidos nucleicos diana.

El término «cebador» tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a un
oligonucledtido que es capaz de actuar como punto de inicio de la sintesis cuando se
situa en condiciones que inducen la sintesis del producto de extensién del cebador es
complementario con una hebra de acido nucleico (molde), es decir, en presencia de
nucledtidos y de un agente de polimerizacion, como una ADN-polimerasa, y a una
temperatura y un pH adecuados.

Preferentemente, la sonda y el cebador son moléculas monocatenarias de
desoxirribonucleétidos. Las sondas o cebadores usados en esta invencion pueden
comprender dNMP naturales (dAAMP, dGMP, dCMP y dTMP), nucleétidos modificados
0 nucledtidos no naturales. Las sondas o los cebadores también pueden contener
ribonucledtidos.

El cebador debe ser lo bastante largo para propiciar la sintesis de los productos de
extensidn en presencia del agente de polimerizacién. La longitud exacta de los
cebadores depende de muchos factores, tales como la temperatura, la aplicacién y la
fuente del cebador. El término «reasociacion» o «iniciacion» tal y como se emplea en
la presente memoria se refiere a la colocacion en aposicibn de un
oligodesoxinucleotido o de un acido nucleico respecto de un acido nucleico molde,
colocacion que permite a la polimerasa anadir nucleétidos (polimerizar) a la molécula
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de acido nucleico que es complementaria al acido nucleico molde o a un segmento del
mismo.

El término «hibridacion» tal y como se emplea en la presente memoria se refiere a la
formacion de un acido nucleico bicatenario a partir de acidos nucleicos
monocatenarios que son complementarios. La hibridacion puede tener lugar entre dos
hebras de acido nucleico que concuerdan perfectamente o bien concuerdan
notablemente con algunos desapareamientos. La complementariedad para la
hibridacion puede depender de las condiciones de hibridacién, en especial de la
temperatura.

La hibridacion de una secuencia de acidos nucleicos diana con el oligonucleétido
situado corriente arriba y con el PTO puede llevarse a cabo en condiciones de
hibridacion adecuadas que se determinan habitualmente con procedimientos de
optimizacion. Condiciones como la temperatura, la concentracion de los componentes,
los tiempos de hibridacion y de lavado, los componentes de la solucion tampon, y su
pH y fuerza iénica pueden variar dependiendo de diversos factores, tales como la
longitud y el contenido de GC del oligonucleétido (tanto del oligonucledtido situado
corriente arriba como del PTO) y de la secuencia nucleotidica diana. Por ejemplo,
cuando se utiliza un oligonucledtido relativamente corto es preferible adoptar
condiciones poco restrictivas (poco rigurosas). Las condiciones pormenorizadas de
hibridacion se pueden encontrar en Joseph Sambrook, et al., Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(2001); y en M. L.M. Anderson, Nucleic acid Hybridization, Springer-Verlag Nueva York
Inc. N.Y.(1999).

No existe distincion pretendida entre los términos «reasociacion» e «hibridacion» y
ambos se usan indistintamente.

El oligonucledtido situado corriente arriba y el PTO poseen secuencias nucleotidicas
qgue hibridan por su complementariedad con la secuencia de acidos nucleicos diana. El
término «complementariedad» se usa en la presente memoria para indicar que los
cebadores o las sondas son lo bastante complementarios para hibridar selectivamente
con una secuencia de acidos nucleicos diana en las condiciones de reasociacién o de
restrictividad indicadas, abarcando los términos «notablemente complementario» y
«perfectamente complementario», preferiblemente esto ultimo.

El segmento de marcaje en 5° del PTO tiene una secuencia nucleotidica no
complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana. El segmento molde del
CTO (Oligonucledtido de captura y molde) tiene una secuencia nucleotidica no
complementaria con el segmento de marcaje en 5" y el segmento localizador en 3" del
PTO. El término «no complementario» se usa en la presente memoria para indicar que
los cebadores o las sondas no son lo bastante complementarios para hibridar
selectivamente con una secuencia de acidos nucleicos diana en las condiciones de
reasociacion o de restrictividad indicadas, abarcando los términos «notablemente no
complementario» y «perfectamente no complementario», preferiblemente esto ultimo.

El término usado en la presente memoria «PTO (Oligonucledtido de sondeo vy
marcaje)» significa un oligonucleétido que comprende: (I) un segmento localizador en
3" que sirve como sonda; y (ll) un segmento de marcaje en 5" con una secuencia
nucleotidica no complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana, que se
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desprende por nucledlisis del PTO tras la hibridacién con la secuencia de acidos
nucleicos diana. El segmento de marcaje en 5" y el segmento localizador en 3" del
PTO deben estar colocados en orden 5" a 3°. EI PTO se ilustra esquematicamente en
la Fig. 1.

Preferiblemente, la hibridacion de la etapa (a) se preforma en condiciones restrictivas,
de modo que el segmento localizador en 3’se hibrida con la secuencia de acidos
nucleicos diana y el segmento de marcaje en 5 no se hibrida con la secuencia de
acidos nucleicos diana.

El PTO no requiere ninguna longitud especifica. Por ejemplo, el PTO puede tener una
longitud de 15-150 nucleotidos,15-100 nucledtidos, 15-80 nucledtidos, 15-60
nucledtidos, 15-40 nucledtidos, 20-150 nucledtidos, 20-100 nucledtidos,20-80
nucledtidos, 20-60 nucledtidos, 20-50 nucledtidos, 30-150 nucledtidos, 30-100
nucledtidos, 30-80 nucledtidos, 30-60 nucledtidos, 30-50 nucledtidos, 35-100
nucledtidos, 35-80 nucledtidos, 35-60 nucledtidos o 35-50 nucledtidos. El segmento
localizador en 3" del PTO puede ser de cualquier longitud siempre que se hibride
especificamente con las secuencias de acidos nucleicos diana. Por ejemplo, el
segmento localizador en 3" del PTO puede tener 10-100 nucledtidos, 10-80
nucledtidos, 10-50 nucledtidos, 10-40 nucledtidos, 10-30 nucledtidos, 15-100
nucledtidos, 15-80 nucledtidos, 15-50 nucledtidos, 15-40 nucledtidos, 15-30
nucledtidos, 20-100 nucledtidos, 20-80 nucledtidos, 20-50 nucledtidos, 20-40
nucledtidos o 20-30 nucledtidos de longitud. El segmento de marcaje en 5 puede ser
de cualquier longitud siempre que se hibride especificamente con el segmento molde
del CTO y después se extienda. Por ejemplo, el segmento de marcaje en 5°del PTO
puede tener una longitud de 5-50 nucledtidos, 5-40 nucledtidos, 5-30 nucledtidos, 5-20
nucledtidos, 10-50 nucledtidos, 10-40 nucledtidos, 10-30 nucledtidos, 10-20
nucledtidos, 15-50 nucledtidos, 15-40 nucledtidos, 15-30 nucledtidos o 15-20
nucleodtidos.

El extremo 3°del PTO puede tener un 3°-OH terminal. Es preferible que el extremo 3°
del PTO esté «bloqueado» para impedir su extension.

El bloqueo se puede conseguir con métodos convencionales. Por ejemplo, el bloqueo
se puede realizar afiadiendo al grupo 3 -hidroxilo del ultimo nucleétido un compuesto o
radical quimico como biotina, marcadores, un grupo fosfato, grupo alquilo, enlazante
no nucleotidico, fosforotioato o alcanodiol. Alternativamente, el bloqueo se puede
llevar a cabo eliminando el grupo 3’-hidroxilo del ultimo nucledtido o usando un
nucledétido que carece de ese grupo, como un didesoxinucleétido.

Alternativamente, el PTO puede estar disefado para tener una estructura de horquilla.

La no hibridacion entre el segmento de marcaje en 5" del PTO y la secuencia de
acidos nucleicos diana se refiere a la no formaciéon de una doble cadena estable entre
ellos en ciertas condiciones de hibridacion. Segun una forma de realizacion preferida,
el segmento de marcaje en 5" del PTO que no esta implicado en la hibridacion con la
secuencia de acidos nucleicos diana forma una monocadena.

El oligonucledtido situado corriente arriba esta situado antes del PTO.
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Ademas, el oligonucledtido situado corriente arriba o su hebra extendida hibridada con
la secuencia de acidos nucleicos diana induce la escision del PTO mediante una
enzima dotada de actividad 5 -nucleasa.

La induccién de la escision del PTO por el oligonucledtido situado corriente arriba se
puede realizar de dos modos:(l) induccién de la escision independiente de la extension
del oligonucleétido situado corriente arriba; y (Il) induccién de la escisién dependiente
de la extension del oligonucledétido situado corriente arriba.

Si el oligonucleétido situado corriente arriba se coloca lo bastante cerca del PTO para
inducir la escision del PTO por la enzima con actividad 5°-nucleasa, la enzima unida al
oligonucledtido situado corriente arriba digerira el PTO sin reacciéon de extensiéon. En
cambio, si el oligonucleétido situado corriente arriba se coloca lejos del PTO, la enzima
con actividad polimerasa (p. ej., polimerasa dependiente de molde) catalizara la
extension del oligonucledtido situado corriente arriba (p. ej., cebador situado corriente
arriba) y la enzima con actividad 5-nucleasa unida al producto extendido digerira el
PTO.

Asi pues, el oligonucledtido situado corriente arriba puede estar situado respecto al
PTO de dos modos. El oligonucledtido situado corriente arriba puede estar localizado
lo bastante cerca del PTO para inducir la escision del PTO sin que ésta dependa de la
extension. O, alternativamente, el oligonucledtido situado corriente arriba puede estar
situado lo bastante lejos del PTO para inducir la escision del PTO de un modo que
dependera de la extension.

El término usado en la presente memoria «adyacente» en alusion a posiciones o
ubicaciones significa que el oligonucleétido situado corriente arriba esta localizado
junto al segmento localizador en 3" del PTO con el que forma una muesca. Asimismo,
el término significa que el oligonucledtido situado corriente arriba esta localizado 1-30
nucleodtidos, 1-20 nucledtidos o 1-15 nucledtidos aparte del segmento localizador en 3°
del PTO.

El término usado en la presente memoria «distante» o «alejado» en referencia a
posiciones o ubicaciones incluye cualquier posicidon o localizacion suficiente para
asegurar las reacciones de extension.

Segun una forma de realizacion preferida, el oligonucleétido situado corriente arriba
esta situado lo bastante lejos del PTO para inducir la escision del PTO de un modo
que depende de la extension.

Segun una forma de realizacion preferida, el oligonucleétido situado corriente arriba es
un cebador o una sonda situados corriente arriba. El cebador situado corriente arriba
es adecuado para la induccién de la escisién independiente de la extension o la
escision dependiente de la extensién, y la sonda situada corriente arriba es adecuada
para la induccion de la escisién independiente de la extension.

Alternativamente, el oligonucledétido situado corriente arriba puede tener una secuencia
parcialmente solapada con la parte 5° del segmento localizador en 3" del PTO.
Preferentemente, la secuencia solapada tiene una longitud de 1 a 10 nucleétidos,
preferiblemente de 1 a 5 nucleétidos o, aun mas preferiblemente, de 1 a 3 nucleétidos.
Si el oligonucledtido situado corriente arriba tiene una secuencia parcialmente
solapada con la parte 5 del segmento localizador en 3" del PTO, el segmento
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localizador en 3" es digerido parcialmente junto con el segmento de marcaje en 5" en
la reaccion de escision de la etapa (b).Ademas, la secuencia solapada permite escindir
un punto deseado del segmento localizador en 3.

En una forma de realizacion preferida, el cebador situado corriente arriba induce a
través de su hebra extendida la escision del PTO por la enzima dotada de actividad 5°-
nucleasa.

Las técnicas convencionales para las reacciones de escisidn con oligonucleotidos
situados corriente arriba se pueden aplicar a la presente invencion, siempre que el
oligonucledtido situado corriente arriba induzca la escisién del PTO hibridado con la
secuencia de acidos nucleicos diana para liberar un fragmento que comprende el
segmento de marcaje en 5" o una parte de ese segmento del PTO. Por ejemplo, a la
presente invencidn se pueden aplicar las patentes de EE. UU. N.° 5.210.015,
5.487.972, 5.691.142, 5.994.069 y 7.381.532 y la solicitud publicada de EE. UU. N.°
2008-0241838.

En una forma de realizacion preferida, el método se lleva a cabo en presencia de un
cebador situado corriente abajo (downstream). El cebador situado corriente abajo
genera adicionalmente una secuencia de acidos nucleicos diana que ha de hibridarse
con el PTO, lo cual mejora la sensibilidad de la deteccién de la diana.

Segun una forma de realizacion preferida, cuando se usan el cebador situado corriente
arriba y el cebador situado corriente abajo, ademas, se emplea una polimerasa de
acidos nucleicos dependiente de molde para la extensién de los cebadores.

Segun una forma de realizacion preferida, el oligonucleétido situado corriente arriba
(cebador situado corriente arriba o sonda situada corriente arriba), el cebador situado
corriente abajo y/o el segmento de marcaje en 5" en del PTO tienen una estructura de
oligonucledtido de cebado doble (DPO) desarrollada por el presente inventor. Los
oligonucledtidos dotados de la estructura DPO presentan una especificidad hacia la
diana notablemente mejor que los cebadores y las sondas convencionales (véase WO
2006/095981; Chun et al., Dual priming oligonucleotide system for the multiplex
detection of respiratory viruses and SNP genotyping of CYP2C19 gene, Nucleic Acid
Research, 35:6e40 (2007)).

Segun una forma de realizacion preferida, el segmento localizador en 3" del PTO tiene
una estructura de oligonucleétido de especificidad doble modificado (mDSO)
desarrollado por el presente inventor. La estructura del oligonucleétido de
especificidad doble modificado (mDSO) presenta una especificidad hacia la diana
notablemente mejor que las sondas convencionales (véase WO 2011/028041).

Etapa (b): Liberacién de un fragmento del PTO

Después, el producto de la etapa (a) se pone en contacto con una enzima dotada de
actividad 5°-nucleasa en las condiciones para la escisién del PTO. ElI PTO hibridado
con la secuencia de acidos nucleicos diana es digerido por la enzima con actividad 5°-
nucleasa,de forma que se desprende un fragmento que comprende el fragmento de
marcaje en 5" 0 una parte del segmento de marcaje en 5" del PTO.

El término usado en la presente memoria «condiciones para la escision del PTO»
designa las condiciones suficientes para digerir el PTO hibridado con la secuencia de
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acidos nucleicos diana por la enzima con actividad 5’-nucleasa, tales como
temperatura, pH, fuerza ionica, tampodn, longitud y secuencia de los oligonucleétidos y
enzimas. Por ejemplo, cuando la ADN-polimerasa Tag se usa como enzima con
actividad 5-nucleasa, las condiciones para la escisioén del PTO incluyen tampén Tris-
HCI, KCI, MgCl;, y temperatura.

Cuando el PTO se hibrida con la secuencia de acidos nucleicos diana, su segmento
localizador en 3 participa en la hibridacion y el segmento de marcaje en 5" forma una
monocadena sin hibridar con la secuencia de acidos nucleicos diana (véase la Fig.
2).Asi pues, el oligonucleétido comprende tanto estructuras monocatenarias como
bicatenarias que pueden ser digeridas con una enzima dotada de actividad 5°-
nucleasa a través de diversas técnicas conocidas por las personas versadas en la
materia.

Los puntos de escision del PTO varian dependiendo del tipo de oligonucleétidos
situados corriente arriba (sonda situada corriente arriba o cebador situado corriente
arriba), de los puntos de hibridacion de los oligonucledétidos situados corriente arriba y
de las condiciones de la escision (véanse las patentes de EE. UU. n.° 5.210.015,
5.487.972, 5.691.142, 5.994.069 y 7.381.532 y la solicitud de EE.UU publicada N.°
2008-0241838).

Se pueden emplear multitud de técnicas convencionales para la reaccién de escision
del PTO, que resulta en el desprendimiento de un fragmento que comprende el
segmento de marcaje en 5° 0 una parte de dicho segmento.

En resumen, en la etapa (b) puede haber tres puntos de escision. En primer lugar, el
punto de escision es un punto de unién entre el segmento de hibridacién del PTO
(segmento localizador en 3") y un segmento no hibridado (segmento de marcaje en
5%). El segundo punto de escision esta alejado varios nucleétidos en direcciéon 3° del
extremo 3" del segmento de marcaje en 5" del PTO. El segundo punto de escision esta
ubicado en la parte del extremo 5" del segmento localizador en 3" del PTO. El tercer
punto de escision esta alejado varios nucleétidos en direccion 5 del extremo 3° del
segmento de marcaje en 5" del PTO.

Segun una forma de realizacién preferida, el punto inicial para la escision del PTO por
la polimerasa dependiente de molde con actividad 5 -nucleasa tras la extension del
cebador situado corriente arriba es un punto de partida para la doble cadena formada
por el PTO con la secuencia de acidos nucleicos diana o un sitio situado de 1 a 3
nucledtidos de ese punto de partida.

A este respecto, el término usado en la presente memoria «fragmento que comprende
el segmento de marcaje en 5 0 una parte de dicho segmento del PTO» en conjuncion
con la escision del PTO mediante la enzima con actividad 5°-nucleasa se usa para
abarcar: (1) el segmento de marcaje en 57; (ll) el segmento de marcaje en 5" y la parte
del extremo 5" del segmento 3°; y (lIll) alejado del segmento de marcaje en 5°. En la
presente solicitud, el término «fragmento que comprende el segmento de marcaje en
5" 0 una parte de dicho segmento del PTO» también puede aparecer descrito como
«fragmento del PTO».

El término «parte» usado en conjuncion con el PTO o el CTO en calidad de parte del
segmento de marcaje en 5 del PTO, de la parte del extremo 5 del segmento
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localizador en 3" del PTO y la parte del extremo 5° del segmento de captura del CTO
se refiere a una secuencia nucleotidica compuesta de 1a40,1a30,1a20,1a15,1
a 10 o 1 a 5 nucledtidos, preferiblemente 1, 2, 3 0 4 nucledtidos.

Segun una forma de realizacion preferida, la enzima dotada de actividad 5°-nucleasa
es una ADN-polimerasa dotada de actividad 5°-nucleasa o una nucleasa FEN, mas
preferiblemente una ADN-polimerasa termostable dotada de actividad 5°-nucleasa o
una nucleasa FEN.

ADN-polimerasas con actividad 5°-nucleasa que resultan adecuadas para la presente
invenciéon son las ADN-polimerasas termoestables procedentes de diversas especies
de bacterias, entre ellas: Thermus aquaticus (Taq), Thermus thermophiles (Tth),
Thermus filiformis, Thermis flavus, Thermococcus literalis, Thermus antranikianii,
Thermus caldophilus, Thermus chliarophilus, Thermus flavus, Thermus igniterrae,
Thermus lacteus, Thermus oshimai, Thermus ruber, Thermus rubens, Thermus
scotoductus, Thermus silvanus, Thermus species Z05, Thermus species sps 17,
Thermus thermophilus, Thermotoga maritima, Thermotoga neapolitana, Thermosipho
africanus, Thermococcus litoralis, Thermococcus barossi, Thermococcus gorgonarius,
Thermotoga maritima, Thermotoga neapolitana, Thermosipho africanus, Pyrococcus
woesei, Pyrococcus horikoshii, Pyrococcus abyssi, Pyrodictium occultum, Aquifex
pyrophilus y Aquifex aeolieus. Pero lo mas preferible es que la ADN-polimerasa
termoestable sea la polimerasa Tagq.

Como alternativa, la presente invencion puede emplear ADN-polimerasas con
actividad 5°-nucleasa modificadas para tener menos actividad polimerasa.

La nucleasa FEN (endonucleasa de solapa o flap) usada es una nucleasa especifica
de solapaen 5.

La nucleasa FEN adecuada para la presente invencion comprende nucleasas FEN
procedentes de varias especies de bacterias, entre ellas: Sulfolobus solfataricus,
Pyrobaculum  aerophilum, Thermococcus litoralis, Archaeaglobus veneficus,
Archaeaglobus profundus, Acidianus brierlyi, Acidianus ambivalens, Desulfurococcus
amylolyticus,  Desulfurococcus  mobilis,  Pyrodictium  brockii, =~ Thermococcus
gorgonarius, Thermococcus Zzilligii, Methanopyrus kandleri, Methanococcus igneus,
Pyrococcus horikoshii, Aeropyrum pernix 'y Archaeaglobus veneficus.

En los casos en que en la etapa (a) se utilice el cebador situado corriente arriba, es
preferible que las condiciones para la escision del PTO comprendan la reaccion de
extension del cebador situado corriente arriba.

Segun una forma de realizacion preferida, el cebador situado corriente arriba se usa
en la etapa (a), una polimerasa dependiente de molde se usa para la extension del
cebador situado corriente arriba y la polimerasa dependiente de molde es idéntica a la
enzima con actividad 5°-nucleasa.

Otra opcion consiste en usar el cebador situado corriente arriba en la etapa (a), una
polimerasa dependiente de molde para la extension del cebador situado corriente
arriba y la polimerasa dependiente de molde es distinta de la enzima con actividad 5°-
nucleasa.

Etapa (c): Hibridaciéon del fragmento desprendido del PTO con el CTO
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El fragmento desprendido del PTO se hibrida con el CTO (Oligonucleétido de captura y
molde).

El CTO comprende en direccion 3" a 5”: (I) un segmento de captura que comprende
una secuencia nucleotidica complementaria con el segmento de marcaje en 5" o0 una
parte de este segmento del PTO; y (ll) un segmento molde que comprende una
secuencia nucleotidica no complementaria con el segmento de marcaje en 5" y el
segmento localizador en 3" del PTO.

El CTO actua como molde para la extension del fragmento desprendido del PTO. El
fragmento que esta actuando como cebador se hibrida con el CTO y se extiende hasta
formar un acido nucleico bicatenario extendido.

El segmento molde puede comprender cualquier secuencia mientras ésta no sea
complementaria con el segmento de marcaje en 5" y el segmento localizador en 3 del
PTO.Asimismo, el segmento molde puede comprender cualquier secuencia mientras
ésta pueda actuar como molde para la extension del fragmento desprendido del PTO.

Tal y como se ha descrito antes, cuando el fragmento portador del segmento de
marcaje en 5" del PTO se desprende, es preferible que el segmento de captura del
CTO esté disefiado para comprender una secuencia nucleotidica complementaria con
el segmento de marcaje en 5".Cuando el fragmento portador del segmento de marcaje
en 5" y la parte del extremo 5” del segmento localizador en 3" se libera, es preferible
que el segmento de captura del CTO esté disefiado para comprender una secuencia
nucleotidica complementaria con el segmento de marcaje en 5” y la parte del extremo
5" del segmento localizador en 3°. Cuando el fragmento portador de una parte del
segmento de marcaje en 5 del PTO se libera, es preferible que el segmento de
captura del CTO esté disefiado para comprender una secuencia nucleotidica
complementaria con la parte del segmento de marcaje en 5°.

Asimismo, es posible disefiar el segmento de captura del CTO para que incorpore de
antemano puntos de escision del PTO. Por ejemplo, en los casos en que el segmento
de captura del CTO esta disenado para comprender una secuencia nucleotidica
complementaria con el segmento de marcaje en 5', el fragmento portador de una parte
del segmento de marcaje en 5” o el fragmento portador del segmento de marcaje en 5°
se pueden hibridar con el segmento de captura y después extenderse.Si se desprende
el fragmento que comprende el segmento de marcaje en 5" y la parte del extremo 5°
del segmento localizador en 3°, se puede hibridar con el segmento de captura del CTO
disefado para comprender una secuencia nucleotidica complementaria con el
segmento de marcaje en 5° y después extenderse, aunque la parte del extremo 3° del
fragmento contenga nucleétidos desapareados. Esto es posible porque la extension de
los cebadores depende de las condiciones de la reaccion y puede consumarse aunque
su extremo 3" contenga algunos nucleétidos desapareados (p. ej., de 1 a 3 de tales
nucleotidos).

Cuando el fragmento comprende el segmento de marcaje en 5" y se desprende una
parte del extremo 5  del segmento localizador en 3°, la parte del extremo 5" del
segmento de captura del CTO puede estar disefiada para tener una secuencia
nucleotidica complementaria con la parte del extremo 5  escindida del segmento
localizador en 3, lo cual resuelve los problemas relacionados con los nucleétidos
desapareados (véase la Fig.1).
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Preferiblemente, la secuencia nucleotidica de la parte del extremo 5" del segmento de
captura del CTO complementaria con la parte del extremo 5” escindida del segmento
localizador en 3° puede seleccionarse en funcion de los puntos de escision decididos
de antemano en el segmento localizador en 3" del PTO. Es preferible que la secuencia
nucleotidica de la parte del extremo 5° del segmento de captura del CTO
complementaria con la parte del extremo 5° escindida del segmento localizador en
3’tenga entre 1 a 10 nucledtidos, preferentemente de 1 a 5 nucledtidos, y mas
preferentemente de 1 a 3 nucledtidos.

El extremo 3" del CTO puede comprender nucledétidos adicionales que no intervengan
en la hibridacion con el fragmento.Asimismo, el segmento de captura del CTO puede
comprender una secuencia nucleotidica que solo sea complementaria con una parte
del fragmento (p. €j., una parte del fragmento que contenga el segmento del extremo
3’) siempre que se hibride de forma estable con el fragmento.

El término usado «segmento de captura que comprende una secuencia nucleotidica
complementaria con el segmento de marcaje en 5" o con una parte del segmento de
marcaje en 5» se describe en la presente memoria para abarcar varios disefios y
composiciones del segmento de captura del CTO tal y como se explica arriba.

El CTO puede estar disefiado para tener una estructura de horquilla.

La longitud del CTO puede variar ampliamente.Por ejemplo, el CTO puede tener una
longitud de 7-1000 nucledtidos, 7-500 nucledtidos, 7-300 nucledtidos, 7-100
nucledtidos, 7-80 nucledtidos, 7-60 nucledtidos, 7-40 nucledtidos, 15-1000 nucledtidos,
15-500 nucleodtidos, 15-300 nucleodtidos, 15-100 nucledtidos, 15-80 nucledtidos, 15-60
nucledtidos, 15-40 nucledtidos, 20-1000 nucledtidos, 20-500 nucledtidos, 20-300
nucledtidos, 20-100 nucledtidos, 20-80 nucledtidos, 20-60 nucledtidos, 20-40
nucleétidos, 30-1000 nucledtidos, 30-500 nucledtidos, 30-300 nucledtidos, 30-100
nucleoétidos, 30-80 nucledtidos, 30-60 nucledtidos o 30-40 nucledtidos. El segmento de
captura del CTO puede tener cualquier longitud siempre que se hibride
especificamente con el fragmento desprendido del PTO. Por ejemplo, el segmento de
captura del CTO puede tener una longitud de 5-100 nucleétidos, 5-60 nucleétidos, 5-
40 nucledtidos, 5-30 nucledtidos, 5-20 nucledtidos, 10-100 nucledtidos, 10-60
nucledtidos, 10-40 nucledtidos, 10-30 nucledtidos, 10-20 nucledtidos, 15-100
nucledtidos, 15-60 nucledtidos, 15-40 nucledtidos, 15-30 nucledtidos o 15-20
nucledtidos. El segmento molde del CTO puede tener cualquier longitud siempre que
pueda actuar como molde en la extension del fragmento desprendido del PTO. Por
ejemplo, el segmento molde del CTO puede tener una longitud de 2-900 nucledtidos,
2-400 nucledtidos, 2-300 nucledtidos, 2-100 nucledtidos, 2-80 nucledtidos, 2-60
nucledtidos, 2-40 nucledtidos, 2-20 nucledtidos, 5-900 nucledtidos, 5-400 nucledtidos,
5-300 nucledtidos, 5-100 nucledtidos, 5-80 nucledtidos, 5-60 nucleodtidos, 5-40
nucledtidos, 5-30 nucledtidos, 10-900 nucledtidos, 10-400 nucledtidos, 10-300
nucledtidos, 15-900 nucledtidos, 15-100 nucledtidos, 15-80 nucledtidos, 15-60
nucledtidos, 15-40 nucledtidos o 15-20 nucledtidos.

El extremo 3" del CTO puede tener un 3’-OH terminal. Preferiblemente, el extremo 3~
del CTO esta bloqueado para impedir su extensién. El bloqueo de la extension del
CTO se puede conseguir con métodos convencionales. Por ejemplo, el bloqueo se
puede realizar afadiendo al grupo 3’-hidroxilo del ultimo nucledtido del CTO un
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compuesto o radical quimico como biotina, marcadores, un grupo fosfato, un grupo
alquilo, un enlazante no nucleotidico, fosforotioato o alcanodiol. Otra alternativa
consiste en consumar el bloqueo eliminando el grupo 3 -hidroxilo del ultimo nucleétido
o usando un nucleétido carente de tal grupo hidroxilo, como un didesoxinucleétido.

El fragmento desprendido del PTO se hibrida con el CTO, proporcionando una forma
adecuada en extension del fragmento. Aunque el PTO sin digerir también se hibrida
con el segmento de captura del CTO a través de su segmento de marcaje en 5°, su
segmento localizador en 3" no queda hibridado con el CTO lo cual impide la formacion
de un acido nucleico bicatenario extendido.

La hibridacién de la etapa (c) se puede describir pormenorizadamente con alusiones a
las descripciones de la etapa (a).

Etapa (d): Extensién del fragmento

La reaccién de extension se lleva a cabo con el producto de la etapa (c) y una
polimerasa de acido nucleico dependiente de molde. El fragmento hibridado con el
segmento de captura del CTO se extiende hasta formar un acido nucleico bicatenario
extendido. En cambio, el PTO no escindido que se hibrida con el segmento de captura
del CTO no se extiende, de modo que no se forma ese acido nucleico bicatenario
extendido.

El término usado en la presente memoria «acido nucleico bicatenario extendido»
designa un acido nucleico bicatenario formado por una reaccion de extension en la
que el fragmento hibridado con el segmento de captura del CTO se extiende usando el
segmento molde del CTO como molde y la polimerasa de acido nucleico dependiente
de molde.

El acido nucleico bicatenario extendido tiene un valor de T,, distinto del valor del
hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.

Preferiblemente, el acido nucleico bicatenario extendido tiene un valor de T,, superior
al del hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.

El valor de T, del acido nucleico bicatenario extendido puede ajustarse con: (I) la
secuencia y/o la longitud del fragmento; (Il) la secuencia y/o la longitud del CTO; o (lll)
la secuencia y/o la longitud del fragmento y la secuencia y/o la longitud del CTO.

Una caracteristica sobresaliente de la presente invencion es que el valor de T,
ajustable del acido nucleico bicatenario extendido se utiliza para dar una sefal diana
indicadora de la presencia de dicho acido nucleico bicatenario extendido mediante la
fusion del mismo en la etapa (e).

El término «T,» tal y como se usa en la presente memoria se refiere a la temperatura
de fusion a la que la mitad de la poblacién de moléculas bicatenarias de acido nucleico
se disocia en moléculas monocatenarias. El valor de T, estda determinado por la
longitud y por el contenido de G/C en los nucledtidos hibridados. El valor de T, se
puede calcular con métodos convencionales como la regla de Wallace (R.B. Wallace,
et al., Nucleic Acids Research, 6:3543-3547(1979)) y el llamado «método del vecino
mas cercano» (SantalLucia J. Jr., et al., Biochemistry, 35:3555-3562(1996)); Sugimoto
N., et al., Nucleic Acids Res., 24:4501-4505(1996)).
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Segun una forma preferida de realizacion, el valor de T, se refiere a los valores de T,
reales que se dan en las condiciones de reaccién puestas en practica.

La polimerasa de acido nucleico dependiente de molde usada en la etapa (d) puede
incluir cualquier polimerasa de acido nucleico, por ejemplo, el fragmento de Klenow de
la ADN-polimerasa | de E. coli, una ADN-polimerasa termostable y la ADN-polimerasa
del bacteriofago T7.Preferiblemente, la polimerasa es una ADN-polimerasa
termostable que se puede obtener de varias especies de bacterias, entre ellas:
Thermus aquaticus (Taq), Thermus thermophiles (Tth), Thermus filiformis, Thermis
flavus, Thermococcus literalis, Thermus antranikianii, Thermus caldophilus, Thermus
chliarophilus, Thermus flavus, Thermus igniterrae, Thermus lacteus, Thermus oshimai,
Thermus ruber, Thermus rubens, Thermus scotoductus, Thermus silvanus, Thermus
species Z05, Thermus species sps 17, Thermus thermophilus, Thermotoga maritima,
Thermotoga  neapolitana, Thermosipho  africanus, Thermococcus  litoralis,
Thermococcus barossi, Thermococcus gorgonarius, Thermotoga maritima,
Thermotoga neapolitana, Thermosipho africanus, Pyrococcus furiosus (Pfu),
Pyrococcus woesei, Pyrococcus horlkoshii, Pyrococcus abyssi, Pyrodictium occultum,
Aquifex pyrophilus y Aquifex aeolieus. Pero lo mas preferible es que la polimerasa de
acido nucleico dependiente de molde sea la polimerasa Tagq.

Segun una forma preferida de realizacion, la enzima con actividad 5-nucleasa usada
en la etapa (b) es idéntica a la polimerasa de acido nucleico dependiente de molde
usada en la etapa (d). Mas preferiblemente, la enzima con actividad 5’-nucleasa usada
en la etapa (b), la polimerasa de acido nucleico dependiente de molde usada para la
extension del cebador situado corriente arriba y la polimerasa de acido nucleico
dependiente de molde usada en la etapa (d) son idénticas entre si.

El &cido nucleico bicatenario extendido tiene un marcador procedente de: (I) al menos
un marcador unido al fragmento de PTO y/o al CTO; (II) un marcador incorporado al
acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de extension; (lll) un
marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la reacciéon de
extension y un marcador unido al fragmento de PTO y/o al CTO; o (IV) un marcador
intercalante.

La presencia del acido nucleico bicatenario extendido puede indicar la presencia de la
secuencia de acidos nucleicos diana porque el acido nucleico bicatenario extendido se
forma cuando dicha secuencia diana esta presente. Para detectar la presencia del
acido nucleico bicatenario extendido de modo directo, en la etapa (d) se forma un
acido nucleico bicatenario extendido portador de un marcador que proporciona una
sefal detectable. EI marcador usado en el acido nucleico bicatenario extendido
proporciona un cambio de la sefial dependiendo de si el acido nucleico bicatenario
extendido estd en una cadena doble o sencilla, dando finalmente la sefal diana
indicadora de la presencia de dicho acido nucleico bicatenario extendido mediante la
fusion de éste ultimo.

Etapa (e): Fusidn del acido nucleico bicatenario extendido

Tras la reaccion de extension, el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona a lo
largo de un intervalo de temperaturas y da una sefal diana indicadora de su presencia.
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La senal diana la proporciona: (I) al menos un marcador unido al fragmento y/o al
CTO; (Il) un marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la
reaccion de extension; (Ill) un marcador incorporado en el acido nucleico bicatenario
extendido durante la reaccion de extension y un marcador unido al fragmento y/o al
CTO; o (IV) un marcador intercalante.

El término «senal diana» tal y como se utiliza en la presente memoria significa
cualquier sefial capaz de indicar la presencia del acido nucleico bicatenario extendido.
Por ejemplo, la sefial diana incluye una sefal procedente de los marcadores
(generacion o extincion de la sefal), un cambio de sefial de los marcadores (aumento
o disminucion de la sefal), una curva de fusion, un perfil de fusion y una temperatura
de fusion (o valor de Tp,).

Segun una forma de realizacion preferida, la sefial diana es un cambio de sefal
procedente del marcador situado en el acido nucleico bicatenario extendido en la
etapa de fusion. El cambio de sefal se puede obtener midiendo sefiales como minimo
a dos temperaturas distintas. Otra alternativa consiste en que la sefial diana sea una
curva de fusién, un perfil de fusion o una temperatura de fusion (o valor de T,,)
obtenida mediante la medicion de sefiales procedentes del marcador situado en el
acido nucleico bicatenario extendido a lo largo de un intervalo de temperaturas.
Preferiblemente, el intervalo de temperaturas corresponde al de un analisis de la curva
de fusidn o a temperaturas cercanas al valor de T, del acido nucleico bicatenario
extendido.

El acido nucleico bicatenario extendido tiene un valor de T, superior al del hibrido
formado por el PTO sin escindir con el CTO. Por tanto, el acido nucleico bicatenario
extendido y el hibrido muestran patrones de fusion distintos. Dichos perfiles dispares
permiten distinguir la sefal diana de las sefiales que no lo son. El distinto perfil de
fusion o la distinta temperatura de fusion generan la sefial diana junto con un sistema
de marcaje adecuado.

La fusién se puede llevar a cabo con técnicas convencionales, entre oftras,
calentamiento, tratamiento con sustancias alcalinas, formamida, urea y glioxal,
métodos enzimaticos (p. ej., con helicasas), y proteinas de unién. Por ejemplo, la
fusion se puede lograr calentando a temperaturas de entre 80 °C y 105 °C. Métodos
generales de dichos tratamientos se pueden encontrar en Joseph Sambrook, et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.(2001).

Los sistemas de marcaje adecuados para la presente invencion son diversos en
cuanto a tipo, localizacién y modo de generacién de la sefial.

Los sistemas de marcaje utiles para la presente invencibn se describen
pormenorizadamente a continuacion:

(I) Marcador unido al fragmento y/o al CTO

Segun una forma de realizacion preferida, la sefal diana la proporciona como minimo
un marcador unido al fragmento y/o al CTO. Como el acido nucleico bicatenario
extendido se forma entre el fragmento del PTO y el CTO, contiene el marcador del
fragmento del PTO o el del CTO, que proporciona la sefial diana en la etapa de fusién.
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El marcaje incluye un marcador interactivo doble y un marcador sencillo.
(i-1) Marcador interactivo doble

El sistema de marcaje interactivo es un sistema generador de sefal en el que se
transmite energia no radioactiva entre una molécula donadora y una molécula
aceptora. Como ejemplo representativo del sistema de marcaje interactivo, el sistema
de marcaje FRET (transferencia de energia de resonancia fluorescente) consta de una
molécula indicadora (reporter) fluorescente que actia como donadora y una molécula
amortiguadora (quencher) que actua como aceptora. En FRET, la donadora de
energia es fluorescente, pero la aceptora de esa energia puede ser fluorescente o no.
En otro tipo de sistemas interactivos de marcaje, el donante de energia no es
fluorescente, como p. ej., un cromoforo, y el aceptor de energia es fluorescente. En
otros tipos de sistemas interactivos de marcaje, el donador de energia es luminiscente,
p. €j., bioluminiscente, quimioluminiscente, electroquimioluminiscente, y el aceptor es
fluorescente. En la presente invencion la molécula donadora puede ser descrita como
molécula indicadora y la molécula aceptora como molécula amortiguadora.

Preferiblemente, la sefal indicadora de la presencia del acido nucleico bicatenario
extendido (es decir, la presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana) es
generada por sistemas interactivos de marcaje, mas preferiblemente por el sistema de
marcaje FRET (es decir, un sistema interactivo de marcaje doble).

Primera forma de realizacion (marcaje interactivo doble intracatenario)

En una primera forma de realizacion del sistema interactivo de marcaje doble, el
fragmento o el CTO poseen un marcaje interactivo doble que comprende una molécula
indicadora y una molécula amortiguadora; la fusion del acido nucleico bicatenario
extendido en la etapa (e) induce un cambio de la sefial del marcador interactivo doble
que da lugar a la sefal diana en la etapa (e). La primera forma de realizacion del
sistema interactivo de marcaje doble se ilustra en las Figs. 2, 6 y 9. La primera forma
de realizacién se denomina marcaje interactivo doble intracatenario.

Primera forma de realizacion plasmada en la Fig. 2 (marcaje interactivo doble

intracatenario)

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 2. El segmento molde del CTO contiene una molécula
indicadora y una molécula amortiguadora. EI PTO hibridado con la secuencia de
acidos nucleicos diana es digerido y libera el fragmento, y éste a su vez se hibrida con
el segmento de captura del CTO y se extiende hasta formar el acido nucleico
bicatenario extendido.

Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se forma en la etapa (d), la molécula
indicadora y la molécula amortiguadora del CTO quedan separadas por conformacion
y eso impide que la molécula amortiguadora atenue la sefial emitida por la molécula
indicadora; cuando el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona en la etapa (e),
la molécula indicadora y la molécula amortiguadora quedan por conformaciéon una
junto a la otra de tal modo que la segunda atenua la sefial de la primera, y de esa
forma se emite la sefal diana que indica la presencia del acido nucleico bicatenario
extendido en la etapa (e).
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La expresion usada en la presente memoria «la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora quedan por conformaciéon una junto a la otra (o adyacentes)» significa
que ambas moléculas quedan tridimensionalmente adyacentes una respecto a la otra
por una estructura conformacional del fragmento o del CTO, como un arrollamiento al
azar o una horquilla.

La expresion usada en la presente memoria «la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora quedan separadas por conformacion» significa que ambas moléculas
quedan tridimensionalmente separadas por el cambio de la estructura conformacional
del fragmento o del CTO a raiz de la formacion de la cadena doble.

Preferiblemente, la sefial diana emitida en la etapa (e) incluye una curva de fusién, un
perfil de fusién o un valor de T, que se obtiene midiendo el cambio de la sefal
fluorescente generado en la etapa (d).

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora pueden estar localizadas en cualquier punto del CTO, siempre que la
sefial de la molécula indicadora pueda ser amortiguada y desamortiguada en funcion
de la fusién del acido nucleico bicatenario extendido.

Segun una forma de realizacién preferida, tanto la molécula indicadora como la
molécula amortiguadora estan unidas al segmento molde o al segmento de captura del
CTO.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora estan situadas en el extremo 5" y en el extremo 3" del CTO.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora o la molécula
amortiguadora del CTO esta localizada en su extremo 5" 0 a entre 1y 5 nucledtidos de
distancia del extremo 5" mientras que la otra esta ubicada de tal modo que amortigua y
desamortigua la sefial de la molécula indicadora dependiendo de la conformacién del
CTO.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora o la molécula
amortiguadora del CTO esta localizada en su extremo 3’0 a entre 1 y 5 nucleétidos de
distancia del extremo 3" mientras que la otra esta ubicada de tal modo que amortigua y
desamortigua la sefial de la molécula indicadora dependiendo de la conformacién del
CTO.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora estan separadas como maximo por 80 nucledtidos, preferiblemente
como maximo por 60 nucleodtidos, mas preferiblemente como maximo por 30
nucledtidos, y mucho mas preferiblemente como maximo por 25 nucleétidos. Segun
una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula amortiguadora
estan separadas como minimo por 4 nucleétidos, preferiblemente como minimo por 6
nucledtidos, mas preferiblemente como minimo por 10 nucleétidos, y mucho mas
preferiblemente como minimo por 15 nucleétidos

En la presente invencion se puede formar un hibrido entre el PTO sin escindir y el
CTO.

En el caso de que el segmento molde del CTO esté marcado con un marcador
interactivo doble como el de la Fig. 2, no habra un cambio de la sefial del marcador en
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el hibrido formado por el PTO sin escindir y el CTO. Por tanto, el hibrido no
proporciona una sefial que no sea la diana.

En el caso de que el segmento de captura del CTO esté marcado con un marcador
interactivo doble, el hibrido formado por el PTO sin escindir y el CTO ofrece una sefial
qgue no es la diana en la etapa de fusion. En tal caso, la diferencia entre los valores T,
del acido nucleico bicatenario extendido y del hibrido permite diferenciar la sefal diana
del acido nucleico bicatenario extendido de la senal no diana del hibrido.

Primera forma de realizacion plasmada en la Fig. 6 (marcaje interactivo doble

intracatenario)

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 6. El segmento de marcaje en 5" del PTO contiene una
molécula indicadora y una molécula amortiguadora. EI PTO hibridado con la secuencia
de acidos nucleicos diana es digerido para liberar el fragmento que comprende el
segmento de marcaje en 5 con la molécula indicadora y la molécula amortiguadora. El
fragmento se hibrida con el segmento de captura del CTO.

Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se forma en la etapa (d), la molécula
indicadora y la molécula amortiguadora del fragmento quedan separadas
conformacionalmente y eso impide que la molécula amortiguadora atenue la senal
emitida por la molécula indicadora; cuando el acido nucleico bicatenario extendido se
fusiona en la etapa (e), la molécula indicadora y la molécula amortiguadora quedan por
conformacion una junto a la otra de tal modo que la segunda atenua la sefial de la
primera, y de esa forma se emite la sefial diana que indica la presencia del acido
nucleico bicatenario extendido en la etapa (e).

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora pueden estar localizadas en cualquier punto del fragmento, siempre
que la sefal de la molécula indicadora sea amortiguada y desamortiguada en funcion
de la fusién del acido nucleico bicatenario extendido.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora o la molécula
amortiguadora del CTO esta localizada en su extremo 5" 0 a entre 1y 5 nucleétidos de
distancia del extremo 5" mientras que la otra esta ubicada de tal modo que amortigua y
desamortigua la sefial de la molécula indicadora dependiendo de la conformacién del
fragmento.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora estan separadas entre si como maximo por 50 nucledtidos,
preferiblemente como maximo por 40 nucleétidos, mas preferiblemente como maximo
por 30 nucledtidos, y mucho mas preferiblemente como maximo por 20 nucleétidos.
Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora estan separadas como minimo por 4 nucleétidos, preferiblemente como
minimo por 6 nucledtidos, mas preferiblemente como minimo por 10 nucleétidos, y
mucho mas preferiblemente como minimo por 15 nucleoétidos.

Tal y como aparece representado en la Fig. 6, el hibrido formado entre el PTO sin
escindir y el CTO proporciona una sefal que no es la diana en la etapa de fusién. En
tal caso, la diferencia entre el valor de T, del acido nucleico bicatenario extendido y el
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del hibrido permite diferenciar la sefal diana del acido nucleico bicatenario extendido
de la sefal no diana del hibrido.

Sequnda forma de realizacion (marcaje interactivo doble intracatenario)

En la segunda forma de realizacion del sistema interactivo de marcaje doble, el
fragmento tiene un marcador interactivo doble que comprende una molécula
indicadora y una molécula amortiguadora y el CTO posee otro marcador interactivo
doble; la fusién del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e) induce un
cambio de la sefial del marcador interactivo doble que da lugar a la sefial diana en la
etapa (e).

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 8.

Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se forma en la etapa (d), la sedal
emitida por la molécula indicadora unida al CTO es amortiguada por la molécula
amortiguadora unida al PTO. Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se
fusiona en la etapa (d), la molécula indicadora y la molécula amortiguadora quedan
separadas, lo que impide que la molécula amortiguadora atenue la sefial emitida por la
molécula indicadora, de modo que la sefal diana es emitida indicando la presencia del
acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e).

Preferiblemente, la sefial diana emitida en la etapa (e) incluye una curva de fusién, un
perfil de fusién o un valor de T,, que se obtiene midiendo el cambio de la sefal
fluorescente emitida por el marcador interactivo doble.

La molécula indicadora y la molécula amortiguadora pueden estar localizadas en
cualquier punto del fragmento del PTO y del CTO, siempre que la sefial de la molécula
indicadora sea atenuada por la molécula amortiguadora en el acido nucleico
bicatenario extendido.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora o la molécula
amortiguadora situadas en el fragmento del PTO esta localizada en el extremo 5 del
segmento de marcaje en 5°.

Segun una forma de realizacion preferida, la molécula indicadora o la molécula
amortiguadora situada en el CTO esta localizada en el extremo 3".

Tal y como aparece representado en la Fig. 8, el hibrido entre el PTO sin escindir y el
CTO proporciona una sefial que no es la diana en la etapa de fusiéon. En tal caso, la
diferencia entre el valor de T,, del acido nucleico bicatenario extendido y el del hibrido
permite diferenciar la senal diana emitida por el acido nucleico bicatenario extendido
de la sefal no diana emitida por el hibrido.

La molécula indicadora y la molécula amortiguadora utiles en la presente invencion
pueden incluir cualquier molécula conocida en la técnica. Algunos ejemplos
son:Cy2™(506), YO-PRO™-1 (509), YOYO™-1 (509), calceina (517), FITC (518),
FluorX™ (519), Alexa™ (520), rodamina 110 (520), Oregon Green™ 500 (522),
Oregon Green™ 488 (524), Ri-boGreen™ (525), Rhodamine Green™ (527), rodamina
123 (529), Magnesium Green™(531), Calcium Green™ (533), TO-PRO™-1 (533),
TOTO1 (533), JOE (548), BODIPY530/550 (550), Dil (565), BODIPY TMR (568),
BODIPY558/568(568), BODIPY564/570 (570), Cy3™ (570), Alexa™ 546 (570), TRITC
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(572), Magnesium Orange™ (575), ficoeritrina R&B (575), rodamina faloidina (575),
Calcium Orange™(576), pironina Y (580), rodamina B (580), TAMRA (582),
Rhodamine Red™ (590), Cy3.5™ (596), ROX (608), Calcium Crimson™ (615),
Alexa™ 594 (615), rojo de Texas (615), rojo Nilo (628), YO-PRO™-3 (631), YOYO™-3
(631), R-ficocianina (642), C-ficocianina (648), TO-PRO™-3 (660), TOTO3 (660),
DIiDDIlC(5) (665), Cy5™ (670), tiadicarbocianina (671), Cy5.5 (694), HEX (556), TET
(536), BiosearchBlue (447), CAL Fluor Gold 540 (544), CAL Fluor Orange 560 (559),
CAL Fluor Red 590 (591), CAL Fluor Red 610(610), CAL Fluor Red 635 (637), FAM
(520), fluoresceina (520), fluoresceina-C3 (520), Pulsar 650 (566), Quasar 570 (667),
Quasar 670 (705) y Quasar 705 (610). El numero entre paréntesis indica la longitud de
onda maxima de emision en nandmetros. Preferiblemente, la molécula indicadora y la
molécula amortiguadora incluyen JOE, FAM, TAMRA, ROX y un marcador a base de
fluoresceina.

Los pares mas adecuados de molécula indicadora-molécula amortiguadora se
exponen en diversas publicaciones citadas a continuacion: Pesce et al., editores,
Fluorescence Spectroscopy (Marcel Dekker, Nueva York, 1971); White et al.,
Fluorescence Analysis: A Practical Approach (Marcel Dekker, Nueva York, 1970);
Beriman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic Molecules, 2nd Edition
(Academic Press, Nueva York, 1971); Griffiths, Color AND Constitution of Organic
Molecules (Academic Press, Nueva York, 1976); Bishop, editor, Indicators (Pergamon
Press, Oxford, 1972); Haugland, Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals (Molecular Probes, Eugene, 1992); Pringsheim, Fluorescence and
Phosphorescence (Interscience Publishers, Nueva York, 1949); Haugland, R. P.,
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals, 6th Edition (Molecular
Probes, Eugene, Oreg., 1996), Patentes de EE. UU. N.° 3.996.345 y 4.351.760.

Es destacable que en la presente invencidbn se pueda utilizar una molécula
amortiguadora negra no fluorescente capaz de atenuar la fluorescencia de un amplio
intervalo de longitudes de onda o una longitud de onda concreta. Ejemplos de ellas
son BHQ y DABCYL.

En el marcador FRET adoptado en el CTO, la molécula indicadora abarca una
donadora de FRET y la amortiguadora abarca a la otra pareja (aceptora) de FRET. Por
ejemplo, un colorante de fluoresceina se usa como indicador y un colorante de
rodamina como amortiguador.

(i-2) Marcador sencillo

La presente invencion también se ejecuta muy bien con sistemas de marcaje sencillos
que proporcionan sefiales indicadoras de la presencia de secuencias de acidos
nucleicos diana.

Segun una forma de realizacion preferida, el fragmento o el CTO tienen un solo
marcador, y la fusion del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e) induce el
cambio de sefal del marcador sencillo que da lugar a la sefal diana en la etapa (e).

Primera forma de realizacién plasmada en la Fig. 3 (sistema de marcaje sencillo)

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 3. El segmento molde del CTO tiene un marcador
fluorescente sencillo. EI PTO hibridado con la secuencia de acidos nucleicos diana es
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digerido, con lo que se libera el fragmento. El fragmento se hibrida con el segmento de
captura del CTO y se extiende hasta formar el acido nucleico bicatenario extendido.
Con la formacion del acido nucleico bicatenario extendido, la intensidad de la
fluorescencia emitida por el marcador fluorescente sencillo aumenta. Cuando el acido
nucleico bicatenario extendido se fusiona en la etapa (e), la intensidad de la
fluorescencia emitida por el marcador fluorescente sencillo disminuye, de tal modo que
la sefal diana indica la presencia del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa

(e).

Segun una forma de realizacion preferida, el marcador sencillo puede estar localizado
en cualquier punto del CTO, siempre que el nivel de la sefal emitida por el marcador
sencillo cambie en funcién de la fusién del acido nucleico bicatenario extendido.

Segun una forma de realizacién preferida, el marcador sencillo esta unido al segmento
molde o al segmento de captura del CTO.

En el caso de que el segmento molde del CTO esté marcado con un marcador sencillo
como el de la Fig. 3, no se inducira un cambio de la sefial del marcador situado en el
hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO. Por tanto, el hibrido no
proporciona una sefial que no sea la diana.

Si el segmento de captura del CTO esta marcado con un marcador sencillo, el hibrido
formado por el PTO sin escindir con el CTO proporciona una sefial que no es la diana
en la etapa de fusidn. En este caso, la diferencia entre el valor de T, del acido nucleico
bicatenario extendido y el del hibrido permite diferenciar la sefal diana emitida por el
acido nucleico bicatenario extendido de la sefial no diana emitida por el hibrido.

Sequnda forma de realizacion plasmada en la Fig. 7 (sistema de marcaje sencillo)

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 7. El segmento de marcaje en 5 del PTO tiene un marcador
fluorescente sencillo. EI PTO hibridado con la secuencia de acidos nucleicos diana es
digerido, con lo que se libera el fragmento que comprende el segmento de marcaje en
5" con el marcador fluorescente sencillo. Con la hibridacion, la intensidad de la seial
emitida por el marcador fluorescente sencillo situado en el segmento de marcaje en 5°
aumenta. Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona en la etapa (e), la
intensidad de la sefal emitida por el marcador fluorescente sencillo disminuye, de tal
modo que la sefal diana indica la presencia del acido nucleico bicatenario extendido
en la etapa (e).

Segun una forma de realizacion preferida, el marcador sencillo puede estar localizado
en cualquier punto del fragmento del PTO, siempre que el nivel de la sefal emitida por
el marcador sencillo cambie en funcién de la fusién del acido nucleico bicatenario
extendido.

Tal y como aparece representado en la Fig. 7, el hibrido entre el PTO sin escindir y el
CTO proporciona una sefial que no es la diana en la etapa de fusiéon. En tal caso, la
diferencia entre el valor de T,, del acido nucleico bicatenario extendido y el del hibrido
permite diferenciar la senal diana emitida por el acido nucleico bicatenario extendido
de la sefal no diana emitida por el hibrido.
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El marcador sencillo usado aqui tiene que ser capaz de emitir una sefal distinta
dependiendo de si hay presente una cadena doble o una cadena sencilla. EI marcador
sencillo puede ser un marcador fluorescente, un marcador luminiscente, un marcador
quimioluminiscente, un marcador electroquimico o un marcador metalico.
Preferiblemente, el marcador sencillo consiste en un marcador fluorescente.

Los tipos y los puntos de union preferibles para los marcadores fluorescentes sencillos
usados en esta invencién se dan a conocer en las patentes de EE. UU. N.° 7.537.886
y 7.348.141, las ensefianzas de las cuales se incorporan a la presente memoria como
referencia en su integridad. Preferiblemente, el marcador fluorescente sencillo incluye
JOE, FAM, TAMRA, ROX y un marcador a base de fluoresceina. Es preferible que el
residuo nucleotidico marcado esté ubicado como residuo interno en el seno del
oligonucledtido, en lugar de en los extremos 5°0 3.

El marcador fluorescente sencillo util para la presente invencion puede describirse en
referencia a descripciones de moléculas indicadora y amortiguadora tal y como se ha
indicado antes.

En particular, en el caso de que la presente invencién en fase soélida se lleve a cabo
con un marcador sencillo, se puede utilizar un marcador fluorescente general y no se
precisa un marcador fluorescente especifico capaz de proporcionar una sefal
fluorescente con diferentes intensidades dependiendo de su presencia en una cadena
doble o en una cadena sencilla. La sefal diana proporcionada en el sustrato solido se
mide. La forma de realizacion del sistema de marcaje sencillo con el CTO inmovilizado
se ilustra en la Fig. 12.

Cuando se emplea el CTO inmovilizado sobre el sustrato solido se pueden usar
marcadores quimicos (p. e€j., biotina) o enzimaticos (p. ej., fosfatasa alcalina,
peroxidasa, B-galactosidasa y B-glucosidasa).

En el sistema de marcaje «marcador unido al fragmento y/o al CTO», los marcadores
pueden estar situados en cualquier punto siempre que el hibrido formado entre el PTO
sin escindir y el CTO no emita ninguna sefal que no sea la diana en la etapa (e).
Como alternativa, los marcadores pueden estar colocados en cualquier punto siempre
que el hibrido formado entre el PTO sin escindir y el CTO emita una sefial que no sea
la diana en la etapa (e); en ese caso el valor de T, del acido nucleico bicatenario
extendido es superior al del hibrido formado entre el PTO sin escindiry el CTO.

En concreto, en el caso de que los marcadores estén colocados de tal modo que el
hibrido entre el PTO sin escindir y el CTO no ofrezca una sefial que no es la diana, el
intervalo que incluya el valor de T, del hibrido puede ser utilizado para seleccionar el
valor de T, del acido nucleico bicatenario extendido para detectar la secuencia de
acido nucleico diana.

(Il) Marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido

La presente invencidon puede emplear un marcador incorporado al acido nucleico
bicatenario extendido durante la reaccion de extension para proporcionar la sefal
diana que indique la presencia del acido nucleico bicatenario extendido.

Aunque el fragmento del PTO o el CTO carezcan de marcador, la incorporacion de un
marcador al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de extension
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sirve para marcarlo. Las Figs. 10 y 11 ilustran una forma de realizacién en la que un
nucleétido marcado con un marcador sencillo se incorpora al acido nucleico
bicatenario extendido durante la reaccion de extension (véanse los apartados C y D de
las Figs. 10 y 11). Esta forma de realizacion también es aplicable a otras formas de
realizacion en las que se recurre al analisis de la fusion.

Segun una forma de realizacién preferida, la sefal diana la proporciona un marcador
sencillo incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de
extension; el marcador sencillo incorporado esta unido a un nucledtido que se
incorpora durante la reaccion de extension; la fusién del acido nucleico bicatenario
extendido en la etapa (e) provoca un cambio de la sefal emitida por el marcador
sencillo que da lugar a la sefial diana en la etapa (e).

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 10. EI PTO hibridado con la secuencia de acidos nucleicos
diana es digerido para liberar el fragmento. El fragmento se hibrida con el segmento de
captura del CTO inmovilizado en un sustrato solido y se extiende en presencia de
nucledtidos marcados con un marcador fluorescente sencillo hasta formar el acido
nucleico bicatenario extendido. La sefial fluorescente emitida por el acido nucleico
bicatenario extendido puede ser detectada directamente en el sustrato sélido que
acoge el CTO inmovilizado. Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona,
la hebra portadora del marcador fluorescente se libera y la sefal fluorescente deja de
detectarse directamente (no mostrado en la Fig. 10).Por tanto, la fusion del acido
nucleico bicatenario extendido puede proporcionar directamente un cambio de la
sefal. A este respecto, se emite la sefal diana que indica la presencia del acido
nucleico bicatenario extendido en la etapa (e).

La seinal diana emitida en la etapa (e) incluye una curva de fusion, un perfil de fusion o
un valor de T, que se obtiene midiendo el cambio de la intensidad de la fluorescencia
directamente en el soporte que acoge el CTO inmovilizado.

Segun una forma de realizacion preferida, un nucleétido incorporado durante la
reaccion de extension tiene una primera base no natural y el CTO tiene un nucleétido
portador de una segunda base no natural con una afinidad de union especifica hacia la
primera base no natural, tal y como ilustra la Fig. 11. El nucledtido dotado de la
segunda base no natural esta localizado preferiblemente en cualquier punto del
segmento molde del CTO.

El término «base no natural» tal y como se usa en la presente memoria se refiere a
derivados de bases naturales tales como adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina
(C) y uracilo (U), que son capaces de formar pares de bases unidos por puentes de
hidrogeno. El término «base no natural» tal y como se emplea en la presente memoria
incluye bases dotadas de patrones de apareamiento distintos de los de las bases
naturales como compuestos originales, tal y como describen, entre otras, las patentes
de EE. UU. N.° 5.432.272, 5.965.364, 6.001.983 y 6.037.120. El apareamiento entre
bases no naturales también implica dos o tres puentes de hidrégeno, como en las
bases naturales. El apareamiento entre bases no naturales también se forma de
manera especifica.
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Ejemplos concretos de bases no naturales son, entre otros, las siguientes bases en
combinaciones de pares: iso-C/iso-G, iso-dC/iso-dG, K/X, H/J y M/N (véase la patente
de EE. UU. n.° 7.422.850).

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 11. El fragmento se hibrida con el CTO que incorpora un
nucledtido dotado de una segunda base no natural (p. ej., iso-dC) que tiene una
afinidad de union especifica hacia una primera base no natural (p. €j., iso-dG). La
extensioén se lleva a cabo en presencia de un nucleétido dotado de la primera base no
natural marcada con un marcador fluorescente sencillo, dando lugar al acido nucleico
bicatenario extendido. En la reaccion de extension, el nucledtido portador de la primera
base no natural se incorpora en la posicién opuesta a la del nucleétido portador de la
segunda base no natural.

La sefal fluorescente emitida por el acido nucleico bicatenario extendido puede ser
detectada directamente en el sustrato sélido que acoge el CTO inmovilizado.Cuando el
acido nucleico bicatenario extendido se fusiona, la hebra portadora del marcador
fluorescente se libera y la sefial fluorescente deja de detectarse directamente (no
mostrado en la Fig. 11). Por tanto, la fusién del acido nucleico bicatenario extendido
puede proporcionar directamente un cambio de la sefial. A este respecto, se emite la
sefal diana que indica la presencia del acido nucleico bicatenario extendido en la
etapa (e).

Si se opta por la incorporaciéon del marcador al acido nucleico bicatenario extendido
durante la reaccién de extensién, el marcador no se incorporara al hibrido formado
entre el PTO sin escindir y el CTO porque dicho hibrido no se extiende. Asi pues, el
hibrido no proporciona una sefial que no sea la diana.

Los tipos y las caracteristicas de los marcadores sencillos usados pueden estar
descritos con referencia a las descripciones del sistema de marcaje basado en «un
marcador unido al fragmento y/o al CTO» tal y como se ha indicado antes en la
presente memoria.

(Ill) Marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido y marcador
unido al fragmento o al CTO

La presente invencién puede emplear un sistema de marcaje basado en la
cooperacion de un marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido
durante la reaccion de extension con otro marcador unido al fragmento y/o al CTO, tal
y como ilustran las figuras 4 y 5.

Segun una forma de realizacion preferida, la sefal diana es proporcionada por un
marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la reacciéon de
extension y por un marcador unido al fragmento y/o al CTO, y el marcador incorporado
esta unido a un nucleédtido incorporado durante la reaccién de extension; ambos
marcadores forman una marcador interactivo doble con una molécula indicadora y una
molécula amortiguadora; la fusion del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa
(e) induce el cambio de sefal emitida por el marcador interactivo doble que da lugar a
la sefial diana en la etapa (e).
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Mas preferiblemente, el nucleétido incorporado durante la reaccidon de extension tiene
una primera base no natural y el CTO tiene un nucledétido dotado de una segunda base
no natural con una afinidad de unién especifica hacia la primera base no natural.

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 4. El fragmento que se hibrida con el CTO comprende una
molécula indicadora o amortiguadora y un nucleotido dotado de una segunda base no
natural (p. €j., iso-dC) que tiene una afinidad de unién especifica hacia una primera
base no natural (p. ej., iso-dG). La extensién se lleva a cabo en presencia de un
nucledtido dotado con la primera base no natural marcada con una molécula
amortiguadora o indicadora, y da lugar a un acido nucleico bicatenario extendido en el
que la sefial emitida por la molécula indicadora es atenuada por la molécula
amortiguadora. En la reaccién de extension, el nucledtido portador de la primera base
no natural se incorpora en la posicion opuesta a la del nucleétido portador de la
segunda base no natural.

Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona en la etapa (e), la molécula
indicadora y la molécula amortiguadora quedan separadas, lo que impide que la
molécula amortiguadora atenue la sefal emitida por la molécula indicadora, de ese
modo la sefal diana es emitida e indica la presencia del acido nucleico bicatenario
extendido en la etapa (e).

Preferiblemente, la sefial diana emitida en la etapa (e) incluye una curva de fusién, un
perfil de fusién o un valor de T, que se obtiene midiendo el cambio de la sefal emitida
por el marcador interactivo doble.

El punto que ocupa el marcador en el CTO y el punto de incorporacion del marcador
incorporado dependen de la contribucion de los dos marcadores al sistema de marcaje
interactivo doble a la hora de provocar el cambio de senal en la etapa de fusion.

Aun mas preferible es que el segmento molde del CTO incorpore una molécula
indicadora o amortiguadora y un nucleétido dotado de una segunda base no natural.
La reaccion de extension de la etapa (d) se lleva a cabo en presencia de un nucleétido
dotado de una molécula indicadora o amortiguadora y de una primera base no natural
con una afinidad de unién especifica hacia la segunda base no natural del CTO. Las
dos bases no naturales del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (d) forman
un par de bases que amortigua la sefial de la molécula indicadora por efecto de la
molécula amortiguadora y provocan asi el cambio de la sefial, que proporciona la
sefial diana. Como alternativa, el fragmento posee una molécula indicadora o
amortiguadora y el segmento molde del CTO tiene un nucledtido dotado de una
segunda base no natural. La reaccion de extension de la etapa (d) se lleva a cabo en
presencia de un nucleétido dotado de una molécula indicadora o amortiguadora y de
una primera base no natural con una afinidad de union especifica hacia la segunda
base no natural del CTO. Las dos bases no naturales del acido nucleico bicatenario
extendido en la etapa (d) forman un par de bases que inducen un cambio en la sefal
de la molécula indicadora por amortiguacion, proporcionando asi la sefal diana.

Otra forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 5. En esta forma de realizacion, el fragmento dotado con una
molécula indicadora o amortiguadora se hibrida con el CTO que comprende un
nucledtido dotado de una segunda base no natural (p. ej., iso-dC) que tiene una
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afinidad de union especifica hacia una primera base no natural (p. €j., iso-dG). La
extensioén se lleva a cabo en presencia de un nucleétido dotado de la primera base no
natural marcada con una molécula amortiguadora o indicadora, y da lugar a un acido
nucleico bicatenario extendido en el que la sefial emitida por la molécula indicadora es
atenuada por la molécula amortiguadora. En la reaccion de extension, el nucleétido
dotado de la primera base no natural se incorpora en la posicién opuesta a la del
nucledétido portador de la segunda base no natural.

Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se forma en la etapa (d), la molécula
indicadora y la molécula amortiguadora quedan separadas conformacionalmente y eso
impide que la molécula amortiguadora atenue la sefal emitida por la molécula
indicadora; cuando el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona en la etapa (e),
la molécula indicadora y la molécula amortiguadora quedan por conformaciéon una
junto a la otra de tal modo que la segunda atenua la sefial de la primera, y de esa
forma se emite la sefal diana que indica la presencia del acido nucleico bicatenario
extendido en la etapa (e).

Preferiblemente, la sefial diana emitida en la etapa (e) incluye una curva de fusién, un
perfil de fusién o un valor de T, que se obtiene midiendo el cambio de la sefial emitida
por el marcador interactivo doble.

El lugar que ocupa el marcador en el CTO y el lugar de incorporacién del marcador
incorporado dependen de la contribucion de los dos marcadores al sistema de marcaje
interactivo doble a la hora de provocar el cambio de senal en la etapa de fusion.

Si se opta por la incorporaciéon del marcador al acido nucleico bicatenario extendido
durante la reaccién de extensién, el marcador no se incorporara al hibrido formado
entre el PTO sin escindir y el CTO porque dicho hibrido no se extiende. Asi pues, el
hibrido no proporciona una sefial que no sea la diana en la etapa de fusion.

(IV) Marcador intercalante

La presente invencién puede emplear un marcador intercalante para proporcionar la
sefal diana indicadora de la presencia del acido nucleico bicatenario extendido. El
marcador intercalante es mas utili en una reaccion en fase solida con CTO
inmovilizados porque las moléculas de acido nucleico bicatenarias presentes en las
muestras pueden generar senales.

Algunos ejemplos de colorantes intercalantes que son utiles para esta invencion son:
SYBR™ Green |, PO-PRO™-1, BO-PRO™-1,SYTO™43, SYTO™44, SYTO™45,
SYTOX™ Blue, POPO™-1, POPO™-3, BOBO™-1, BOBO™-3, LO-PRO™-1, JO-
PRO™-1, YO-PRO™1, TO-PRO™1, SYTO™11, SYTO™13, SYTO™15, SYTO™16,
SYTO™20, SYTO™23, TOTO™-3,YOYO™3, GelStar™ y naranja de tiazol. Los
colorantes intercalantes se intercalan especificamente en las moléculas de acido
nucleico bicatenarias para generar las senales.

La Fig. 13 ilustra una forma de realizaciéon en la que los colorantes intercalantes se
intercalan entre pares de bases del acido nucleico bicatenario extendido (etapas Cy D
de la Fig. 13). Esta forma de realizacion también es aplicable a otras formas de
realizacion en las que se recurre al analisis de la fusion.
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La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 13. El fragmento se hibrida con el segmento de captura del
CTO inmovilizado en un sustrato solido. La extension se lleva a cabo en presencia de
un colorante intercalante (p. ej., SYBR™ Green) y produce el acido nucleico
bicatenario extendido con colorantes intercalados. La sefial fluorescente emitida por el
acido nucleico bicatenario extendido directamente en el sustrato solido portador del
CTO inmovilizado puede ser detectada mediante colorantes intercalantes
fluorescentes. Cuando el acido nucleico bicatenario extendido se fusiona, los
colorantes intercalantes fluorescentes se liberan y la sefal fluorescente deja de
detectarse directamente (no mostrado en la Fig. 13).A este respecto, se emite la sefal
diana que indica la presencia del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e).

El hibrido formado entre el PTO sin escindir y el CTO proporciona una sefal que no es
la diana en la etapa de fusién. En este caso, la diferencia entre el valor de T, del acido
nucleico bicatenario extendido y el del hibrido permite diferenciar la sefal diana
emitida por el acido nucleico bicatenario extendido de la sefal no diana emitida por el
hibrido (no mostrado en la Fig. 13).

Preferiblemente, la sefial diana emitida en la etapa (e) incluye una curva de fusion, un
perfil de fusién o un valor de T,, que se obtiene midiendo el cambio de la sefal
fluorescente generada en la etapa (d).

Etapa (f): Deteccion de la seial diana

Por ultimo, el acido nucleico bicatenario extendido se detecta con la medicidon de la
sefial diana en la etapa (e); la presencia del acido nucleico bicatenario extendido
indica la presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana.

La deteccion se puede llevar a cabo de diversas maneras dependiendo del tipo de
sefal diana.

Segun una forma de realizacion preferida, la deteccion de la sefial diana se lleva a
cabo mediante un andlisis de la fusion.

El término «analisis de la fusion» tal y como se utiliza en la presente memoria significa
un método en que la sefal diana indicadora de la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido se obtiene mediante la fusion del acido nucleico bicatenario
extendido, e incluye un método para medir sefiales a dos temperaturas distintas,
analisis de la curva de fusion, analisis del perfil de fusion o analisis del pico de fusion.
Preferiblemente, el analisis de la fusion consiste en un analisis de la curva de fusion.

Segun una forma de realizacion preferida, a la fusién de la etapa (e) le sigue la
hibridacion que proporciona la sefal diana indicadora de la presencia del acido
nucleico bicatenario extendido. En ese caso, la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido se detecta mediante el analisis de la curva de fusion.

La curva de fusibn o curva de hibridacion se puede obtener con técnicas
convencionales, por ejemplo, como las descritas en las patentes de EE. UU. N.°
6.174.670 y 5.789.167, Drobyshev et al., Gene 188: 45(1997); Kochinsky and
Mirzabekov Human Mutation 19:343(2002); Livehits et al. J. Biomol. Structure
Dynam.11:783(1994); y Howell et al. Nature Biotechnology 17:87(1999).Por ejemplo, la
curva de fusion o curva de hibridacion puede consistir en una grafica o una
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presentacion de la variacion de la sefial de emisién con el parametro de restrictividad
de la hibridacion (rigurosidad). La sefal emitida puede representarse directamente en
una grafica que la compare con el parametro de hibridacion. Por norma general la
curva de fusion o curva de hibridacion consta de la sefal de emision, por ejemplo
fluorescencia, que indica el grado de estructura del acido nucleico bicatenario (la
magnitud de la hibridacion), representada en el eje de ordenadas (Y) y el parametro de
hibridacion en el eje de abscisas (X).

El PTO y el CTO pueden comprender dNMP naturales. Como alternativa, el PTO vy el
CTO pueden comprender nucleétidos modificados o nucleétidos no naturales como
APN (acidos peptidonucleicos, véase la publicacion PCT N.° WO 92/20702) o
LNA(acidos nucleicos cerrados, véanse las publicaciones PCT N.° WO 98/22489, WO
98/39352 y WO 99/14226).

EI PTO y el CTO pueden comprender bases universales como desoxiinosina, inosina,
1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol  y  5-nitroindol. ElI término «base
universal» se refiere a toda base capaz de formar pares de bases con todas las bases
naturales del ADN/ARN sin apenas discriminacion entre ellas. Tal y como se ha
descrito antes, el PTO puede ser escindido en un punto situado en direccion 3" alejado
del extremo 3" del segmento de marcaje en 5" del PTO. El punto de escision puede
estar localizado en la parte del extremo 5" del segmento localizador en 3” del PTO. Si
el fragmento del PTO comprende la parte del extremo 5" del segmento de marcaje en
3" del PTO, un lugar del CTO hibridado con la parte del extremo 5" del segmento de
marcaje en 3" puede contener una base universal, una secuencia degenerada o una
combinacion de ambas. Por ejemplo, si el PTO se escinde en un punto situado a un
nucledtido en direccion 3° del extremo 3° del segmento de marcaje en 5" del PTO, es
ventajoso que la parte del extremo 5" del segmento de captura del CTO comprenda
una base universal para la hibridacién con el nucleétido. Si el PTO se escinde en un
punto situado a dos nucledtidos en direccion 3" del extremo 3" del segmento de
marcaje en 5" del PTO, es ventajoso que el extremo 5" del segmento de captura del
CTO comprenda una secuencia degenerada y que su nucledtido adyacente en
direccion 3" contenga una base universal. Asi pues, si la escision del PTO ocurre en
varios puntos de la parte del extremo 5" del segmento localizador en 37, es util que el
CTO contenga bases universales y secuencias degeneradas. Asimismo, si se usan
PTO dotados del mismo segmento de marcaje en 5’ para detectar varias secuencias
de acidos nucleicos diana en condiciones de induccion de la escision dependiente de
la extension del cebador situado corriente arriba, se pueden generar fragmentos del
PTO con distintas partes del extremo5” del segmento localizador en 3°. En tales casos,
resulta conveniente el uso de bases universales y de secuencias degeneradas en el
CTO. Las estrategias basadas en el uso de bases universales y de secuencias
degeneradas en el CTO aseguran el uso de un solo tipo o de un numero minimo de
tipos del CTO en el cribado de varias secuencias de acidos nucleicos diana.

Segun una forma de realizacion preferida, el método comprende, ademas, la repeticion
de las etapas (a)-(b), (a)-(d) o (a)-(f) preferiblemente con desnaturalizacion entre los
ciclos repetidos, con un cebador situado corriente abajo. Dicha repeticién permite
amplificar la secuencia de acidos nucleicos diana y/o la sefal diana.
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Segun una forma de realizacion preferida, las etapas (a)-(f) se llevan a cabo en un
recipiente de reaccion o en recipientes de reaccion separados. Por ejemplo, las etapas
(a)-(b), (c)-(d) o (e)-(f) se pueden realizar en recipientes de reaccion separados.

Segun una forma de realizacién preferida, las etapas (a)-(b) y (c)-(f) pueden ocurrir de
forma simultanea o separada en un recipiente de reaccion dependiendo de las
condiciones de reaccion (en especial de la temperatura).

La presente invencion no exige que las secuencias de acidos nucleicos diana que
vayan a ser objeto de deteccion y/o amplificacion tengan una secuencia o longitud
concretas, ni en el caso del ADN (ADNg y ADNCc) ni en el del ARN.

En los casos en que se emplee ARNm como material de partida, sera necesario un
paso de transcripcion inversa antes de la etapa de reasociacion, cuyos detalles se
pueden encontrar en Joseph Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y(2001); y en
Noonan, K. F. et al., Nucleic Acids Res. 16:10366(1988). Para la transcripcion inversa
se puede usar un hexamero aleatorio o un cebador oligonucleotidico de dT hibridable
con ARNm.

Las secuencias de acidos nucleicos diana que pueden ser detectadas y/o amplificadas
incluyen cualquier secuencia natural presente en procariotas, eucariotas (protozoos y
parasitos, hongos, levaduras, plantas superiores e inferiores y animales superiores,
entre ellos mamiferos y seres humanos, entre otros ejemplos) o virus (herpesvirus,
VIH, virus de la gripe, virus de Epstein-Barr, virus de la hepatitis, poliovirus, etc.) o
acido nucleico viroide.

La presente invencion también es util para la deteccidén de variaciones nucleotidicas.
Preferiblemente, la secuencia de acidos nucleicos diana comprende una variacion
nucleotidica. El término «variacion nucleotidica» tal y como se usa en la presente
memoria se refiere a cualquier sustitucion, delecién o insercion de uno o varios
nucledtidos en una secuencia de ADN en un lugar concreto entre segmentos de ADN
contiguos que, por lo demas, son similares en cuanto a secuencia. Tales segmentos
contiguos de ADN incluyen un gen o cualquier otra porcion de un cromosoma. Estas
variaciones nucleotidicas pueden ser variaciones mutantes o variaciones alélicas
polimérficas. Por ejemplo, la variacion nucleotidica detectada en la presente invencion
incluye SNP (polimorfismos mononucleotidicos), mutaciones, deleciones, inserciones,
sustituciones y translocaciones. La variacion nucleotidica mostrada a titulo de ejemplo
incluye numerosas variaciones del genoma humano (p. ej., variaciones en el gen
MTHFR, metileno-tetrahidrofolato-reductasa), variaciones implicadas en la
farmacorresistencia de los microbios patégenos y variaciones relacionadas con la
oncogénesis.

En la presente invencion para la deteccion de una variacién nucleotidica en una
secuencia de acidos nucleicos diana, cuando los cebadores o las sondas usados
tienen una secuencia que es complementaria con la variacion nucleotidica en la
secuencia de acidos nucleicos diana, la secuencia de acidos nucleicos diana que
contiene dicha variacion se describe como molde apareado. Cuando los cebadores o
sondas usados tienen una secuencia que no es complementaria con la variacion
nucleotidica en la secuencia de acidos nucleicos diana, la secuencia de acidos
nucleicos diana que contiene dicha variacion se describe como molde desapareado.
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Para la deteccidn de variaciones nucleotidicas, el extremo 3" del cebador situado
corriente arriba se puede disefar para quedar situado en oposicion al punto de la
variacion nucleotidica en la secuencia de acidos nucleicos diana. Segun una forma de
realizacion preferida, el extremo 3" del cebador situado corriente arriba tiene una
secuencia complementaria con la variacion nucleotidica de la secuencia de acidos
nucleicos diana. El extremo 3" del cebador situado corriente arriba portador de la
secuencia complementaria con la variacion nucleotidica de la secuencia de acidos
nucleicos diana se hibrida con el molde apareado y se extiende hasta provocar la
escision del PTO. El fragmento del PTO resultante se hibrida con el CTO vy
proporciona la sefial diana. En cambio, si el extremo 3" del cebador situado corriente
arriba no concuerda con la variacion nucleotidica en un molde desapareado, éste no
se extendera en las condiciones en que la hibridacién del extremo 3" de los cebadores
es esencial para la extension, aunque el cebador situado corriente arriba esté
hibridado con el molde desapareado, lo que tiene como consecuencia que no se
genere la seial diana.

Como alternativa, es posible usar la escision del PTO dependiente de la hibridacion
del PTO dotado de una secuencia que es complementaria de la variacién nucleotidica
en la secuencia de acidos nucleicos diana. Por ejemplo, en condiciones controladas,
un PTO dotado de una secuencia complementaria con la de la variacién nucleotidica
de la secuencia de acidos nucleicos diana se hibrida con el molde apareado y después
es escindida. El fragmento del PTO resultante se hibrida con el CTO y proporciona la
sefial diana. En cambio, en las condiciones controladas, el PTO no se hibrida con el
molde desapareado cuya secuencia no es complementaria con la posicion de la
variacion nucleotidica y no se escinde. Preferiblemente, en este caso, la secuencia
complementaria con la variacion nucleotidica del PTO esta situada en mitad del
segmento localizador en 3" del PTO.

Como alternativa, es preferible que la parte del extremo 5 del segmento localizador en
3" del PTO esté situada con respecto a la variacién nucleotidica en una secuencia de
acidos nucleicos diana para la deteccién de la variacion nucleotidica y que la parte del
extremo 5 del segmento localizador en 3" del PTO tenga una secuencia
complementaria con la variacion nucleotidica de la secuencia de acidos nucleicos
diana.

En una forma de realizacion para la detecciéon de una variacion mononucleotidica, el
extremo 5 del segmento localizador en 3" del PTO tiene una secuencia
complementaria con la variacion mononucleotidica de la secuencia de acidos
nucleicos diana. Tal y como se ha descrito antes, la escisién del PTO hibridado con el
molde apareado puede inducirse en el punto inmediatamente adyacente en direccion
3" al extremo 5 del segmento localizador en 3" del PTO, por ejemplo, en las
condiciones de induccién de la escision dependiente de la extension del cebador
situado corriente arriba. El extremo 3" del fragmento del PTO tiene el nucleétido
complementario con la variacion mononucleotidica. El fragmento del PTO se hibrida
con el CTO cuyo segmento de captura comprende una secuencia que corresponde
con la variacidon nucleotidica y a continuacién se extiende hasta formar el acido
nucleico bicatenario extendido, proporcionando asi la sefial diana. Si el mismo PTO se
hibrida con un molde desapareado cuya secuencia es idéntica a la del molde apareado
salvo por la variacién mononucleotidica, la escision del PTO puede tener lugar en un
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punto situado a dos nucleétidos de distancia en direccion 3" del extremo 5  del
segmento localizador en 3" del PTO.

Al extremo 3" del fragmento del PTO se le escinde el nucleétido situado mas alla del
nucleoétido complementario de la variacién mononucleotidica. Si el punto del CTO que
se hibrida con el nucleétido escindido adicional esta disefiado para que su secuencia
no sea complementaria con ese nucleétido escindido adicional, el extremo 3" del
fragmento del PTO no se hibridara con el CTO vy, por tanto, el fragmento del PTO no
se extendera en condiciones controladas. Aunque el fragmento del PTO se extienda
hasta formar el acido nucleico bicatenario extendido, el acido nucleico bicatenario
tendra un valor de T,, distinto del acido nucleico bicatenario derivado de la hibridacion
del PTO con el molde desapareado.

Segun una forma de realizacion preferida, el punto de escisiéon del PTO cuya
secuencia es complementaria con la variacion nucleotidica en su parte del extremo 5°
del segmento localizador en 3" difiere dependiendo de si la hibridacién tiene lugar con
un molde apareado o con uno desapareado, de modo que el fragmento del PTO
desprendido de cada hibridacién tiene una secuencia distinta, preferiblemente en la
parte del extremo 3" y mas preferiblemente en el propio extremo 3°.

Segun una forma de realizacion preferida, la seleccion de la secuencia nucleotidica del
CTO teniendo en cuenta la diferencia entre las partes del extremo 3" de los fragmentos
del PTO permite diferenciar el molde apareado del molde desapareado.

Segun una forma de realizacidon preferida, la secuencia de acidos nucleicos diana
usada en la presente invencidon es una secuencia de acido nucleico amplificada
previamente. La utilizacion de la secuencia de acido nucleico amplificada previamente
permite mejorar notablemente la sensibilidad y la especificidad de la deteccion de la
diana en la presente invencion.

En una forma de realizacion preferida, el método se lleva a cabo en presencia de un
cebador situado corriente abajo.

Las ventajas de la presente invencion pueden ser evidentes en la deteccion
simultanea («multiplexada») de dos secuencias de acidos nucleicos diana como
minimo.

Segun una forma de realizacién preferida, el método tiene por finalidad detectar como
minimo dos tipos (mas preferiblemente, como minimo tres tipos, y aun mas
preferiblemente como minimo cinco tipos) de secuencias de acidos nucleicos diana.
Segun una forma de realizacién preferida, el método tiene por finalidad detectar como
minimo dos tipos (mas preferiblemente, como minimo tres tipos, y aun mas
preferiblemente como minimo cinco tipos) de secuencias de acidos nucleicos diana; en
el mismo el oligonucledtido situado corriente arriba comprende como minimo dos tipos
(mas preferiblemente como minimo tres tipos, y aun mas preferiblemente como
minimo cinco tipos) de oligonucledtidos, el PTO comprende como minimo dos tipos
(mas preferiblemente como minimo tres tipos, y aun mas preferiblemente como
minimo cinco tipos) de los PTO y el CTO comprende como minimo un tipo
(preferiblemente como minimo dos tipos, mas preferiblemente como minimo tres tipos,
y aun mas preferiblemente como minimo cinco tipos) del CTO; cuando como minimo
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concurren dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana, el método proporciona
como minimo dos tipos de sefales diana que corresponden como minimo a dos tipos
de secuencias de acidos nucleicos diana.

Los segmentos de marcaje en 5 de al menos dos PTO pueden tener secuencias
idénticas entre si. Por ejemplo, si la presente invencion se lleva a cabo para cribar
secuencias de acidos nucleicos diana, los segmentos de marcaje en 5" de los PTO
pueden tener secuencias idénticas.

Ademas, se puede usar un solo tipo de CTO para detectar una pluralidad de
secuencias de acidos nucleicos diana. Por ejemplo, si se emplean PTO con
segmentos de marcaje en 5 de idéntica secuencia para el cribado de secuencias de
acidos nucleicos diana, se puede usar un solo tipo de CTO.

Segun una forma de realizacion preferida, los acidos nucleicos bicatenarios extendidos
corresponden como minimo a dos tipos de las secuencias de acidos nucleicos diana
que tienen distintos valores de T,.

Segun una forma de realizacion preferida, los como minimo dos tipos de sefales diana
correspondientes al menos a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana
proceden de distintos tipos de marcadores.

Segun una forma de realizacion preferida, los como minimo dos tipos de sefales diana
correspondientes al menos a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana
proceden del mismo tipo de marcadores.

Segun una forma de realizacion preferida, los como minimo dos tipos de sefales diana
correspondientes al menos a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana
proceden del mismo tipo de marcadores; los acidos nucleicos bicatenarios extendidos
correspondientes al menos a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana tienen
valores de T,, distintos.

El término «distintos tipos de marcadores» tal y como se utiliza en la presente
memoria se refiere a marcadores cuyas sefales detectables tienen caracteristicas
diferentes. Por ejemplo, los marcadores indicadores fluorescentes FAM y TAMRA se
consideran tipos distintos de marcadores porque sus longitudes de onda de excitacion
y de emision difieren.

Si la presente invencion se lleva a cabo para detectar simultaneamente al menos dos
tipos de secuencias de acidos nucleicos diana mediante el analisis de la curva de
fusion y los acidos nucleicos bicatenarios extendidos correspondientes como minimo a
dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana tienen valores de T,, distintos, es
posible detectar como minimo dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana
aunque se utilice un solo tipo de marcador (p. ej., FAM).

Deteccion de la diana con el CTO inmovilizado en una fase sélida

La ventaja sobresaliente de la presente invencion estriba en que es eficaz para la
deteccion de secuencias de acidos nucleicos diana incluso sobre una fase sélida como
una micromatriz.

Segun una forma de realizacion preferida, la presente invencion se lleva a cabo sobre
una fase solida y el CTO permanece inmovilizado en un sustrato sélido por su extremo
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5" o por su extremo 3. En la fase sélida se mide la sefal diana proporcionada sobre el
sustrato solido.

Si se emplea un CTO inmovilizado, el analisis de la fusién con sistemas de marcaje
como los antes descritos es aplicable a la reaccion en fase solida de la presente
invencion.

Segun una forma de realizacion preferida, la sefal diana la proporciona un solo
marcador unido al fragmento por medio de un solo marcador incorporado al acido
nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de extension. En particular, en el
caso de que la presente invencién en fase solida se lleve a cabo con un marcador
sencillo, se puede utilizar un marcador fluorescente general y no se precisa un
marcador fluorescente especifico capaz de proporcionar una sefal fluorescente con
intensidades diferentes dependiendo de su presencia en una cadena doble o en una
cadena sencilla.

Cuando se emplea el CTO inmovilizado en un sustrato solido se pueden usar
marcadores quimicos (p. e€j., biotina) o enzimaticos (p. ej., fosfatasa alcalina,
peroxidasa, B-galactosidasa y B-glucosidasa).

Para la reaccion en fase sodlida, el CTO se inmoviliza directa o indirectamente
(preferiblemente de forma indirecta) por su extremo 5 o por su extremo 3’
(preferiblemente este ultimo) sobre la superficie del sustrato solido. Asimismo, el CTO
puede quedar inmovilizado en la superficie del sustrato solido de forma covalente o no
covalente. Si los CTO inmovilizados quedan inmovilizados indirectamente en la
superficie del sustrato solido, se usan conectores adecuados. Los conectores utiles en
esta invencion pueden incluir cualquier conector utilizado para la inmovilizacion de
sondas en la superficie de sustratos sélidos. Por ejemplo, los compuestos alquilo o
arilo con un grupo funcional amino, o los compuestos alquilo o arilo con un grupo
funcional tiol sirven como conectores para la inmovilizacion del CTO. También las
colas de poli-T o de poli-A pueden servir como conectores.

Segun una forma de realizacion preferida, el sustrato solido usado en la presente
invencién es una micromatriz. La micromatriz destinada a proporcionar el entorno de
reaccion para esta invencion puede incluir cualquiera de las conocidas por las
personas versadas en la técnica. Todos los procesos de la presente invencion, es
decir, la hibridacion con las secuencias de acidos nucleicos diana, la escision, la
extension, la fusidon y la deteccion de la fluorescencia, se llevan a cabo en la
micromatriz. Los CTO inmovilizados en la micromatriz actian como elementos de la
matriz hibridables. Los sustratos sdlidos aptos para fabricar micromatrices incluyen,
entre otros, metales (p. ej., oro, aleacién de oro y cobre, aluminio), 6xido metalico,
vidrio, ceramica, cuarzo, silicio, semiconductor, obleas de Si/SiO,, germanio, arseniuro
de galio, carbono, nanotubos de carbono, polimeros (p. €j., poliestireno, polietileno,
polipropileno y poliacrilamida), sefarosa, agarosa y coloides. Una pluralidad de CTO
inmovilizados en esta invencidon pueden quedar inmovilizados en una regidn accesible
0 en dos 0 mas regiones accesibles de un sustrato solido que puede comprender de 2
a 1.000.000 de regiones accesibles. Los CTO inmovilizados pueden ser fabricados
para producir una matriz o matrices para un aplicacion dada con técnicas de
fabricacion convencionales como fotolitografia, chorro de tinta, microspotting mecanico
o derivadas de las mismas.
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La presente invencion realizada en fase sélida puede detectar simultdneamente una
pluralidad de secuencias de acidos nucleicos diana aunque se utilice un solo tipo de
marcador, porque los marcadores incorporados a los CTO inmovilizados estan
fisicamente separados. A este respecto, el nimero de secuencias de acidos nucleicos
diana que pueden ser detectadas por la presente invencion en la fase sélida no son
limitadas.

ll. Forma de realizacion preferida con amplificacion de una secuencia de acidos
nucleicos diana

Preferentemente, la presente invencion se lleva a cabo simultdneamente con la
amplificacién de una secuencia de acidos nucleicos diana usando una pareja de
cebadores compuesta por un cebador situado corriente arriba y otro cebador situado
corriente abajo capaces de sintetizar la secuencia de acidos nucleicos diana.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un método para detectar una
secuencia de acidos nucleicos diana en un ADN o en una mezcla de acidos nucleicos
mediante un ensayo PTOCE (escision y extension de PTO), el cual comprende:

(a) hibridacion de las secuencias de acidos nucleicos diana con una pareja de
cebadores que comprende un cebador situado corriente arriba y otro cebador situado
corriente abajo y un PTO (Oligonucleétido de sondeo y marcaje); en que tanto el
cebador situado corriente arriba como el cebador situado corriente abajo comprenden
una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acidos nucleicos
diana y se hibridan con ella; el PTO comprende: (I) un segmento localizador en 3" que
comprende una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acidos
nucleicos diana con la cual se hibrida; y (ll) un segmento de marcaje en 5" que
comprende una secuencia nucleotidica no complementaria con la secuencia de acidos
nucleicos diana; dicho segmento localizador en 3" se hibrida con la secuencia de
acidos nucleicos diana y el segmento de marcaje en 5" no se hibrida con dicha
secuencia diana; el PTO esta localizado entre el cebador situado corriente arriba y el
cebador situado corriente abajo; dicho PTO esta bloqueado en su extremo 3 para
impedir su extension:

(b) puesta en contacto del resultado de la etapa (a) con una polimerasa de acidos
nucleicos dependiente de molde dotada de actividad 5°-nucleasa en las condiciones
adecuadas para la extension de los cebadores y para la escision del PTO; cuando el
PTO se hibrida con las secuencias de acidos nucleicos diana, el cebador situado
corriente arriba se extiende y la hebra extendida induce la escision del PTO por la
polimerasa de acidos nucleicos dependiente de molde dotada de actividad 5°-nucleasa
de tal modo que la escision libera un fragmento que comprende el segmento de
marcaje en 5 0 una parte de dicho segmento del PTO;

(c) hibridacién del fragmento desprendido del PTO con el CTO (Oligonucleétido de
captura y molde); el CTO comprende en direccion 3" a 5”: (I) un segmento de captura
que comprende una secuencia nucleotidica complementaria con el segmento de
marcaje en 5" 0 una parte de este segmento del PTO; y (ll) un segmento molde que
comprende una secuencia nucleotidica no complementaria con el segmento de
marcaje en 5" y el segmento localizador en 3"; en que el fragmento desprendido del
PTO se hibrida con los segmentos de captura del CTO;
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(d) realizacion de una reaccion de extension con el resultado de la etapa (c) y la
polimerasa de acidos nucleicos dependiente de molde; en la cual el fragmento
hibridado con el segmento de captura del CTO se extiende y forma un acido nucleico
bicatenario extendido; este acido nucleico bicatenario extendido tiene un valor de T,
que puede ajustarse con: (I) la secuencia y/o la longitud del fragmento, (Il) la
secuencia y/o la longitud del CTO, o (Ill) la secuencia y/o la longitud del fragmento y la
secuencia y/o la longitud del CTO;

(e) fusién del acido nucleico bicatenario extendido a lo largo de un intervalo de
temperaturas que da una sefial diana indicadora de la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido; en la cual la sefal diana es provista por: (I) al menos un
marcador unido al fragmento y/o al CTO, (Il) un marcador incorporado al acido
nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de extension, (lll) un marcador
incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccidon de extension y
un marcador unido al fragmento y/o al CTO, o (IV) un marcador intercalante; y

(f) detecciodn del acido nucleico bicatenario extendido mediante la medicion de la sefial
diana; en la cual la presencia del acido nucleico bicatenario extendido indica la
presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana.

Como la forma de realizacion preferible de la presente invencion sigue las etapas del
presente método antes descritas, las descripciones comunes de ambas se han omitido
para evitar la redundancia innecesaria que complicaria la presente solicitud.

Segun una forma de realizacion preferida, el método ademas comprende la repeticion
de las etapas (a)-(b), (a)-(d) o (a)-(f) con desnaturalizacidén entre los ciclos repetidos.
La repeticion de la reaccion se acompana de la amplificacion de la secuencia de
acidos nucleicos diana. Preferiblemente, la amplificacién se lleva a cabo de acuerdo
con la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) que se da a conocer en las
patentes de EE. UU. n.° 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159. Segun una forma de
realizacion preferida, el método se realiza para detectar como minimo dos tipos de
secuencias de acidos nucleicos diana.

Segun una forma de realizacion preferida, los como minimo dos tipos de sefales diana
correspondientes al menos a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana
proceden del mismo tipo de marcadores; los acidos nucleicos bicatenarios extendidos
correspondientes al menos a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana tienen
valores de T,, distintos.

lll. Proceso de deteccion de la diana mediante PTOCE que comprende la
deteccion a una temperatura prefijada

La presente invencién puede ser modificada para utilizar una sefial diana generada en
asociacion con la formacién del acido nucleico bicatenario extendido.

Ademas, se da a conocer un método para detectar una secuencia de acidos nucleicos
diana en un ADN o en una mezcla de acidos nucleicos mediante un ensayo PTOCE
(escision y extension de PTO), el cual comprende:

(a) hibridacion de la secuencia de acidos nucleicos diana con un oligonucleétido
situado corriente arriba y un PTO (Oligonucleétido de sondeo y marcaje); en la que
dicho oligonucleétido situado corriente arriba comprende una secuencia de nucledtidos
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complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se hibrida; el
PTO comprende: (I) un segmento localizador en 3" que comprende una secuencia
nucleotidica complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se
hibrida; y (Il) un segmento de marcaje en 5 que comprende una secuencia
nucleotidica no complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana; dicho
segmento localizador en 3" se hibrida con la secuencia de acidos nucleicos diana y el
segmento de marcaje en 5" no se hibrida con dicha secuencia diana; el oligonucleétido
situado corriente arriba esta ubicado antes del PTO;

(b) puesta en contacto del resultado de la etapa (a) con una enzima dotada de
actividad 5°-nucleasa en condiciones para la escision del PTO; en la cual el
oligonucledtido situado corriente arriba o su hebra extendida induce la escision del
PTO por la enzima con actividad 5°-nucleasa de tal modo que la escision libera un
fragmento que comprende el segmento de marcaje en 5 o una parte de este
segmento del PTO;

(c) hibridacion del fragmento desprendido del PTO con un CTO (Oligonucleétido de
captura y molde); en el que el CTO comprende en direccion 3" a 5" (I) un segmento de
captura que comprende una secuencia nucleotidica complementaria con el segmento
de marcaje en 5 0 una parte de este segmento del PTO, y (ll) un segmento molde que
comprende una secuencia nucleotidica no complementaria con el segmento de
marcaje en 5" y el segmento localizador en 3°; de forma que el fragmento desprendido
del PTO se hibrida con el segmento de captura del CTO;

(d) reaccion de extension con el resultado de la etapa (c) y una polimerasa de acido
nucleico dependiente de molde; en la cual el fragmento hibridado con el segmento de
captura del CTO se extiende hasta formar un acido nucleico bicatenario extendido; el
valor de T, del acido nucleico bicatenario extendido puede ajustarse con: (l) la
secuencia y/o la longitud del fragmento, (Il) la secuencia y/o la longitud del CTO, o (lll)
la secuencia y/o la longitud del fragmento y la secuencia y/o la longitud del CTO; de
forma que el acido nucleico bicatenario extendido proporciona una senal diana
mediante (I) al menos un marcador unido al fragmento y/o al CTO;(ll) un marcador
incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccién de extension;
(111) al menos un marcador unido al fragmento y/o al CTO y un marcador incorporado al
acido nucleico bicatenario extendido durante la reciente extensién; o (IV) un marcador
intercalante; y

(f) deteccion del acido nucleico bicatenario extendido mediante la medicion de la sefial
diana a una temperatura prefijada en la que el acido nucleico bicatenario extendido
mantiene su forma bicatenaria; la presencia del acido nucleico bicatenario extendido
indica la presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana.

Como la descripcion sigue las etapas del presente método antes descritas, excepto la
de la etapa de fusion, las descripciones comunes de ambas se han omitido para evitar
la redundancia innecesaria que complicaria la presente solicitud.

La presente descripcion con el andlisis de la fusion descrito antes requiere la deteccion
de sefiales emitidas por marcadores como minimo a dos temperaturas distintas porque
la sefal diana la da la medicién del cambio de la senal proporcionada por la fusién del
acido nucleico bicatenario extendido.
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Es improbable que el acido nucleico bicatenario extendido produzca por si mismo una
sefial capaz de discriminar la formacion de la no formacion del mismo, y la sefal se
detecta a una temperatura prefijada en la que el acido nucleico bicatenario extendido
mantiene su forma bicatenaria, que permite determinar la presencia de la secuencia de
acidos nucleicos diana.

La presente descripcion consiste en medir la sefal diana junto con la formacién del
acido nucleico bicatenario extendido, para la deteccion de la presencia de la secuencia
de acidos nucleicos diana.

En la presente descripcion, el acido nucleico bicatenario extendido tiene un marcador
de tal modo que el acido nucleico bicatenario extendido proporciona una sefial diana.

Preferiblemente, la sefal diana incluye una sefial (generacion o extincion de la sefal)
emitida por el marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido a una
temperatura prefijada.

El marcaje en la presente descripcion puede ejecutarse del mismo modo que el
aplicado para el método con analisis de la fusion antes descrito. Las Figs. 2-13 pueden
ilustrar esta descripciéon con una pequena modificacion relativa a la deteccion a una
temperatura prefijada.

El principio de funcionamiento de la sefial diana emitida por el acido nucleico
bicatenario extendido es el siguiente: () la extension del fragmento induce un cambio
de la senal emitida por el marcador que proporciona la sefal diana; o

(I la hibridacion del fragmento y el CTO induce un cambio de la sefal emitida por el
marcador que proporciona la sefial diana y el acido nucleico bicatenario extendido
mantiene la sefial diana.

La descripcion mostrada a titulo de ejemplo del principio de funcionamiento (l) puede
ser descrita con referencia a la Fig. 9.Si se utilizan CTO inmovilizados, la presente
invencién detecta una pluralidad de secuencias de acidos nucleicos diana de un modo
mucho mas eficaz. El segmento molde del CTO inmovilizado contiene una molécula
indicadora y una molécula amortiguadora. La molécula indicadora y la molécula
amortiguadora quedan por conformacion una junto a la otra y ello permite que la
segunda amortiglie la sefal de la primera. Cuando el fragmento se hibrida con el
segmento de captura del CTO, la molécula amortiguadora atenua la sefal emitida por
la molécula indicadora. Con la formacion del acido nucleico bicatenario extendido, la
molécula indicadora y la molécula amortiguadora quedan por conformaciéon separadas
lo que impide que ésta ultima amortigle la sefal de la primera. La sefal diana se
produce en la etapa de extension (C y D de la Fig. 9).

En la Fig. 9, el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO no forma un acido
nucleico bicatenario extendido. Por tanto, la molécula amortiguadora sigue atenuando
la sefial emitida por la molécula indicadora. El hibrido no proporciona una sehal que no
sea la diana.

La descripcion mostrada a titulo de ejemplo sobre el principio de funcionamiento (II)
puede ser descrita con referencia a la Fig. 6. La figura ilustra el presente aspecto, asi
como el método que utiliza el analisis de la fusién. El segmento de marcaje en 5 del
PTO contiene una molécula indicadora y una molécula amortiguadora. La molécula
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indicadora y la molécula amortiguadora quedan por conformacion una junto a la otra y
ello permite que la segunda amortigle la senal de la primera. EI PTO hibridado con la
secuencia de acidos nucleicos diana es digerido y se desprende el fragmento que
comprende el segmento de marcaje en 5 con la molécula indicadora y la molécula
amortiguadora, y este fragmento se hibrida con el segmento de captura del CTO. Con
la hibridacion, la molécula indicadora y la molécula amortiguadora quedan por
conformacion separadas lo que impide que ésta ultima amortigiie la senal de la
primera. La sefial diana se produce en la etapa de la hibridaciéon del fragmento y el
acido nucleico bicatenario extendido mantiene la sefial diana (C y D en la Fig. 6).

En la Fig. 6, el hibrido entre el PTO sin escindir y el CTO proporciona una sefal que
no es la diana (C y D en la Fig. 6) y para eliminar la sefal no diana es necesario que el
hibrido se disocie. Por consiguiente, la temperatura para medir la sefal diana esta
determinada por la disociacion del hibrido. La temperatura ademas se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

El 4cido nucleico bicatenario extendido puede ser detectado a temperaturas en las que
el hibrido queda parcialmente disociado.

La temperatura preajustada es superior a la del valor de T, del hibrido menos 10 °C,
preferiblemente superior a la del valor de T, del hibrido menos 5 °C, mas
preferiblemente superior a la del valor de Ty, del hibrido, y méas preferiblemente aun
superior a la del valor de T, del hibrido mas 5 °C.

La sefal diana proporcionada por el acido nucleico bicatenario extendido puede darse
durante la extensién de la etapa (d); en ella el hibrido formado por el PTO sin escindir
con el CTO no proporciona una sefial que no sea la diana, tal y como se representa en
las figuras 2-4 y 9-11.

La sefal diana proporcionada por el acido nucleico bicatenario extendido es dada por
la hibridacion del fragmento y el CTO en la etapa (c) y la formacién del acido nucleico
bicatenario extendido mantiene la sefal diana en la etapa (d); en la misma el hibrido
formado por el PTO sin escindir con el CTO no proporciona una sefal que no sea la
diana; la temperatura prefijada es superior a la del valor de T, del hibrido, tal y como
se representa en las figuras 5-8 y 12-13.

Cuando el hibrido entre el PTO sin escindir y el CTO proporciona una sefal que no es
la diana (Panel D en la Fig. 6), eliminar esa sefial no diana exige disociar el hibrido.
Por tanto, la temperatura para medir la sefial diana esta determinada por la disociacion
del hibrido.

Los sistemas de marcaje utiles para esta descripcion se describen
pormenorizadamente a continuacion:

(I) Marcador unido al fragmento y/o al CTO
(I-1) Marcador interactivo doble

En una forma de realizacion de un sistema de marcaje interactivo doble, el CTO
incorpora un marcador interactivo doble que comprende una molécula indicadora y
una molécula amortiguadora; la extension del fragmento en la etapa (d) induce un
cambio de la sefial del marcador interactivo doble que proporciona la sefal diana. La
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primera descripcion del sistema de marcaje interactivo doble se ilustra en la Fig. 2. La
sefal diana es dada por la generacion de la sefal sincronizada con la extension.

La molécula indicadora y la molécula amortiguadora pueden estar ubicadas en el
segmento molde del CTO.

La molécula indicadora o la molécula amortiguadora del CTO puede estar localizada
en su extremo 5" 0 a entre 1y 5 nucledtidos de distancia del extremo 5°, mientras que
la otra esta ubicada de tal modo que amortigua y desamortigua la sefial de la molécula
indicadora dependiendo de la conformacion del CTO. En una descripcion de un
sistema de marcaje interactivo doble, el CTO incorpora un marcador interactivo doble
que comprende una molécula indicadora y una molécula amortiguadora; la hibridacion
del fragmento y el CTO en la etapa (c) induce un cambio de la sefial del marcador
interactivo doble que proporciona la sefial diana y el acido nucleico bicatenario
extendido mantiene la sefial diana.

La molécula indicadora y la molécula amortiguadora pueden estar ubicadas en el
segmento de captura del CTO.

La molécula indicadora o la molécula amortiguadora del CTO puede estar localizada
en su extremo 3° o0 a entre 1y 5 nucleétidos de distancia del extremo 3" mientras que
la otra esta ubicada de tal modo que amortigua y desamortigua la sefial de la molécula
indicadora dependiendo de la conformacion del CTO.

En esta descripcion, el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO proporciona
una sefial que no es la diana; la temperatura para medir la sefial diana se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

En una descripcién de un sistema de marcaje interactivo doble, el fragmento incorpora
un marcador interactivo doble que comprende una molécula indicadora y una molécula
amortiguadora; la hibridacion del fragmento y el CTO en la etapa (c) induce un cambio
de la sefial del marcador interactivo doble que proporciona la sefal diana, y el acido
nucleico bicatenario extendido mantiene la sefal diana. La primera descripcion del
sistema de marcaje interactivo doble se ilustra en la Fig. 6.

La molécula indicadora o la molécula amortiguadora del fragmento esta localizada en
su extremo 5° 0 a entre 1 y 5 nucleétidos de distancia del extremo 5°, mientras que la
otra esta ubicada de tal modo que amortigua y desamortigua la sefial de la molécula
indicadora dependiendo de la conformacién del fragmento.

En esta descripcion, el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO proporciona
una sefial que no es la diana; la temperatura para medir la sefial diana se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

En una descripcion del sistema de marcaje interactivo doble, el fragmento incorpora
una parte del marcador interactivo doble que comprende una molécula indicadora y
una molécula amortiguadora y el CTO tiene la otra parte del marcador interactivo
doble; la hibridacion del fragmento y el CTO en la etapa (c) induce un cambio de la
sefial del marcador interactivo doble que proporciona la sefal diana, y el acido
nucleico bicatenario extendido mantiene la sefal diana. La descripcion del sistema de
marcaje interactivo doble se ilustra en la Fig. 8.
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La molécula indicadora y la molécula amortiguadora pueden estar ubicadas en
cualquier punto del fragmento del PTO y del CTO, siempre que la sefial de la molécula
indicadora sea atenuada por la molécula amortiguadora.

Segun la descripcidn, la molécula indicadora o la molécula amortiguadora situadas en
el fragmento PTO esta localizada, preferiblemente, en su extremo 5°.

Segun la descripcion, la molécula indicadora o la molécula amortiguadora situada en el
CTO esta localizada, preferiblemente, en su extremo 5°.

En esta descripcion, el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO proporciona
una sefial que no es la diana; la temperatura para medir la sefial diana se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

(I-2) Marcador sencillo

En la forma de realizacion de un sistema de marcador sencillo, el CTO tiene un
marcador sencillo y la extension del fragmento en la etapa (d) induce un cambio de la
sefal emitida por el marcador sencillo que da la sefal diana. La descripcion del
sistema de marcaje sencillo se ilustra en la Fig. 3. La sefial diana es dada por la
generacion de la sefal sincronizada con la extension.

Segun la descripcion, el segmento molde del CTO estd marcado con el marcador
sencillo.

En una descripcion de un sistema de marcaje sencillo, el CTO incorpora un marcador
sencillo y la hibridacién del fragmento y el CTO en la etapa (c) induce un cambio de la
sefal del marcador interactivo doble que proporciona la sefal diana, y el acido
nucleico bicatenario extendido mantiene la sefial diana.

Segun la descripcion, el segmento de captura del CTO estd marcado con el marcador
sencillo.

En esta descripcion, el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO proporciona
una sefial que no es la diana; la temperatura para medir la sefial diana se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

En una descripcion de un sistema de marcaje sencillo, el fragmento incorpora un
marcador sencillo y la hibridacion del fragmento y el CTO en la etapa (c) induce un
cambio de la sefial del marcador interactivo doble que da la sefial diana y el acido
nucleico bicatenario extendido mantiene la sefial diana. La forma de realizacion del
sistema de marcaje sencillo se ilustra en la Fig. 12.

En esta descripcion, el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO proporciona
una sefial que no es la diana; la temperatura para medir la sefial diana se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

El marcador sencillo usado aqui tiene que ser capaz de proporcionar una sefial distinta
dependiendo de si hay presente una cadena doble o una cadena sencilla. El marcador
sencillo puede ser un marcador fluorescente, un marcador luminiscente, un marcador
quimioluminiscente, un marcador electroquimico o un marcador metalico.
Preferiblemente, el marcador sencillo consiste en un marcador fluorescente. Los tipos
y los puntos de unién preferibles para los marcadores fluorescentes sencillos usados
en esta invencion se dan a conocer en las patentes de EE. UU. n.° 7.537.886 y
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7.348.141, las ensehanzas de las cuales se incorporan en su integridad a la presente
memoria como referencia. Preferiblemente, el marcador fluorescente sencillo incluye
JOE, FAM, TAMRA, ROX y un marcador a base de fluoresceina. Es preferible que el
residuo nucleotidico marcado esté ubicado como residuo interno en el seno del
oligonucledtido, en lugar de en los extremos 50 3.

El marcador fluorescente sencillo que es Util para la presente descripcion puede ser
descrito en referencia a las descripciones de las moléculas indicadora y amortiguadora
tal y como se ha indicado antes. En particular, en el caso de que la presente
descripcion en fase solida se lleve a cabo con un marcador sencillo, se puede utilizar
un marcador fluorescente general y no se precisa un marcador fluorescente especifico
capaz de proporcionar una sefal fluorescente con diferentes intensidades
dependiendo de su presencia en una cadena doble o en una cadena sencilla.

Si se emplea el CTO inmovilizado en un sustrato sélido se pueden usar marcadores
quimicos (p. e€j., biotina) o enzimaticos (p. ej., fosfatasa alcalina, peroxidasa, [3-
galactosidasa y B-glucosidasa).

Los marcadores unidos al fragmento y/o al CTO pueden estar situados en cualquier
punto siempre que el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO no emita
ninguna sefal que no sea la diana en la etapa (d), tal y como aparece representado en
las Figs. 2-3 y 9. Como alternativa, los marcadores pueden estar ubicados en
cualquier punto siempre que el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO
emita una sefal que no sea la diana en la etapa (d); en ese caso el valor de T, del
acido nucleico bicatenario extendido es superior a la del hibrido formado por el PTO
sin escindir con el CTO, tal y como aparece representado en las Figs. 6-8 y 12.

(Il) Marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido

En concreto, si la presente descripcion se lleva a cabo en una fase sélida con un CTO
inmovilizado, este sistema de marcaje resulta mas util para proporcionar la sefal diana
tal y como se ilustra en las Figs. 10 y 11.

La sefial diana puede ser proporcionada por un marcador sencillo incorporado al acido
nucleico bicatenario extendido durante la reaccidén de extension; el marcador sencillo
incorporado esta unido a un nucleé6tido que se incorpora durante la reacciéon de
extension; la extension del fragmento en la etapa (d) provoca un cambio de la sefal
emitida por el marcador sencillo que da lugar a la sefial diana en la etapa (d).

El nucledtido incorporado durante la reaccién de extensién puede tener una primera
base no natural y el CTO puede tener un nucleétido portador de una segunda base no
natural con una afinidad de unién especifica hacia la primera base no natural, tal y
como ilustra la Fig. 11.El nucledtido dotado de la segunda base no natural esta
localizado preferiblemente en cualquier punto del segmento molde del CTO.

Si se opta por la incorporaciéon del marcador al acido nucleico bicatenario extendido
durante la reaccién de extension, el marcador no se incorporara al hibrido formado por
el PTO sin escindir con el CTO porque dicho hibrido no se extiende. Asi pues, el
hibrido no proporciona una sefial que no sea la diana.

(Ill) Marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido y marcador
unido al fragmento o al CTO
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La presente descripcion puede emplear un sistema de marcaje basado en la
cooperacion de un marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido
durante la reaccion de extension con otro marcador unido al fragmento y/o al CTO, tal
y como ilustran las figuras 4 y 5.

La sefal diana puede ser provista por un marcador incorporado al acido nucleico
bicatenario extendido durante la reaccion de extension y un marcador unido al
fragmento y/o al CTO; el marcador incorporado esta unido a un nucleétido que se
incorpora durante la reaccion de extension; los dos marcadores constituyen un sistema
de marcaje interactivo doble formado por una molécula indicadora y una molécula
amortiguadora; la extension del fragmento en la etapa (d) induce un cambio de la
sefal del marcador interactivo doble que proporciona la sefial diana.

Mas preferiblemente, el nucleétido incorporado durante la reaccidon de extension tiene
una primera base no natural y el CTO tiene un nucledétido dotado de una segunda base
no natural con una afinidad de unién especifica hacia la primera base no natural.

Preferiblemente, la sefal diana dada en la etapa (e) es una sefial emitida por el
marcador interactivo doble en la etapa (d).

Si se opta por la incorporaciéon del marcador al acido nucleico bicatenario extendido
durante la reaccion de extension, el marcador no se incorporara al hibrido formado por
el PTO sin escindir con el CTO porque dicho hibrido no se extiende. Asi pues, el
hibrido no proporciona una sefial que no sea la diana.

(IV) Marcador intercalante

La presente descripcion puede emplear un marcador intercalante para proporcionar la
sefal diana indicadora de la presencia del acido nucleico bicatenario extendido. El
marcador intercalante es mas util en una reaccion en fase solida con CTO
inmovilizados porque las moléculas de acido nucleico bicatenarias presentes en las
muestras pueden generar senales.

La forma de realizacion mostrada a modo de ejemplo que se describe aparece
esquematizada en la Fig. 13. EI PTO hibridado con la secuencia de acidos nucleicos
diana es digerido para liberar el fragmento. El fragmento se hibrida con el CTO. La
extension se lleva a cabo en presencia de un colorante intercalante (p. ej., SYBR™
Green) y forma el acido nucleico bicatenario extendido con colorantes intercalados.

En la Fig. 13, el hibrido entre el PTO sin escindir y el CTO proporciona una sefial que
no es la diana (C y D en la Fig. 13) y para eliminar la sefial no diana es necesario que
el hibrido se disocie. Por tanto, la temperatura para medir la sefial diana se determina
teniendo en cuenta el valor de T,, del hibrido.

Preferiblemente, la sefal diana dada en la etapa (e) es una sefial emitida por el
colorante intercalado.

Segun una descripcion, el PTO y/o el CTO estan bloqueados en su extremo 3" para
impedir su extension.

Segun una descripcion, el oligonucledtido situado corriente arriba es un cebador o una
sonda situados corriente arriba.
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Segun una descripcion, el oligonucledtido situado corriente arriba puede estar ubicado
junto al PTO en la medida en que el oligonucledtido situado corriente arriba induzca la
escision del PTO por la enzima dotada de actividad 5"-nucleasa.

Segun una descripcion, el cebador situado corriente arriba induce a través de su hebra
extendida la escisién del PTO por la enzima dotada de actividad 5-nucleasa.

Segun una descripcion, el método ademas comprende la repeticion de las etapas (a)-
(b), (a)-(d) o (a)-(e) con desnaturalizacion entre los ciclos repetidos.

Segun una descripcion, las etapas (a)-(b) y (c)-(e) se llevan a cabo en un recipiente de
reaccion o en recipientes de reaccion separados.

Segun una descripcion, el método se realiza para detectar como minimo dos tipos de
secuencias de acidos nucleicos diana; de forma que el oligonucledtido situado
corriente arriba comprende al menos dos tipos de oligonucleétidos, el PTO comprende
al menos dos tipos de PTO, y el CTO comprende al menos un tipo de CTO: cuando
como minimo estan presentes dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana, el
método proporciona al menos dos tipos de sefiales diana correspondientes como
minimo a dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana.

Segun una descripcion, el oligonucleétido situado corriente arriba es un cebador
situado corriente arriba y la etapa (b) usa una polimerasa de &acidos nucleicos
dependiente de molde para la extension del cebador situado corriente arriba.

Segun una descripcion, el CTO permanece inmovilizado por su extremo 5" 0 3" en un
sustrato solido y se mide la sefal diana proporcionada sobre el sustrato solido.

Segun una descripcion, la sefial diana es provista por un marcador sencillo unido al
fragmento o por un marcador sencillo incorporado al acido nucleico bicatenario
extendido durante la reaccion de extension.

Segun una descripcion, el método se lleva a cabo en presencia de un cebador situado
corriente abajo (downstream).

La deteccion de la etapa (e) se puede realizar en tiempo real, en punto final, o con un
intervalo de tiempo prefijado. En los casos en que la presente invencion ademas
comprende la repeticion de las etapas (a)-(b), (a)-(d) o (a)-(e), es preferible que la
deteccién de la sefal se lleve a cabo en cada ciclo de la repeticion a una temperatura
prefijada (en tiempo real), al final de la repeticion a una temperatura prefijada (punto
final) o a cada uno de los intervalos de tiempo prefijados durante la repeticion a una
temperatura prefijada. Es preferible que la deteccién se realice en cada ciclo de la
repeticion en tiempo real a fin de mejorar la exactitud y la cuantificacion de la
deteccion.

IV. Equipos para la deteccion de la diana

En otro aspecto de esta invencion se proporciona un equipo para detectar una
secuencia de acidos nucleicos diana en un ADN o en una mezcla de acidos nucleicos
mediante un ensayo PTOCE (escision y extension de PTO), el cual comprende:

(a) un oligonucledtido situado corriente arriba que comprende una secuencia de
nucleétidos complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se
hibrida;
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(a) un PTO (Oligonucledtido de sondeo y marcaje) que comprende: (I) un segmento
localizador en 3" que comprende una secuencia nucleotidica complementaria con la
secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se hibrida; y (Il) un segmento
localizador en 5" que comprende una secuencia nucleotidica que no es
complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana, en que el segmento
localizador en 3" se hibrida con dicha secuencia diana y el segmento de marcaje en 5°
no se hibrida con dicha secuencia diana; el oligonucledtido situado corriente arriba
esta localizado antes del PTO; el oligonucledétido situado corriente arriba o su hebra
extendida induce la escisién del PTO por una enzima dotada de actividad 5°-nucleasa
de tal modo que la escision libera un fragmento que comprende el segmento de
marcaje en 5 0 una parte de este segmento del PTO; y

(c) un CTO (Oligonucleétido de captura y molde) que comprende en direccion 3" a 5”:
(D un segmento de captura que comprende una secuencia nucleotidica
complementaria con el segmento de marcaje en 5 o una parte de este segmento del
PTO; y (Il) un segmento molde que comprende una secuencia nucleotidica no
complementaria con el segmento de marcaje en 5" y el segmento localizador en 3 del
PTO; de forma que el fragmento desprendido del PTO se hibrida con el segmento de
captura del CTO; y el fragmento hibridado con el segmento de captura del CTO es
extendido por una polimerasa de acido nucleico dependiente de molde hasta formar un
acido nucleico bicatenario extendido.

Como el equipo de esta invencién se construye para ejecutar el método de deteccion
de la presente invencion antes descrito, las descripciones comunes de ambos se han
omitido para evitar la redundancia innecesaria que complicaria la presente solicitud.

Segun una forma de realizacion preferida, el equipo ademas comprende una enzima
dotada de actividad 5°-nucleasa.

Segun una forma de realizacién preferida, el equipo ademas comprende una
polimerasa de acidos nucleicos dependiente de molde.

Segun una forma de realizacién preferida, el PTO y/o el CTO tienen como minimo un
marcador.

Segun una forma de realizacién preferida, el equipo ademas comprende un marcador
gue se ha de incorporar al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccién de
extension.

Segun una forma de realizacion preferida, el equipo ademas comprende un marcador
gue ha de incorporarse al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de
extension y el PTO y/o el CTO tienen como minimo un marcador. Segun una forma de
realizacion preferida, el equipo ademas comprende un marcador intercalante.

Segun una forma de realizacién preferida, el marcador es un marcador sencillo o un
marcador interactivo doble.

Segun una forma de realizacion preferida, el equipo se usa para la deteccion de al
menos dos tipos de secuencias de acidos nucleicos, el oligonucleétido situado
corriente arriba comprende al menos dos tipos de oligonucleétidos, el PTO comprende
al menos dos tipos de PTO y el CTO comprende al menos dos tipos de CTO.
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Segun una forma de realizacion preferida, el CTO permanece inmovilizado por su
extremo 5° 0 su extremo 3" en un sustrato sélido.

Segun una forma de realizacion preferida, el equipo ademas comprende un
oligonucledtido situado corriente abajo.

Todos los presentes equipos descritos en la presente memoria pueden incluir
opcionalmente los reactivos necesarios para realizar las reacciones de amplificacion
de la diana por PCR (reacciones de PCR) como tampones, cofactores de la ADN-
polimerasa y desoxirribonucledétidos-5-trifosfato. Como opcién los equipos también
pueden incluir varias moléculas polinucleotidicas, transcriptasa inversa, diversos
tampones y reactivos, y anticuerpos que inhiben la actividad de la ADN-polimerasa.
Los equipos también pueden incluir reactivos necesarios para realizar reacciones de
control positivo y negativo. Las cantidades 6ptimas de reactivos que han de utilizarse
en una reaccion dada pueden ser determinados por la persona versada en la materia
que disponga de la presente descripcion. Los equipos normalmente se adaptan para
contener los susodichos componentes en envases o0 en compartimentos separados.

Las caracteristicas y las ventajas de esta invencion se resumen a continuacion:

(@) La presente invencion proporciona un acido nucleico bicatenario extendido
dependiente de la diana en el que un PTO (Oligonucleétido de sondeo y marcaje)
hibridado con la secuencia de acidos nucleicos diana es escindido y desprende un
fragmento, y este fragmento se hibrida a su vez con el CTO (Oligonucleétido de
captura y molde) formando el acido nucleico bicatenario extendido. El acido nucleico
bicatenario extendido proporciona una sefal (generacién o extincion de sefial) o un
cambio de sefial (aumento o descenso de sefial) que indica la presencia de una
secuencia de acidos nucleicos diana.

(b) La presencia del acido nucleico bicatenario extendido se determina por medio de
diversos métodos o procesos como el analisis de la curva de fusion y la deteccién a
una temperatura prefijada (p. €j., en tiempo real y en punto final).

(c) La presente invencion permite detectar simultaneamente al menos dos tipos de
secuencias de acidos nucleicos diana mediante el analisis de la curva de fusion
incluso utilizando un solo tipo de marcador (p. ej., FAM). En cambio, el método
multiplexado en tiempo real convencional que se lleva a cabo en fase liquida adolece
de una grave limitacion relacionada con el niumero de marcadores fluorescentes
detectables. La presente invencion permite solventar con éxito esos inconvenientes y
amplia la aplicacién de la detecciéon multiplexada en tiempo real.

(d) La presente invencion se puede materializar con numerosos sistemas de marcaje.
Por ejemplo, los marcadores unidos a cualquier punto del PTO y/o del CTO pueden
ser utilizados para proporcionar la sefial diana que indica la presencia del acido
nucleico bicatenario extendido. Asimismo, en la presente invencion se pueden usar
marcadores incorporados al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccion
de extension. Ademas, se puede recurrir a una combinacion de tales marcadores. Los
versatiles sistemas de marcaje aplicables a la presente invencion permiten escoger el
sistema de marcaje mas adecuado para las condiciones experimentales o los
objetivos.
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(e) La presente invencion proporciona un acido nucleico bicatenario extendido
dependiente de diana que tiene un valor de T, prefijado que puede ajustarse con: () la
secuencia y/o la longitud del fragmento, (Il) la secuencia y/o la longitud del CTO o (lll)
la secuencia y/o la longitud del fragmento y la secuencia y/o la longitud del CTO.

(f) El analisis convencional de la curva de fusion con un producto amplificado depende
de la secuencia del producto amplificado, por lo que resulta dificil conseguir el valor de
T deseado del producto amplificado. En cambio, la presente invenciéon depende de la
secuencia de un acido nucleico bicatenario extendido y no de la secuencia de un
producto amplificado, lo cual permite escoger el valor de T, deseado del &cido
nucleico bicatenario extendido. Por consiguiente, la presente invencion se puede
adaptar con facilidad para la deteccion de multiples secuencias diana.

(g) El analisis convencional de la curva de fusion con hibridacién directa entre las
sondas marcadas y las secuencias de acidos nucleicos diana es harto probable que
genere sefales positivas falsas a causa de la hibridacién inespecifica de las sondas.
En cambio, la presente invencién no sélo emplea la hibridacién del PTO sino también
la escision y la extension catalizada por enzimas, lo que resuelve completamente el
problema de las sefales positivas falsas.

(h) El valor de T, del analisis convencional de la curva de fusion resulta afectado por
la variacion de la secuencias de los acidos nucleicos diana. Sin embargo, el acido
nucleico bicatenario extendido de la presente invencion ofrece un valor de T
constante con independencia de la variacion de la secuencia en las secuencias de
acidos nucleicos diana, lo cual asegura una excelente precision en el andlisis de la
curva de fusion.

(I) Resulta destacable que la secuencia del segmento de marcaje en 5" del PTO y la
secuencia del CTO puedan ser seleccionadas sin tener en cuenta las secuencias de
acidos nucleicos diana. Esto hace posible predisefiar un conjunto de secuencias para
el segmento de marcaje en 5" del PTO y para el CTO. A pesar de que el segmento
localizador en 3" del PTO tiene que estar preparado teniendo en cuenta las secuencias
de acidos nucleicos diana, el CTO se puede preparar listo para usar sin tener en
cuenta ni conocer las secuencias de acidos nucleicos diana. Tales caracteristicas
ofrecen ventajas notorias en la deteccion de multiples dianas, entre otros aspectos, en
un ensayo de micromatriz con CTO inmovilizados en un sustrato sélido.

La presente invencién aparece a continuacion descrita con mas detalle por medio de
ejemplos. A toda persona versada en la materia le resultara evidente que tales
ejemplos solo pretenden ser ilustrativos y que el alcance de la presente invencion
establecido por las reivindicaciones adjuntas no se ve limitado por los mismos.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Evaluacion del ensayo de escision y extension de oligonucleétido
de sondeo y marcaje (PTOCE)

Un nuevo ensayo, el ensayo de escision y extension de oligonucledtido de sondeo y
marcaje (PTOCE, por sus siglas en inglés), se evalu6 para ver si un acido nucleico
bicatenario extendido podia proporcionar una sehal diana para la deteccién de una
secuencia de acidos nucleicos diana.
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Para tal evaluacion se llevo a cabo un ensayo PTOCE que detecta la presencia de un
acido nucleico bicatenario extendido mediante el analisis de la fusion (ensayo PTOCE
con analisis de la fusion). Se us6 la ADN-polimerasa Taq dotada de actividad 5°-
nucleasa para la extension del cebador situado corriente arriba, la escision del PTO y
la extensién del fragmento del PTO.

El acido nucleico bicatenario extendido formado durante el ensayo se disefié para
tener un marcador interactivo doble. El marcador interactivo doble incorporado al acido
nucleico bicatenario extendido fue proporcionado por: (I) CTO marcado con una
molécula indicadora y una molécula amortiguadora (CTO con marcaje doble); o (ll)
PTO dotado de una molécula amortiguadora y CTO dotado de una molécula
indicadora (un PTO marcado con molécula amortiguadora y un CTO marcado con
molécula indicadora). EI PTO y el CTO estan bloqueados con un espaciador de
carbonos en sus extremos 3. El oligonucleoétido sintético para un gen de Neisseria
gonorrhoeae (NG) se usé como molde diana.

1-1. Ensayo PTOCE con un CTO con marcaje doble

El PTO no tiene marcador. El CTO tiene una molécula amortiguadora (BHQ-1) y una
molécula indicadora fluorescente (FAM) en su segmento molde. Las secuencias del
molde sintético, del cebador situado corriente arriba, del PTO y del CTO usadas en
este ejemplo son:

NG-T

5-
AAATATGCGAAACACGCCAATGAGGGGCATGATGCTTTCTTTTTGTTCTTGCTCGGCAGAGCGAGT GATA
CCGATCCATTGAAAAA-3" (SEQID NO: 1)

NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-1 5"-ACGACGGCTTGGCTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador C3]-
3" (SEQ ID n.° 3)

NG-CTO-1 5°-[BHQ-

1]CCTCCTCCTCCTCCTCCTCC[T(FAM)[CCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[espaciador
C3]-3" (SEQ ID N°. 4)

(las letras subrayadas indica el segmento de marcaje en 5" del PTO)

La reaccion se llevé a cabo con un volumen final de 20 ul que contenian 2 pmol de
molde sintético (SEQ ID n.° 1) del gen de NG, 10 pmol de cebador situado corriente
arriba (SEQ ID n.° 2), 5 pmol de PTO (SEQ ID n.° 3), 2 pmol de CTO (SEQ IDn.°4)y
10 ul de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM y 1,6 unidades
de ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el tubo con la mezcla de reaccion se
introdujo en un termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion
se desnaturaliz6 durante 15 min a 95 °C y se sometié a 30 ciclos de 30 s a 95 °C y 60
s a 60 °C. Después de la reaccion, se obtuvo la curva de fusibn mediante el
enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C, mantenimiento a 35 °C durante 30 s y
calentamiento lento de 35°C a 90 °C. La fluorescencia se midié continuamente
durante el alza de la temperatura para controlar la disociacion de las moléculas
bicatenarias de ADN. El pico de fusién se dedujo de los datos de la curva de fusion.
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Tal y como muestra la Figura 14, en presencia del molde se detectd un pico a 76,5 °C
correspondiente al valor de T, esperado del acido nucleico bicatenario extendido. No
se detectd ningun pico sin la presencia del molde. Como el hibrido formado por el PTO
sin escindir con el CTO no ofrece ninguna sefal en este método de marcaje, no hubo
ningun pico que correspondiera a dicho hibrido. En los casos en que no habia PTO o
CTO, no se observo ningun pico.

1-2. Ensayo PTOCE con un PTO marcado con molécula amortiguadora y un CTO
marcado con molécula indicadora

El PTO esta marcado con una molécula amortiguadora (BHQ-1) en su extremo 5°. El
CTO esta marcado con una molécula indicadora fluorescente (FAM) en su extremo 3.

Las secuencias del molde sintético, del cebador situado corriente arriba, del PTO y del
CTO usadas en este ejemplo son:

NG-T 5°-
AARTATGCGAAACACGCCAATGAGGGGCATGATGCTITCTTITTGT TCT TGCTCGGCAGAGLGAGTGATA

CCGATCCATTGAAAAA-3  (SEQ ID NO: 1)

NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-2 5'- [BHQ-
1]JACGACGGCTTGGCTTTACTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCGespaciador C3]-3"
(SEQ ID N°. 5)

NG-CTO-2 5-CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[FAM]-
3" (SEQ ID n.° 6)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

La reaccion se llevé a cabo con un volumen final de 20 ul que contenia 2 pmol de
molde sintético (SEQ ID n.° 1) del gen de NG, 10 pmol de cebador situado corriente
arriba (SEQ ID n.° 2), 5 pmol de PTO (SEQ ID n.° 5), 2 pmol de CTO (SEQ ID n.°6) y
10 ul de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl; 2,5 mM, dNTP 200 uM y 1,6 unidades
de ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el tubo con la mezcla de reaccion se
introdujo en un termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion
se desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se someti6 a 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 60 s
a 60 °Cy30sa72°C. Después de la reaccion, se obtuvo la curva de fusién mediante
el enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C, mantenimiento a 35 °C durante 30 s
y calentamiento lento de 35 °C a 90 °C. La fluorescencia se midié continuamente
durante el alza de la temperatura para controlar la disociacion de las moléculas
bicatenarias de ADN. El pico de fusién se dedujo de los datos de la curva de fusion.

Tal y como muestra la Figura 15, en presencia del molde se detectd un pico a 77,0 °C
correspondiente al valor de T, esperado del acido nucleico bicatenario extendido.
Como el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO ofrece una sefial no diana
en este método de marcaje, hubo un pico a 64,0 °C~64,5 °C correspondiente al valor
de T, esperado del hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO. En los casos
en que no habia PTO o CTO, no se observé ningun pico.
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Estos resultados indican que se produce un acido nucleico bicatenario extendido y que
éste proporciona la sefial diana indicando la presencia de la secuencia de acidos
nucleicos diana.

EJEMPLO 2: Ajustabilidad del valor de T,, de un acido nucleico bicatenario
extendido

Se examiné en mayor detalle si el valor de T, de un &cido nucleico bicatenario
extendido es ajustable con la secuencia de CTO en el ensayo PTOCE.

Para el examen, se emplearon tres tipos de CTO cuyos segmentos molde tenian
secuencias distintas. EI PTO no tiene marcador. Los tres tipos de CTO incorporan una
molécula amortiguadora (BHQ-1) y una molécula indicadora fluorescente (FAM) en los
segmentos molde. EI PTO y el CTO estan bloqueados con un espaciador de carbonos
en sus extremos 3.

Los tres tipos de CTO fueron sometidos al ensayo PTOCE con analisis de la fusion.

Las secuencias del molde sintético, del cebador situado corriente arriba, del PTO y del
CTO usadas en este ejemplo son:

NG-T 5-
AAATATGCGAAACACGCCAATGAGGGGCATGATGCTTTCTTTTTGTTCTTGCTCGGCAGAGCGAGTGATA
CCGATCCATTGAAAAA-3"  (SEQ ID NO: 1)

NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-3  5-ACGACGGCTTGGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador C3] -
3" (SEQID n. 7)

NG-CTO-1  5'-[BHQ-
1]CCTCCTCCTCCTCCTCCTCC[T(FAM)[CCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[espaciador
C3]-3 (SEQ ID n.° 4)

NG-CTO-3  5-[BHQ-
1JTTTTTTTTTTCCTCCTCCAGIT(FAM)JAAAGCCAAGCCGTCGT[espaciador ~ C3]-3°
(SEQ ID n.° 8)

NG-CTO-4 5°-[BHQ-1]
[TTTTTTTTTTTTTTTTTAG[T(FAM)JAAAGCCAAGCCGTCGT[espaciador C3] -3’
(SEQID n.°9)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

La reaccion se llevé a cabo con un volumen final de 20 ul que contenia 2 pmol de
molde sintético (SEQ ID n.° 1) del gen de NG, 10 pmol de cebador situado corriente
arriba (SEQ ID n.° 2), 5 pmol de PTO (SEQ ID n.° 7), 2 pmol de CTO (SEQ ID n.° 4, 8
0 9) y 10 yl de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM y 1,6
unidades de ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el tubo con la mezcla de
reaccion se introdujo en un termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla
de reaccion se desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se sometié a 30 ciclos de 30 s a
95 °C y 60 s a 60 °C. Después de la reaccion, se obtuvo la curva de fusién mediante el
enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C, mantenimiento a 35 °C durante 30 s y
calentamiento lento de 35°C a 90 °C. La fluorescencia se midié continuamente
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durante el alza de la temperatura para controlar la disociacion de las moléculas
bicatenarias de ADN. El pico de fusién se dedujo de los datos de la curva de fusion.

Tal y como muestra la Figura 16, se detectd un pico a 76,0 °C, 69,0 °C o0 64,5 °C en
presencia del molde. Cada pico corresponde a la T,, esperada del acido nucleico
bicatenario extendido generado a partir del CTO examinado. No se detectd ningun
pico sin la presencia del molde.

Estos resultados indican que el valor de T, del acido nucleico bicatenario extendido es
ajustable mediante la secuencia del CTO.

EJEMPLO 3: Deteccion de una secuencia de acidos nucleicos diana con el
ensayo PTOCE que comprende la deteccion en tiempo real o el analisis de la
fusion

Se examind en mayor detalle si el ensayo PTOCE podia detectar una secuencia de
acidos nucleicos diana con () la PCR en tiempo real o (Il) el analisis de la fusion tras la
PCR: (I) La escision del PTO y la extensién del fragmento del PTO estuvieron
acompanadas por la amplificacién de un acido nucleico diana con el proceso de PCR y
la presencia del acido nucleico bicatenario extendido se detectdé a una temperatura
prefijada en cada ciclo (ensayo PTOCE con deteccion en tiempo real a temperatura
prefijada) o; (ll) la escision del PTO y la extension del fragmento del PTO estuvieron
acompanadas por la amplificacién de un acido nucleico diana con el proceso de PCR 'y
la presencia del acido nucleico bicatenario extendido se detecté mediante un analisis
de la fusién tras la PCR (ensayo PTOCE con analisis de la fusion).

El cebador situado corriente arriba interviene tanto en la escision del PTO por una
enzima con actividad 5-nucleasa como en la amplificacion de la secuencia de acidos
nucleicos diana con el cebador situado corriente abajo mediante el proceso de PCR.
La ADN-polimerasa Taq dotada de actividad 5°-nucleasa se usé para la extensién del
cebador situado corriente arriba y del cebador situado corriente abajo, la escision del
PTO y la extension del fragmento del PTO.

El acido nucleico bicatenario extendido se disefié para tener un marcador interactivo
doble. ElI marcador interactivo doble incorporado al &acido nucleico bicatenario
extendido se proporcioné en forma de: (I) CTO marcado con una molécula indicadora
y una molécula amortiguadora, (Il) un complejo de molécula amortiguadora-iso-dGTP
incorporado durante la reaccion de extensiéon y CTO dotado de una molécula
amortiguadora y un residuo iso-dC, o (lll) PTO dotado de una molécula amortiguadora
y un CTO dotado de una molécula indicadora. EI PTO y el CTO estan bloqueados con
un espaciador de carbonos en sus extremos 3.

El ADN gendmico de Neisseria gonorrhoeae (NG) se us6 como acido nucleico diana.

3-1. Ensayo PTOCE con un CTO con marcaje doble

El PTO no tiene marcador y el CTO estda marcado con una molécula amortiguadora
(BHQ-1) y una molécula indicadora fluorescente (FAM) en su segmento molde.

Las secuencias del cebador situado corriente arriba, del cebador situado corriente
abajo, del PTO y del CTO usadas en este ejemplo son:

NG-F 5 TACGCCTGCTACTTTCACGCT 3" (SEQ ID n.° 10)
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NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-3  5-ACGACGGCTTGGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador C3] -
3" (SEQIDn.°7)

NG-CTO-1 5 [BHQ-
1]JCCTCCTCCTCCTCCTCCTCC[T(FAM)JCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGTClespacia-
dor C3]-3" (SEQ ID N°. 4)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

3-1-1. Ensayo PTOCE con deteccidon en tiempo real a una temperatura prefijada

La reaccion se llevé a cabo con un volumen final de 20 pl que contenia 100 pg de ADN
genomico de NG, 10 pmol de cebador situado corriente abajo (SEQ ID n.° 10), 10 pmol
de cebador situado corriente arriba (SEQ ID n.° 2), 5 pmol de PTO (SEQ ID n.° 7),
2 pmol de CTO (SEQ ID n.° 4) y 10 pyl de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl,
2,5 mM, dNTP 200 uM y 1,6 unidades de ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el
tubo con la mezcla de reaccion se introdujo en un termociclador de tiempo real
(CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccién se desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se
sometié a 60 ciclos de 30 s a 95°C, 60 s a 60 °Cy 30 s a 72 °C. La deteccion de la
sefal se llevd a cabo a 60 °C en cada ciclo. La temperatura de deteccidon se determiné
en funcion de que el acido nucleico bicatenario extendido mantuviera la forma
bicatenaria.

Tal y como muestra la Figura 17A, la sefal diana (Ct 31,36) se detectd en presencia
del molde. No se detectd ninguna sefial sin la presencia del molde.

3-1-2. Ensayo PTOCE con analisis de la fusién

En el ejemplo 3-1-1, después de la reaccion se obtuvo la curva de fusién mediante el
enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C, mantenimiento a 35 °C durante 30 s y
calentamiento lento de 35°C a 90 °C. La fluorescencia se midié continuamente
durante el alza de la temperatura para controlar la disociacion de las moléculas
bicatenarias de ADN. El pico de fusién se dedujo de los datos de la curva de fusion.

Tal y como muestra la Figura 17B, en presencia del molde se detectdé un pico a
76,0 °C correspondiente al valor de T, esperado del acido nucleico bicatenario
extendido. No se detecté ningun pico sin la presencia del molde. Como el hibrido
formado por el PTO sin escindir con el CTO no ofrece ninguna sefial en este método
de marcaje, no hubo ningun pico que correspondiera a dicho hibrido.

3-2. Ensayo PTOCE con un complejo de molécula amortiguadora-iso-dGTP y un CTO
marcado con molécula indicadora dotado de un residuo iso-dC

El PTO no tiene marcador. El CTO contiene una molécula indicadora (FAM) y un
residuo iso-dC en su extremo 5°. Durante la reacciéon de extension del fragmento del
PTO, un iso-dGTP marcado con una molécula amortiguadora (dabcyl) se incorpora en
la posicidon complementaria al residuo iso-dC.

Las secuencias del cebador situado corriente arriba, del cebador situado corriente
abajo, del PTO y del CTO usadas en este ejemplo son:

NG-F 5 TACGCCTGCTACTTTCACGCT-3" (SEQ ID n.° 10)
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NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQID n.° 2)

NG-PTO-1  5-ACGACGGCTTGGCTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador
C3]-3' (SEQID n.° 3)

NG-CTO-5  5'-[FAM][lso-dC]CTCCTCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[espaciador
C3]-3" (SEQ ID n.° 11)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

3-2-1. Ensayo PTOCE con deteccidon en tiempo real a una temperatura prefijada

La reaccion se llevd a cabo con un volumen final de 20 pl que contenia 100 pg de ADN
genomico de NG, 10 pmol de cebador situado corriente abajo (SEQ ID n.° 10), 10 pmol
de cebador situado corriente arriba (SEQ ID n.° 2), 5 pmol de PTO (SEQ ID n.° 3),
2 pmol de CTO (SEQ ID n.° 11) y 10 ul de Mezcla maestra 2X Plexor® (n.° de catalogo
A4100, Promega, EE. UU.); el tubo con la mezcla de reaccidén se introdujo en un
termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccién se desnaturalizé
durante 15 min a 95 °C y se someti6 a 60 ciclos de 30sa 95 °C,60sa60°Cy30sa
72°C y 5 ciclos de 30 s a 72 °C y 30 s a 55 °C. La deteccion de la senal se llevo a
cabo a 60 °C en cada ciclo. La temperatura de deteccion se determiné en funcién de
gue el acido nucleico bicatenario extendido mantuviera la forma bicatenaria.

La ADN-polimerasa dotada de actividad 5"-nucleasa de la Mezcla maestra Plexor® se
us6 para la extension del cebador situado corriente arriba y la del cebador situado
corriente abajo, la escision del PTO y la extension del fragmento del PTO.

Tal y como muestra la Figura 18A, la sefal diana (Ct 33,03) se detectd en presencia
del molde. No se detectd ninguna sefial sin la presencia del molde.

3-2-2. Ensayo PTOCE con analisis de la fusién

En el ejemplo 3-2-1, después de la reaccion se obtuvo la curva de fusién mediante el
enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C, mantenimiento a 35 °C durante 30 s y
calentamiento lento de 35°C a 90 °C. La fluorescencia se midié continuamente
durante el alza de la temperatura para controlar la disociacion de las moléculas
bicatenarias de ADN. El pico de fusién se dedujo de los datos de la curva de fusion.

Tal y como muestra la Figura 18B, en presencia del molde se detectd un pico a
70,0 °C correspondiente al valor de T, esperado del acido nucleico bicatenario
extendido. No se detecté ningun pico sin la presencia del molde. Como el hibrido
formado por el PTO sin escindir con el CTO no ofrece ninguna sefial en este método
de marcaje, no hubo ningun pico que correspondiera a dicho hibrido.

3-3. Ensayo PTOCE con un PTO marcado con molécula amortiguadora v un CTO
marcado con molécula indicadora

El PTO esta marcado con una molécula amortiguadora (BHQ-1) en su extremo 5°. El
CTO esta marcado con una molécula indicadora fluorescente (FAM) en su extremo 3.

Las secuencias del cebador situado corriente arriba, del cebador situado corriente
abajo, del PTO y del CTO usadas en este ejemplo son:

NG-F 5-TACGCCTGCTACTTTCACGCT 3" (SEQ ID n.° 10)
NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)
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NG-PTO-4  5-[BHQ-1]ACGACGGCTTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador
C3]-3" (SEQ ID n.° 12)

NG-CTO-2 5-CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[FAMI-
3" (SEQ ID n.° 6)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

3-3-1. Ensayo PTOCE con deteccién en tiempo real a una temperatura prefijada

La reaccion se llevod a cabo con un volumen final de 20 pl que contenia 100 pg de ADN
genomico de NG, 10 pmol de cebador situado corriente abajo (SEQ ID n.° 10), 10 pmol
de cebador situado corriente arriba (SEQ ID n.° 2), 5 pmol de PTO (SEQ ID n.° 12),
2 pmol de CTO (SEQ ID n.° 6) y 10 pyl de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl,
2,5 mM, dNTP 200 uM y 1,6 unidades de ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el
tubo con la mezcla de reaccion se introdujo en un termociclador de tiempo real
(CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccién se desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se
sometié a 60 ciclos de 30 s a 95°C, 60 s a 60 °Cy 30 s a 72 °C. La deteccion de la
sefal se llevd a cabo a 60 °C en cada ciclo. La temperatura de deteccidon se determiné
en funcion de que el acido nucleico bicatenario extendido mantuviera la forma
bicatenaria y la temperatura fuera superior al valor de T, del hibrido formado por el
PTO sin escindir con el CTO.

Tal y como muestra la Figura 19A, la sefal diana (Ct 29,79) se detectd en presencia
del molde. No se detectd ninguna sefal sin la presencia del molde.

3-3-2. Ensayo PTOCE con analisis de la fusién

En el ejemplo 3-3-1, después de la reaccion se obtuvo la curva de fusién mediante el
enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C, mantenimiento a 35 °C durante 30 s y
calentamiento lento de 35°C a 90 °C. La fluorescencia se midié continuamente
durante el alza de la temperatura para controlar la disociacion de las moléculas
bicatenarias de ADN. El pico de fusidon se dedujo de los datos de la curva de fusion.

Tal y como muestra la Figura 19B, en presencia del molde se detectdé un pico a
76,5 °C correspondiente al valor de T, esperado del acido nucleico bicatenario
extendido. Como el hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO ofrece una
sefal no diana en este método de marcaje, el pico correspondiente al valor de T, del
hibrido de PTO sin escindir con CTO se detectd a 48,0 °C sin presencia del molde.

Estos resultados indican que el ensayo PTOCE con deteccién en tiempo real o analisis
de la fusién puede detectar una secuencia de acidos nucleicos diana.

EJEMPLO 4: Deteccion de miuiltiples secuencias de acidos nucleicos diana con el
ensayo PTOCE que comprende el analisis de la fusion

También se examind si el ensayo PTOCE con andlisis de la fusién podia detectar
multiples secuencias de acidos nucleicos diana con el mismo tipo de molécula
indicadora.

A la escision de los PTO vy la extension de los fragmentos del PTO le acompafio la
amplificacion de las secuencias de acidos nucleicos diana con el proceso de PCRy la
presencia de acidos nucleicos bicatenarios extendidos se detecté mediante analisis de
la fusién tras la PCR (ensayo PTOCE con analisis de la fusion).

58



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 538459 T3

Los acidos nucleicos bicatenarios extendidos formados durante el ensayo fueron
disefiados para tener un marcador interactivo doble. EI marcador interactivo doble del
acido nucleico bicatenario extendido se proporcioné en forma de CTO marcado con
una molécula indicadora y una molécula amortiguadora en su segmento molde. Los
CTO tenian el mismo tipo de molécula indicadora fluorescente (FAM), pero tenian
secuencias distintas para generar los diferentes valores de T, de los acidos nucleicos
bicatenarios extendidos. EI PTO y el CTO estan bloqueados con un espaciador de
carbonos en sus extremos 3.

Los ADN gendmicos de Neisseria gonorrhoeae (NG) y de Staphylococcus aureus (SA)
se usaron como acidos nucleicos diana.

Las secuencias del cebador situado corriente arriba, del cebador situado corriente
abajo, de los PTO y de los CTO usadas en este ejemplo son:

NG-F 5-TACGCCTGCTACTTTCACGCT-3" (SEQ ID n.° 10)
NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-3 5"-ACGACGGCTTGGCCCCTCATTGGCGTGTTTCGespaciador C3] -3°
(SEQID n.°7)

NG-CTO-1 5"-[BHQ-
1]CCTCCTCCTCCTCCTCCTCCIT(FAM)JCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[espaciador
C3]-3" (SEQ ID N°. 4)

SA-F 5-TGTTAGAATTTGAACAAGGATTTAATC-3" (SEQ ID n.° 13)

SA-R 5'-GATAAGTTTAAAGCTTGACCGTCTG-3" (SEQ ID n.° 14)

SA-PTO-1 5"
AATCCGACCACGCATTCCGTGGTCAATCATTCGGTTTACG[espaciador C3] -3
(SEQ ID n.° 15)

SA-CTO-1 5'-[BHQ-
ATTTTTTTTTTTTTTTTTGCA[T(FAM)JAGCGTGGTCGGATT[espaciador C3] -3 (SEQ
ID n.° 16)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

La reaccion se llevé a cabo con un volumen final de 20 pl que contenia 100 pg de ADN
genomico de NG, 100 pg de ADN gendémico de SA, 10 pmol de cada cebador situado
corriente abajo (SEQ ID n.° 10 y 13), 10 pmol de cada cebador situado corriente arriba
(SEQ ID n.° 2y 4), 5 pmol de cada PTO (SEQ ID n.° 7 y 15), 2 pmol de cada CTO
(SEQ IDn.°4y6)y 10 yl de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP
200 pM y 1,6 unidades de ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el tubo con la
mezcla de reaccion se introdujo en un termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad);
la mezcla de reaccion se desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se sometidé a 60
ciclosde 30sa 95 °C,60sa60°Cy30sa72°C. Después de la reaccion, se obtuvo
la curva de fusion mediante el enfriamiento de la mezcla de reaccion a 35 °C,
mantenimiento a 35 °C durante 30 s y calentamiento lento de 35°C a 90 °C. La
fluorescencia se midié continuamente durante el alza de la temperatura para controlar
la disociacion de las moléculas bicatenarias de ADN. El pico de fusion se dedujo de los
datos de la curva de fusion.
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Tal y como se muestra en la Figura 20, se detectaron multiples sefiales diana (T, de
NG: 75,5 °C y T, de SA: 63,5 °C) en presencia de los moldes. No se detectdé ninguna
sefal sin la presencia de los moldes.

Estos resultados indican que el ensayo PTOCE que comprende el analisis de la fusién
permite detectar multiples acidos nucleicos diana usando el mismo tipo de molécula
indicadora (p. ej., FAM) siempre que los acidos nucleicos bicatenarios extendidos
correspondientes a los acidos nucleicos diana tengan valores de T,, distintos.

EJEMPLO 5: Evaluacion del ensayo PTOCE con analisis de la fusién en una
micromatriz

Se examind con mas profundidad el ensayo PTOCE con analisis de la fusion en una
micromatriz. La escision del PTO se llevo a cabo en un recipiente distinto y una parte
alicuota del resultado se incorporé a una micromatriz que contenia CTO inmovilizado.
Tras la reaccién de extension se detectd la presencia del acido nucleico bicatenario
extendido mediante el analisis de la fusion.

La ADN-polimerasa Taq dotada de actividad 5°-nucleasa se usé para la extensién del
cebador situado corriente arriba, la escision del PTO y la extension del fragmento del
PTO. El acido nucleico bicatenario extendido formado durante el ensayo se disefid
para que tuviera un marcador sencillo. EI marcador sencillo del acido nucleico
bicatenario extendido consisti6 en el marcaje del PTO en su extremo 5 con
Quasar570 como molécula indicadora fluorescente. EI PTO y el CTO estan
bloqueados con un espaciador de carbonos en sus extremos 3. EI CTO tiene poli(T)s
como brazo de enlace y se inmovilizé sobre la superficie de un portaobjetos de vidrio a
través de un grupo amino (AminoC7) en su extremo 5°".Una sonda marcadora dotada
con una molécula indicadora fluorescente (Quasar570) en su extremo 5" se inmovilizé
sobre la superficie del portaobjetos de vidrio a través de un grupo amino de su extremo
3.

Las secuencias del molde sintético, del cebador situado corriente arriba, del PTO, del
CTO y del marcador usadas en este ejemplo son:

NG-T 5°-

_MATAECGAMCAE:GCCAATGAGGGGD&TGATGGW CTTGCTCGGCAGAGCGAGTGATA

CCGATCCATTGAAAAA-3*  (SEQ ID NO: 1) |
NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3’ (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-5 5-
[Quasar570]JACGACGGCTTGGCTTTACTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador
C3]-3" (SEQ ID n.° 17)

NG-CTO-S1 5'-
[AmMinoC7]TTTTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[es
paciador C3]-3(SEQ ID n.° 18)

Marcador 5°-[Quasar570]ATATATATAT[AminoC7]-3" (SEQ ID n.° 19)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)
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Se usaron portaobjetos NSB9 NHS (NSBPOSTECH, Corea) para la fabricacion del
CTO y del marcador (SEQ ID n.° 18 y 19). EI CTO y el marcador disueltos en tampén
de aplicacion NSB con una concentracion final de 10 yM se imprimieron en los
portaobjetos NSB9 NHS con PersonalArrayer™16 Microarray Spotter (CapitalBio,
China). EI CTO y el marcador se aplicaron uno junto al otro en un formato 2x1 (puntos
«sonda» duplicados), y la micromatriz resultante se incubé hasta el dia siguiente en
una camara mantenida a ~85% de humedad. A continuacién, los portaobjetos se
lavaron con una soluciéon tampon que contenia 2 x SSPE (cloruro sédico 0,3 M,
hidrogenofosfato de sodio 0,02 My EDTA 2,0 mM), pH 7,4 y SDS 7,0 mM a 37 °C
durante 30 min para eliminar el CTO y el marcador que no se hubieran unido
especificamente y se enjuagé con agua destilada. Los portaobjetos con el ADN
preparado se secaron en una centrifuga al efecto y se conservaron a oscuras y a 4 °C
hasta su uso.

La reaccion de escision se llevd a cabo con un volumen final de 50 yl que contenia
2 pmol de molde sintético (SEQ ID n.° 1) del gen de NG, 10 pmol de cebador situado
corriente arriba (SEQ ID n.° 2), 1 pmol de PTO (SEQ ID n.° 17), y 25 pl de Mezcla
maestra 2X que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM y 4 unidades de ADN-
polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el tubo con la mezcla de reaccién se introdujo en
un termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion se
desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se sometié a 30 ciclosde 30sa 95 °Cy60s a
63 °C.

Los 30 ul de la mezcla resultante se depositaron en un camara montada sobre la
superficie de un portaobjetos de vidrio NSB al que se habia fijado el CTO (SEQ ID n.°
18).El portaobjetos se colocé en el termobloque del termociclador (GeneProB4l,
China). Se prepararon seis portaobjetos iguales para el analisis de la fusion. La
reaccion de extension duré 20 min a 55°C. A continuacién, los portaobjetos se
incubaron 1 min a temperatura ambiente. Por ultimo, cada portaobjetos se lavd con
agua destilada durante 1 min a 44 °C, 52 °C, 60 °C, 68 °C, 76 °C o 84 °C. La
adquisicion de imagenes se efectué con un escaner laser confocal Axon
GenePix4100A (Molecular Device, EE. UU.) con exploracién a una resolucion de pixel
de 5 ym. La intensidad de la fluorescencia se analizé con el software para analisis
cuantitativo de micromatrices GenePix pro6.0 (Molecular Device, EE. UU.). La
intensidad de la fluorescencia se expres6 en forma de mediana de cada punto sonda
tras la preceptiva resta del fondo local. Cada punto sonda estaba duplicado para la
prueba de reproducibilidad. La intensidad de la fluorescencia indica el valor promedio
de los puntos sonda duplicados.

Tal y como aparece en las Figuras 21A y 21B, se obtuvo la curva de fusion midiendo la
intensidad de la fluorescencia de los puntos sonda preparados con distintas
temperaturas de lavado. La presencia del acido nucleico bicatenario extendido se
determiné a partir de los datos de la curva de fusion.

EJEMPLO 6: Evaluacion del ensayo PTOCE con deteccion en tiempo real en una
micromatriz

Examinamos con mayor detalle el ensayo PTOCE con deteccion en tiempo real a una
temperatura prefijada en una micromatriz.
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La escision del PTO y la extension del fragmento del PTO se repitieron en una
micromatriz que contenia el CTO inmovilizado. La presencia del acido nucleico
bicatenario extendido se detect6 a una temperatura prefijada en varios ciclos
concretos.

Se us6 la ADN-polimerasa Taq dotada de actividad 5-nucleasa para la extension del
cebador situado corriente arriba, la escision del PTO y la extension del fragmento del
PTO.

El acido nucleico bicatenario extendido formado durante el ensayo se disefid para
tener un marcador sencillo o un marcador interactivo doble. El marcador sencillo del
acido nucleico bicatenario extendido se proporciond en forma de PTO con una
molécula indicadora (PTO marcado con indicador). EI marcador interactivo doble del
acido nucleico bicatenario extendido se proporcioné marcando el CTO con una
molécula indicadora y una molécula amortiguadora (CTO con marcaje doble). EI PTO
y el CTO estan bloqueados con un espaciador de carbonos en sus extremos 3.

ElI CTO tiene un poli(T) como brazo de enlace. EI CTO se inmovilizé sobre la superficie
de un portaobjetos de vidrio a través de un grupo amino (AminoC7) en su extremo 5" o
en su extremo 3°. Una sonda marcadora dotada de una molécula indicadora
fluorescente (Quasar570) en su extremo 5° se inmovilizd sobre la superficie del
portaobjetos de vidrio a través de un grupo amino en su extremo 3. La intensidad de
la fluorescencia sobre el portaobjetos de vidrio se midié a una temperatura prefijada.
La temperatura de deteccion se determind en funcidn de que el acido nucleico
bicatenario extendido mantuviera la forma bicatenaria. El oligonucleétido sintético para
Neisseria gonorrhoeae (NG) se us6 como molde.

6-1. Ensayo PTOCE con un PTO marcado con molécula indicadora

El PTO incorpora como molécula indicadora fluorescente Quasar570 en su extremo 5°.
El CTO se inmovilizé por su extremo 5. En este método de marcaje, la temperatura de
deteccidon se determind en funcidon de que el acido nucleico bicatenario extendido
mantuviera la forma bicatenaria y la temperatura fuera superior al valor de T, del
hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.

Las secuencias del molde sintético, del cebador situado corriente arriba, del PTO, del
CTO y del marcador usadas en este ejemplo son:

NG-T 5°-

ARATATGCGAAACACGCCAATGAGGGGCATGATGCTTTCTTTTTGTTCTTGCTCGGCAGAGCGAGTGATA
CCGATCCATTGAAAAA-Y'  (SEQ ID NO: 1)

NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)

NG-PTO-5 5-
[Quasar570]JACGACGGCTTGGCTTTACTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador
C3]-3" (SEQ ID n.° 17)

NG-CTO-S1 5-
[AminoC7]TTTTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[es

paciador C3]-3(SEQ ID n.° 18)
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Marcador 5°-[Quasar570]ATATATATAT[AminoC7]-3" (SEQ ID n.° 19)
(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)
La preparacion del portaobjetos se hizo siguiendo el mismo protocolo del Ejemplo 5.

La reaccion del PTOCE se llevé a cabo con un volumen final de 30 ul que contenia
2 pmol de molde sintético (SEQ ID n.° 1) del gen de NG, 10 pmol de cebador situado
corriente arriba (SEQ ID n.° 2), 1 pmol de PTO (SEQ ID n.° 17), y 15 pl de Mezcla
maestra 2X que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM y 2,4 unidades de ADN-
polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); la mezcla entera se depositd en una camara
montada sobre la superficie de un portaobjetos de vidrio NSB al que se habia fijado el
CTO (SEQ ID n.° 18). El portaobjetos se coloco en el termobloque del termociclador
(GenePro B4l, China). Se prepararon cinco portaobjetos iguales para el analisis del
ciclado. La reaccion de PTOCE se llevdé a cabo del modo siguiente: 15 min de
desnaturalizacion a 95 °C y 0, 5, 10, 20 o 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 60 s a 60 °C y
60 s a 55 °C. Después de la reaccion con el correspondiente niumero de ciclos, los
portaobjetos se lavaron con agua destilada a 64 °C durante 1 min. La adquisiciéon de
imagenes se efectudé después de cada lavado con un escaner laser confocal Axon
GenePix4100A (Molecular Device, EE. UU.) con exploracién a una resolucion de pixel
de 5 ym. La intensidad de la fluorescencia se analizé con el software para analisis
cuantitativo de micromatrices GenePix pro6.0 (Molecular Device, EE. UU.). La
intensidad de la fluorescencia se expres6 en forma de mediana de cada punto sonda
tras la preceptiva resta del fondo local. Cada punto sonda estaba duplicado para la
prueba de reproducibilidad. La intensidad de la fluorescencia indica el valor promedio
de los puntos sonda duplicados.

Tal y como muestran las Figuras 22A y 22B, la intensidad de la fluorescencia emitida
por la secuencia de acidos nucleicos diana aumenté con el numero de ciclos
(Unidades de fluorescencia relativa (RFU) en el ciclo 0: 1304 £ 0,7; RFU a los 5 ciclos:
18939 +1342,1; RFU a los 10 ciclos: 30619 +285,0; RFU a los 20 ciclos:
56 248 + 2208,3; y RFU a los 30 ciclos: 64 645 + 1110,2) en presencia del molde. La
intensidad de la fluorescencia no cambid en ningun ciclo cuando el molde no estaba
presente.

6-2. Ensayo PTOCE con un CTO con marcaje doble

El CTO estaba inmovilizado por su extremo 3" e incorporaba una molécula
amortiguadora (BHQ-2) y una molécula indicadora fluorescente (Quasar570) en su
segmento molde.

Las secuencias del molde sintético, del cebador situado corriente arriba, del PTO, del
CTO y del marcador usadas en este ejemplo son:

NG-T 5'-

MATATGCGMAC:ACG CCAATGAGGGGCATGATGCTTTCTTTTTGTTCTTGCTCGGCAGAGOGAGTGATA

CCGATCCATTGAAAAA-3'  (SEQ ID NO: 1)

NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQ ID n.° 2)
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NG-PTO-6 5
ACGACGGCTTGGCTTTACTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCGespaciador C3]-3’
(SEQ ID n.° 20)

NGCTO-S2  S5- [BHQ-2)0CTCCTCCTCCTCCTOCTOC[ T(QuasarS70)CCAGTAAAGCCAAGCCGTCGTTTTTTT

TIIT{AmincC71-3  (SEQ ID NO: 21)

Marcador 5°-[Quasar570]ATATATATAT[AminoC7]-3" (SEQ ID n.° 19)
(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)
La preparacion del portaobjetos se hizo siguiendo el mismo protocolo del Ejemplo 5.

La reaccion del PTOCE se llevé a cabo con un volumen final de 30 ul que contenia
2 pmol de molde sintético (SEQ ID n.° 1) del gen de NG, 10 pmol de cebador situado
corriente arriba (SEQ ID n.° 2), 1 pmol de PTO (SEQ ID n.° 20), y 15 pl de Mezcla
maestra 2X que contenia MgCl, 2,5 mM, dNTP 200 uM y 2,4 unidades de ADN-
polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); la mezcla entera se depositd en una camara
montada sobre la superficie de un portaobjetos de vidrio NSB al que se habia fijado el
CTO (SEQ ID n.° 21). El portaobjetos se coloco en el termobloque del termociclador
(GenePro B4l, China). Se prepararon cinco portaobjetos iguales para el analisis del
ciclado. La reaccion de PTOCE se llevé a cabo del modo siguiente: 15 min de
desnaturalizacion a 95 °C y 0, 5, 10, 20 o 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 60 s a 60 °C y
60 s a 50 °C. Después de la reacciéon con el correspondiente numero de ciclos, la
adquisicion de imagenes se efectué con un escaner confocal laser Axon
GenePix4100A (Molecular Device, EE. UU.) con exploracién a una resolucion de pixel
de 5 ym. La intensidad de la fluorescencia se analizé con el software para analisis
cuantitativo de micromatrices GenePix pro6.0 (Molecular Device, EE. UU.). La
intensidad de la fluorescencia se expres6 en forma de mediana de cada punto sonda
tras la preceptiva resta del fondo local. Cada punto sonda estaba duplicado para la
prueba de reproducibilidad. La intensidad de la fluorescencia indica el valor promedio
de los puntos sonda duplicados.

Tal y como muestran las Figuras 23A y 23B, la intensidad de la fluorescencia de la
secuencia de acidos nucleicos diana aumenté con el numero de ciclos (RFU en el ciclo
0: 28078 £460,3; RFU a los 5 ciclos: 35967 £555,1; RFU a los 10 ciclos:
44 674 £ 186,0; RFU a los 20 ciclos: 65 423 +2,1; y RFU a los 30 ciclos: 65 426 + 2,8)
en presencia del molde. La intensidad de la fluorescencia no cambié en ningun ciclo
cuando el molde no estaba presente.

EJEMPLO 7: Deteccion de multiples secuencias de acidos nucleicos diana
mediante el ensayo PTOCE con deteccion de punto final a una temperatura
prefijada en una micromatriz

Se examind con mayor detalle la deteccion de multiples dianas mediante el ensayo
PTOCE con deteccién de punto final a una temperatura prefijada en una micromatriz.

La escision del PTO se llevod a cabo en un recipiente distinto al del proceso de PCR y
una parte alicuota del resultado se incorporé a la micromatriz que contenia el CTO
inmovilizado. Tras la reaccion de extension, la presencia del acido nucleico bicatenario
extendido se detecto por detecciéon de punto final a una temperatura prefijada.
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La ADN-polimerasa Taq dotada de actividad 5°-nucleasa se usé para la extensién del
cebador situado corriente arriba y del cebador situado corriente abajo, la escision del
PTO y la extension del fragmento del PTO.

El acido nucleico bicatenario extendido formado durante el ensayo se disefid para
tener un marcador sencillo. EI marcador sencillo del acido nucleico bicatenario
extendido consistio en el marcaje del PTO por su extremo 5 con Quasar570 como
molécula indicadora fluorescente. EI PTO y el CTO estan bloqueados con un
espaciador de carbonos en sus extremos 3.

El CTO tiene poli(T)s como brazo de enlace y se inmovilizé sobre la superficie de un
portaobjetos de vidrio a través de un grupo amino (AminoC7) en su extremo 5°. Una
sonda marcadora dotada de una molécula indicadora fluorescente (Quasar570) en su
extremo 5 se inmovilizé sobre la superficie del portaobjetos de vidrio a través de un
grupo amino en su extremo 3.

La intensidad de la fluorescencia en el portaobjetos de vidrio se midié a una
temperatura prefijada. La temperatura de deteccion se determind en funcién de que el
acido nucleico bicatenario extendido mantuviera la forma bicatenaria y la temperatura
fuera superior al valor de T, del hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.
Se usaron los ADN gendmicos de Staphylococcus aureus (SA) y de Neisseria
gonorrhoeae (NG).

Las secuencias del cebador situado corriente arriba, del cebador situado corriente
abajo, del PTO, del CTO y del marcador usadas en este ejemplo son:

NG-F 5-TACGCCTGCTACTTTCACGCT-3" (SEQ ID n.°10)
NG-R 5-CAATGGATCGGTATCACTCGC-3" (SEQID n.° 2)

NG-PTO-5 5'-
[Quasar570]JACGACGGCTTGGCTTTACTGCCCCTCATTGGCGTGTTTCG[espaciador
C3]-3" (SEQ ID n.° 17)

NG-CTO-S15'-
[AminoC7]TTTTTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCCAGTAAAGCCAAGCCGTCGT[es-
paciador C3]-3(SEQ ID n.° 18)

SA-F 5 -TGTTAGAATTTGAACAAGGATTTAATC-3" (SEQ ID n.° 13)

SA-R2 5-TTAGCTCCTGCTCCTAAACCA-3" (SEQ ID n.° 22)

SA-PTO-2 5'-
[Quasar570]JAATCCGACCACGCTATGCTCATTCCGTGGTCAATCATTCGGTTTACG]
espaciador C3]-3’ (SEQ ID NO: 23)

SA_CTO-S1 5'-
[AMinoC7]TTTTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCCCCCAGCATCGCGTGGTCGG
ATT [espaciador C3]-3’ (SEQ ID NO: 24)

Marcador 5°-[Quasar570]ATATATATAT[AminoC7]-3" (SEQ ID n.° 19)

(Las letras subrayadas indican el segmento de marcaje en 5" del PTO)

La preparacion del portaobjetos se hizo siguiendo el mismo protocolo del Ejemplo 5.
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La reaccion de escision se llevd a cabo con un volumen final de 50 yl que contenia
100 pg de ADN gendémico de SA y/o otros tantos de ADN gendmico de NG, 10 pmol de
cebador situado corriente abajo (SEQ ID n.° 10 y/o 13), 10 pmol de cebador situado
corriente arriba (SEQ ID n.° 2 y/o 22), 1 pmol de PTO (SEQ ID n.° 17 y/o 23), y 25 i
de Mezcla maestra 2X que contenia MgCl; 2,5 mM, dNTP 200 pM y 4 unidades de
ADN-polimerasa H-Taq (Solgent, Corea); el tubo con la mezcla de reaccion se
introdujo en un termociclador de tiempo real (CFX96, Bio-Rad); la mezcla de reaccion
se desnaturalizé durante 15 min a 95 °C y se someti6 a 60 ciclos de 30 s a 95 °C y
60 s a 63 °C. Los 30 ul de la mezcla resultante se depositaron en un camara montada
sobre la superficie de un portaobjetos de vidrio NSB en el que se habian fijado los
CTO (SEQ ID n.° 18 y 24). El portaobjetos se colocdé en el termobloque del
termociclador (GenePro B4l, China). La reaccion de extension durd 20 min a 55 °C. A
continuacion, los portaobjetos se lavaron con agua destilada a 64 °C durante 1 min. La
adquisicion de imagenes se efectué después de cada lavado con un escaner confocal
laser Axon GenePix4100A (Molecular Device, EE. UU.) con exploracion a una
resolucion de pixel de 10 uym. La intensidad de la fluorescencia se analizé con el
software para analisis cuantitativo de micromatrices GenePix pro6.0 (Molecular
Device, EE. UU.). La intensidad de la fluorescencia se expres6 en forma de mediana
de cada punto sonda tras la preceptiva resta del fondo local. Cada punto sonda estaba
duplicado para la prueba de reproducibilidad. La intensidad de la fluorescencia indica
el valor promedio de los puntos sonda duplicados.

Tal y como muestra la Figura 24, la sefal diana de SA (RFU: 65 192 £ 198,7) se
detect6 en presencia del molde de SA. La sefial diana de NG (RFU: 65 332 + 1,4) se
detectd en presencia del molde de NG. Tanto la sefial diana de SA (RFU:
65302 £ 0,7) como la de NG (RFU: 65302 +0,7) se detectaron en presencia de
ambos moldes.

<110> Seegene,Inc.

<120> DETECCION DE SECUENCIAS DE ACIDQS NUCLEICOS
DIANA MEDIANTE UN ENSAYO DE ESCISION Y EXTENSION
DE PTO

<130> PP110142

<150> 10-2011-0002840
<151>2011-01-11

<150> 10-2011-0023465
<151>2011-03-16

<150> PCT/KR2011/004452
<151>2011-06-17

<160> 24
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<170> Kopatentin 2.0

<210>1

<211> 86

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-T

<400> 1

aaatatgcga aacacgecaa tgaggggcat gatgctitet tiitgttctt getcgecaga

gcgaptpata cegatecatt gaaaaa

<210> 2

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-R

<400> 2
caatggatcg gtatcactcg c 21

<210> 3

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-PTO-1

<400> 3
acgacggctt ggctgeccct cattggegtg tttcg

<210> 4
<211> 42

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-CTO-1

<400> 4
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cctectectce ctectectee tccagtaaag ccaagcecgtce gt

<210>5

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-PTO-2

<400> 5
acgacggctt ggctttactg cccctcattg gegtgttteg

<210>6

<211> 42

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-CTO-2

<400> 6
cctectectce ctectectee tccagtaaag ccaagcecgtce gt

<210>7

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-PTO-3

<400> 7
acgacggctt ggcccctcat tggcgtgttt cg 32

<210> 8

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-CTO-3

<400> 8
tttttttttt cctcctccag taaagccaag cegtegt 37
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<210>9

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-CTO-4

<400> 9
tttttttttt ttttttttag taaagccaag ccgtcgt

<210> 10

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-F

<400> 10
tacgcctgct actttcacgc t 21

<210> 11

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-CTO-5

<400> 11
cctcctccag taaagccaag cegtegt

<210> 12

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-PTO-4

<400> 12
acgacggctt gcccectcatt ggegtgtttc g

<210> 13
<211> 27
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> SA-F

<400> 13
tgttagaatt tgaacaagga tttaatc 27

<210> 14

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> SA-R

<400> 14
gataagttta aagcttgacc gtctg 25

<210> 15

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> SA-PTO-1

<400> 15
aatccgacca cgcattccgt ggtcaatcat tcggtttacg 40

<210> 16

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> SA-CTO-1

<400> 16
tttttttttt tttttttgca tagcgtggtc ggatt 35

<210> 17

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> NG-PTO-5

<400> 17
acgacggctt ggctttactg cccctcattg gegtgttteg

<210> 18

<211> 47

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-CTO-S1

<400> 18
tttttcctee tectectect cctectccag taaagecaag cegtegt

<210> 19

<211>10

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Marker

<400> 19
atatatatat 10

<210> 20

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> NG-PTO-6

<400> 20
acgacggctt ggctttactg cccctcattg gegtgttteg

<210> 21

<211> 52

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> NG-CTO-S2

<400> 21
cctectecte ctectectee tccagtaaag ccaagcecgtc gttttttttt tt

<210> 22

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> SA-R2

<400> 22

ttagctcctg ctcctaaacc a 21

<210> 23

<211> 47

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> SA-PTO-2

<400> 23
aatccgacca cgctatgctc attccgtggt caatcattcg gtttacg

<210> 24

<211> 53

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> SA_CTO-51

<400> 24

tttttcttet tettcttctt cttcttcttc ccccageata gegtggtegg att

72

52

47

53



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 538459 T3

REIVINDICACIONES

1. Método para detectar una secuencia de acidos nucleicos diana en un ADN o en una
mezcla de acidos nucleicos mediante un ensayo PTOCE (escision y extension de
PTO), el cual comprende:

(a) Hibridacion de la secuencia de acidos nucleicos diana con un oligonucledtido
situado corriente arriba (upstream) y un PTO (Oligonucleétido de sondeo y marcaje);
en el que dicho oligonucledtido situado corriente arriba comprende una secuencia de
nucleétidos complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se
hibrida; el PTO comprende: () un segmento localizador en 3" que comprende una
secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana
con la cual se hibrida; y (Il) un segmento de marcaje en 5° que comprende una
secuencia nucleotidica no complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana;
en el que dicho segmento localizador en 3" se hibrida con la secuencia de acidos
nucleicos diana y el segmento de marcaje en 5" no se hibrida con dicha secuencia de
acidos nucleicos diana; el oligonucleétido situado corriente arriba esta ubicado antes
del PTO;

(b) Puesta en contacto del resultado de la etapa (a) con una enzima dotada de
actividad 5°-nucleasa en condiciones para la escision del PTO; el oligonucleétido
situado corriente arriba o su hebra extendida induce la escisién del PTO por la enzima
dotada de actividad 5°-nucleasa de tal modo que la escision libera un fragmento que
comprende el segmento de marcaje en 5° 0 una parte del segmento de marcaje en 5°
del PTO;

(c) Hibridacion del fragmento desprendido del PTO con un CTO (Oligonucledtido de
captura y molde); el CTO comprende en direccion 3" a 5”: (I) un segmento de captura
que comprende una secuencia nucleotidica complementaria con el segmento de
marcaje en 5" 0 una parte de este segmento del PTO, y (ll) un segmento molde que
comprende una secuencia nucleotidica no complementaria con el segmento de
marcaje en 5" ni con el segmento localizador en 3°; de forma que el fragmento
desprendido del PTO se hibrida con el segmento de captura del CTO;

(d) Realizacion de una reaccién de extension con el resultante de la etapa (c) y una
polimerasa de acidos nucleicos dependiente de molde; en ella el fragmento hibridado
con el segmento de captura del CTO se extiende y se forma un acido nucleico
bicatenario extendido; este acido nucleico bicatenario extendido tiene un valor de T,
que puede ajustarse con (I) la secuencia y/o la longitud del fragmento, (ll) la secuencia
y/o la longitud del CTO o (lll) la secuencia y/o la longitud del fragmento y la secuencia
y/o la longitud del CTO;

(e) Fusion del acido nucleico bicatenario extendido a lo largo de un intervalo de
temperaturas que da una sefial diana indicadora de la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido; en ella la sefial diana es provista por: (I) al menos un marcador
unido al fragmento y/o al CTO, (Il) un marcador incorporado al acido nucleico
bicatenario extendido durante la reaccién de extension, (Ill) un marcador incorporado
al acido nucleico bicatenario extendido durante la reaccién de extension y un marcador
unido al fragmento y/o al CTO, o (IV) un marcador intercalante; y
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(f) Deteccion del acido nucleico bicatenario extendido mediante la medicién de la sefal
diana; de forma que la presencia del acido nucleico bicatenario extendido indica la
presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana.

2. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido se detecta mediante analisis de la fusion.

3. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que a la fusion de la etapa (e) le sigue
la hibridacion que proporciona la sefal diana indicadora de la presencia del acido
nucleico bicatenario extendido.

4. Método acorde con la reivindicacion 3, en el que la presencia del acido nucleico
bicatenario extendido se detecta mediante analisis de la hibridacion.

5. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que la sefial diana la proporciona como
minimo un marcador unido al fragmento y/o al CTO.

6. Método acorde con la reivindicacion 5, en el que el fragmento o el CTO poseen un
marcaje interactivo doble que comprende una molécula indicadora (reporter) y una
molécula amortiguadora (quencher); de forma que la fusion del acido nucleico
bicatenario extendido en la etapa (e) induce un cambio de la sefal del marcador
interactivo doble que da lugar a la seial diana en la etapa (e).

7. Método acorde con la reivindicaciéon 5, en el que el fragmento posee uno de los
componentes del marcaje interactivo doble que comprende una molécula indicadora y
una molécula amortiguadora y el CTO tiene el otro componente del marcaje interactivo
doble; de forma que la fusidon del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e)
induce un cambio de la sefial de los dos marcadores interactivos que da lugar a la
sefial diana en la etapa (e).

8. Método acorde con la reivindicacion 5, en el que el fragmento o el CTO tienen un
solo marcador, y la fusion del acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e)
induce el cambio de sefial del marcador sencillo que da lugar a la sefial diana en la
etapa (e).

9. Método acorde con la reivindicacion 5, en el que los marcadores se pueden ubicar
en cualquier punto siempre que cuando se forme un hibrido entre el PTO sin escindir y
el CTO, este hibrido no ofrezca una sefal no diana en el paso (e).

10.Método acorde con la reivindicacién 5, en el que los marcadores estan ubicados en
cualquier punto siempre que cuando se forme un hibrido entre el PTO sin escindir y el
CTO, este hibrido emita una sefal que no sea la diana en la etapa (e); en ese caso el
valor de T, del acido nucleico bicatenario extendido es superior al del hibrido entre el
PTO sin escindiry el CTO.

11. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que la sefial diana la proporciona un
marcador sencillo incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la
reaccion de extension; en el que el marcador sencillo incorporado esta unido a un
nucleodtido que se incorpora durante la reaccién de extension; en el que la fusién del
acido nucleico bicatenario extendido en la etapa (e) induce un cambio de la senal
emitida por el marcador sencillo que da lugar a la sefial diana en la etapa (e).

12. Método acorde con la reivindicacién 11, en el que el nucleétido incorporado
durante la reaccion de extension tiene una primera base no natural y el CTO tiene un
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nucleodtido dotado de una segunda base no natural con una afinidad de union
especifica hacia la primera base no natural.

13. Método acorde con la reivindicacién 1, en el que la sefal diana es proporcionada
por un marcador incorporado al acido nucleico bicatenario extendido durante la
reaccion de extension y por un marcador unido al fragmento y/o al CTO, y el marcador
incorporado esta unido a un nucleétido incorporado durante la reaccion de extension;
en el que los dos marcadores forman una marcador interactivo doble con una molécula
indicadora y una molécula amortiguadora; de forma que la fusion del acido nucleico
bicatenario extendido en la etapa (e) induce el cambio de una sefal emitida por el
marcador interactivo doble que da lugar a la sefial diana en la etapa (e).

14. Método acorde con la reivindicacién 13, en el que el nucleétido incorporado
durante la reaccion de extension tiene una primera base no natural y el CTO tiene un
nucleodtido dotado de una segunda base no natural con una afinidad de union
especifica hacia la primera base no natural.

15. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido situado
corriente arriba es un cebador situado corriente arriba o una sonda en retroposicion.

16. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que el oligonucleétido situado
corriente arriba tiene una secuencia que se solapa parcialmente con el segmento
localizador en 3" del PTO.

17.Método acorde con la reivindicacion 1, en el que el segmento de captura
comprende en su parte del extremo 5" una secuencia nucleotidica complementaria con
la parte del extremo 5 del segmento localizador en 3" del PTO.

18.Método acorde con la reivindicacién 1, en el que el método ademas comprende la
repeticion de las etapas (a)-(b), (a)-(d) o (a)-(f) con desnaturalizacion entre los ciclos
repetidos.

19.Método acorde con la reivindicacion 1, en el que el método se realiza para detectar
como minimo dos tipos de secuencias de acidos nucleicos diana; en que el
oligonucledtido situado corriente arriba comprende al menos dos tipos de
oligonucledtidos, el PTO comprende al menos dos tipos de PTO y el CTO comprende
al menos un tipo de CTO.

20. Método acorde con la reivindicacién 19, en el que los acidos nucleicos bicatenarios
extendidos corresponden como minimo a dos tipos de las secuencias de acidos
nucleicos diana que tienen valores de T, distintos.

21. Método acorde con la reivindicacién 1, en el que la enzima dotada de actividad 5°-
nucleasa es una ADN-polimerasa termoestable dotada de actividad 5'-nucleasa o una
nucleasa FEN.

22. Método acorde con la reivindicacién 1, en el que la secuencia de acidos nucleicos
diana comprende una variacién nucleotidica.

23. Método acorde con la reivindicacion 1, en el que el CTO permanece inmovilizado
por su extremo 5° o su extremo 3" en un sustrato sdlido.
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24. Método acorde con la reivindicacién 23, en el que la sefal diana es provista por un
solo marcador unido al fragmento o por un solo marcador incorporado al acido
nucleico bicatenario extendido durante la reaccion de extension.

25. Método acorde con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, en el que el método
se lleva a cabo en presencia de un cebador situado corriente abajo (downstream).

26. Método acorde con la reivindicacion 25, en el que el oligonucledtido situado
corriente arriba es un cebador situado corriente arriba, el cebador situado corriente
abajo comprende una secuencia nucleotidica complementaria con la secuencia de
acidos nucleicos diana con la cual se hibrida, el PTO esta localizado entre el cebador
situado corriente arriba y el cebador situado corriente abajo, el PTO esta bloqueado en
su extremo 3" para impedir su extension y la enzima dotada de actividad 5 -nucleasa
es una polimerasa de acidos nucleicos dependiente de molde.

27.Método acorde con la reivindicacion 26, en el que el método ademas comprende la
repeticion de las etapas (a)-(b), (a)-(d) o (a)-(f) con desnaturalizacion entre los ciclos
repetidos.

28.Uso de un equipo para detectar una secuencia de acidos nucleicos diana en un
ADN o en una mezcla de acidos nucleicos mediante un ensayo PTOCE (Escision y
extension de PTO) para su uso en la realizaciéon del método de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 27, el cual comprende:

(a) Un oligonucleétido situado corriente arriba que comprende una secuencia de
nucleétidos complementaria con la secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se
hibrida;

(b) Un PTO (Oligonucledtido de sondeo y marcaje) que comprende: (I) un segmento
localizador en 3" que comprende una secuencia nucleotidica complementaria con la
secuencia de acidos nucleicos diana con la cual se hibrida; y (Il) un segmento de
marcaje en 5° que comprende una secuencia nucleotidica no complementaria con la
secuencia de acidos nucleicos diana, en que dicho segmento localizador en 3" se
hibrida con la secuencia de acidos nucleicos diana y el segmento de marcaje en 5" no
se hibrida con dicha secuencia de acidos nucleicos diana; el oligonucleétido situado
corriente arriba esta situado antes del PTO; el oligonucledtido situado corriente arriba
0 su hebra extendida induce la escision del PTO por una enzima dotada de actividad
5-nucleasa de tal modo que la escision libera un fragmento que comprende el
segmento de marcaje en 5° 0 una parte del segmento de marcaje en 5" del PTO; y

(c) Un CTO (Oligonucledtido de captura y molde) que comprende en direccion 3" a 5”:
(D un segmento de captura que comprende una secuencia nucleotidica
complementaria con el segmento de marcaje en 5" o una parte de este segmento de
marcaje en 5" del PTO; y (II) un segmento molde que comprende una secuencia
nucleotidica no complementaria con el segmento de marcaje en 5" y el segmento
localizador en 3" del PTO; en que el fragmento desprendido del PTO se hibrida con el
segmento de captura del CTO; y el fragmento hibridado con el segmento de captura
del CTO es extendido por una polimerasa de acidos nucleicos dependiente de molde
hasta formar un acido nucleico bicatenario extendido.

29. Uso de un equipo acorde con la reivindicacion 28, equipo que ademas comprende
una enzima dotada de actividad 5-nucleasa.
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30. Uso de un equipo acorde con la reivindicacion 28, en el que el PTO y/o el CTO
tienen como minimo un marcador.

31. Uso de un equipo acorde con la reivindicacion 28, equipo que ademas comprende
un marcador que se ha de incorporar al acido nucleico bicatenario extendido durante la
reaccion de extension.

32. Uso de un equipo acorde con la reivindicacion 28, equipo que ademas comprende
un marcador que ha de incorporarse al acido nucleico bicatenario extendido durante la
reaccion de extension y el PTO y/o el CTO tienen como minimo un marcador.

33. Uso de un equipo acorde con la reivindicacion 28, equipo que ademas comprende
un marcador intercalante.

34. Uso de un equipo acorde con la reivindicacion 28, en el que el CTO permanece
inmovilizado por su extremo 5 o por su extremo 3" en un sustrato sélido.

35. Uso de un equipo acorde con cualquiera de las reivindicaciones 28 a 34, en que el
equipo ademas comprende un oligonucledtido situado corriente abajo.

36. El método acorde con la reivindicacion 1, en el que las etapas (a)-(f) se llevan a
cabo en un recipiente de reaccion o en recipientes de reaccion separados.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 12
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Fig. 13
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Fig. 14

Pico de fusion
440 e . f—r ——

~O-  Todos los componentes

300 L =4&- Sin molde y
& -[J-  sinPTO
5 I -~ sincTo
5 200 + T
o 1
2 !
S
b
100 | ]
ol i
Cebador Tm ()
Molde " situada PTO? CTO?
corriente arriba Diana ¥ No diana ¥
+ + + + 76,5 -
- + + + - -
+ + _ . . -
+ + + 5 - -

" El molde es un oligonucleotido sintético para el gen de Neisseria gonorrhoeae,

2 EI PTO no tiene marcador.

% ElcTO incorpora una molécula amortiguadora y una molécula indicadora fluorescente en su segmento molde.
M Ladiana representa una seial diana que es la T, del acido nucleico bicatenario extendido.

®  Lano diana representa una sefial no diana que es la T, del hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.
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Fig. 15

2)
3)
4)
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Pico de fusion
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+ + + - - -

El molde es un oligonucledtido sintético para el gen de Neisseria gonorrhoeae.

El PTO tiene una molécula amortiguadora en su extremo 5'.

El CTO incorpora una molécula indicadora fluorescente en su extremo 3'.

La diana representa una sefial diana que es la Tr, del acido nucleico bicatenario extendido.

La no diana representa una sefial no diana que es la T, del hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.
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Fig. 16

Pico de fusion

El molde es un oligonucleétido sintético para el gen de Neisseria gonorrhoeae.

El PTO no tiene marcador.

El CTO incorpora una molécula amortiguadora y una molécula indicadora fluoresce
CTO tienen secuencias distintas en sus segmentos molde.

La Tr, representa la temperatura de fusion del acido nucleico bicatenario extendido.
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Fig. 17A
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El molde es un ADN gendémico de Neisseria gonorrhoeae.

% EI PTO no tiene marcador.

®  EICTO incorpora una molécula amortiguadora y una molécula indicadora fluorescente en su segmento molde.
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Fig. 17B
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Pico de fusion

400 1y ——
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- + + + + -

1)
2)
3)
)

El molde es un ADN gendmico de Neisseria gonorrhoeae.
El PTO no tiene marcador.

El CTO incorpora una molécula amortiguadora y una molécula indicadora fluorescente en su segmento molde.

La T, representa la temperatura de fusion del acido nucleico bicatenario extendido.
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Fig. 18A
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El molde es un ADN genomico de Neisseria gonorrhoeae.
El PTO no tiene marcador.

ElI CTO contiene un nucleétido no natural (iso-dC) marcado con una molécula indicadora fluorescente en su extremo
5"
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Fig. 18B
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Y El molde es un ADN genémico de Neisseria gonorrhoeae.
% EI PTO no tiene marcador.

% EI CTO contiene un nucleétido no natural (iso-dC) y una molécula indicadora fluorescente en su extremo 5'.
“ La T representa la temperatura de fusion del acido nucleico bicatenario extendido.
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Fig. 19A
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1)
2)
3)

El molde es un ADN genomico de Neisseria gonorrhoeae.
El PTO tiene una molécula amortiguadora en su extremo 5'.
El CTO incorpora una molécula indicadora fluorescente en su extremo 3".
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Fig. 19B
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El molde es un ADN genémico de Neisseria gonorrhoeae.
El PTO tiene una molécula amortiguadora en su extremo 5'.
ElI CTO incorpora una molécula indicadora fluorescente en su extremo 3'.
La diana representa una sefal diana que es la T,, del acido nucleico bicatenario extendido.
La no diana representa una seifal no diana que es la T, del hibrido formado por el PTO sin escindir con el CTO.
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Fig. 20

Pico de fusién
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Los moldes son ADN genomicos de Neisseria gonorrhoeae (NG) y de Staphylococcus aureus (SA).
El PTO no tiene marcador.

® EICTO incorpora una molécula amortiguadora y una molécula indicadora fluorescente en su segmento molde. Los

CTO de NG y de SA incorporan el mismo tipo de molécula indicadora fluorescente (FAM).
La T., representa la temperatura de fusion del acido nucleico bicatenario extendido.
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Fig. 21A

Imagen de la fluorescencia emitida en funcion de la temperatura
sobre micromatriz
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Fig. 21B

Imagen de la fluorescencia emitida en funcién de la temperatura sobre
micromatriz

1) . Unidades de fluorescencia relativa (RFU)
Molde ' Cebador situada PTO2 CTO®

corriente arriba 447 52T 60T £8%C 76T 84T
65.384 58.761 9.989 1.728 862 303
- + + + (£1,4)  (£2.249,3) (#473,1) (+188,1) (+184,6) (#82,7)
65.434 65.424 65.397 65.393 40.184 3.490
+ + + + (*3,5) (£11,3) (¥9,9) (+12,7) (+3.297,9) (+246,8)

El molde es un oligonucleétido sintético para el gen de Neisseria gonorrhoeae.
ElI PTO incorpora una molécula indicadora fluorescente en su extremo 5'.

ElI CTO permanece inmovilizado sobre la superficie de un sustrato sélido a través de un grupo amino ubicado en su
extremo §'.
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Fig. 22A

Imagenes de la fluorescencia emitida en funcion del numero de
ciclos sobre micromatriz
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Fig. 22B

Cambio de la intensidad de la fluorescencia en funcién del nimero de
ciclos sobre una micromatriz

Uni de i iva (RFU)
Molde’) Cebador situada PTO 2 cTO N° de
corriente arriba ciclos: 0 5 10 20 30
N 1.216 3.012 1. 889 1.961 3.261
" * * (+86,3)  (+929,1) (+276,5) (*25,5) (*279,3)
1.304 18.939 30.619 56.248 64.645
+ + * + (£0,7)  (¥1.342,1)  (£285,0) (x2.208,3) (%1.110,2)

El molde es un oligonucledtido sintético para el gen de Neisseria gonorrhoeae,
El PTO incorpora una molécula indicadora fluorescente en su extremo 5'.

El CTO permanece inmovilizado sobre la superficie de un sustrato sélido a través de un grupoe amino ubicado en su
extremo §'.
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Fig. 23A

Imagenes de la fluorescencia emitida en funcién del namero de ciclos
sobre micromatriz
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Fig. 23B

Cambio de la intensidad de la fluorescencia en funcién del nimero de
ciclos sobre una micromatriz

Unidades de fi - va (RFU)
" Molde') Cel’é““lfs“'-'f*:ﬁ PTOn  €cTO® — oo
corriente arriba ciclos: 0 5 40 20 a0
21.047 17.867  19.739  19.144 21.259
- * * * (£334,5)  (¥478,7)  (£82,0) (176,8) (£1.130,7)
28.078 35.967 44.674  65.423 65.426
+ + + + (£460,3)  (£555,1) (+186,0) (¥2,1)  (£2,8)

El molde es un oligonucledtido sintético para el gen de Neisseria gonorrhoeae.
ElI PTO no tiene marcador.

El CTO incorpora una molécula amortiguadora y una molécula indicadora fluorescente en su segmento molde. EI CTO
permanece inmovilizado sobre la superficie de un sustrato solido a través de un grupo amino ubicado en su extremo
3.
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Fig. 24

Imagen de fluorescencia en una micromatriz

NG

Intensidad de la fluorescencia sobre micromatriz

Unidades de fluorescencia relativa

Molde " Cebadores * PTO Y cTO 4

SA NG

) . . . 448 2.522

(£29,7) (x116,0)
SA N + N 65.192 4.183
(£198,7) (+£323,9)

NG + + . 603 65.332
(+36,8) (+1,4)

SAy NG + . - 65.302 65.302
(20,7) (20,7)

El molde es un ADN genomico de Staphylococcus aureus (SA) y/o de Neisseria gonorrhoeae (NG).

Los cebadores son un cebador en anteposicién y otro en retroposicién para la PCR.

El PTO incorpora una molécula indicadora fluorescente en su extremo 5'.

El CTO permanece inmovilizado sobre la superficie de un sustrato solido a través de un grupo amino ubicado en su
extremo §',
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