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DESCRIPCION
Identificacion de secuencias de acidos nucleicos

Esta invencion se refiere a la identificacion de secuencias de acidos nucleicos. Mas particularmente la invencion se
refiere al uso de una enzima exonucleasa para facilitar la identificacion de una secuencia diana por medio de la
degradacion de un duplo de acido nucleico formado entre una secuencia de acido nucleico diana y una secuencia de
sonda de acido nucleico, de tal modo que se genera un cambio de sefial discernible tras la degradacion de la sonda
cuando se une a/se asocia con la diana o el duplo de acido nucleico, cuyo cambio de sefial es detectable por medio
de microscopia Raman.

Introduccién

La industria moderna de diagndstico molecular esta valorada en 20 mil millones de £ y esta creciendo a una tasa del
10 % anual. Aunque se basa en una serie de técnicas distintas, este mercado en constante crecimiento esta
dominado por los enfoques basados en la amplificacion (principalmente ensayos basados en la Reacciéon en Cadena
de la Polimerasa (PCR)). El motivo de esto es que el genoma de los organismos y ciertamente el de los seres
humanos es particularmente complejo y necesita la simplificacion de la region de interés para una enfermedad
particular o un ensayo diagndstico. Ademas de reducir la complejidad del genoma, un enfoque basado en la
amplificacién también aumenta la cantidad de material disponible para la deteccion. Esto es importante cuando se
considera la biodisponibilidad y sensibilidad de las técnicas rutinarias tales como la fluorescencia o la
quimioluminiscencia.

La PCR es una técnica de biologia molecular usada para replicar y amplificar regiones especificas (o genes) de una
cadena de ADN. Una pequefa cantidad de ADN puede amplificarse exponencialmente, sin usar un organismo vivo
tal como una levadura o E. coli, para obtener suficiente ADN para que se ensaye adecuadamente. La técnica se usa
para una serie de aplicaciones tales como la deteccién de enfermedades y estados patoldgicos infecciosos o
hereditarios, la clonacion de genes, ensayos de paternidad y huella genética en ciencias forenses.

El procedimiento de la PCR se lleva a cabo en ciclos. Cada ciclo consiste en tres etapas: desnaturalizacion,
hibridacion y extension.

En la etapa de desnaturalizacion el molde de ADN bicatenario que contiene la region diana o el gen de interés que
se amplificara se calienta para romper los enlaces de hidrégeno entre dos hebras. Esto hace que se separen y se
vuelvan accesibles a los cebadores (secciones cortas de ADN o ARN que son complementarias al comienzo y al
final de la regidon de ADN que se va a amplificar).

En la etapa de hibridacion la temperatura disminuye, permitiendo que los cebadores hibriden con secuencias
complementarias en el ADN diana, flanqueantes a la regién que se va a amplificar. Dado que a menudo de usa un
gran exceso de cebadores, las hebras diana se unen a los cebadores en lugar de hacerlo entre ellas mismas.

En la etapa de extension, la ADN polimerasa (una enzima que sintetiza nuevas copias de la region de ADN de
interés) copia la cadena de ADN comenzando en cada cebador y extiende las nuevas hebras en la direccion de 5’ a
3’. Esto da como resultado dos copias del ADN bicatenario que constituyen el molde para el siguiente ciclo. Por lo
tanto, se replica una cantidad doble de ADN en cada nuevo ciclo. Un segundo ciclo produce 4 copias de una
secuencia diana de ADN bicatenario. Después del tercer ciclo hay 8 copias de la secuencia diana de ADN
bicatenario, dos de las cuales consisten solamente en la region diana. Las otras copias también incluyen las
regiones de ADN flanqueantes. Se realizan de aproximadamente de 20 a 35 ciclos.

La PCR cuantitativa (QPCR), también mencionada como PCR en tiempo real, es una modificacion de la PCR. Esta
técnica se usa cominmente para detectar una secuencia especifica de ADN dentro de una muestra. Si la secuencia
especifica esta presente, la QPCR puede medir rapidamente la cantidad de producto de PCR en tiempo real. Esta
puede usarse para medir indirectamente la cantidad de material inicial presente. La mayor parte de los
procedimientos de QPCR usan una molécula indicadora fluorescente que aumenta a medida que se acumula el
producto de PCR con cada ciclo de amplificacion.

Una de dichas técnicas es el procedimiento de SYRB Green. El colorante SYBR Green puede unir el nuevo ADN
bicatenario sintetizado y puede medirse el aumento de la intensidad de fluorescencia. Esto permite determinar
posteriormente la concentracion inicial de ADN.

También se usan comunmente sondas especificas de secuencia (por ejemplo, Sondas TagMan o Balizas
Moleculares) para la QPCR. Las sondas TagMan estan disefiadas para hibridar con una secuencia especifica de
ADN, habitualmente una seccién del producto de PCR deseado. La sonda contiene un colorante indicador que es
fluorescente. La sonda también contiene un desactivador, que absorbe la fluorescencia emitida por el colorante
indicador. La proximidad cercana del desactivador con respecto al indicador impide la fluorescencia de este ultimo.
Durante la fase de extensién del ciclo de PCR, la actividad de exonucleasa de la ADN polimerasa permite que se
“sobreescriba” sobre la sonda rompiéndola en fragmentos separados. Al hacer esto, la molécula desactivadora se
separa del colorante indicador y aumenta la fluorescencia.
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Las balizas moleculares actian de un modo similar al de las sondas TagMan. Las balizas moleculares son sondas
con forma de horquillas que también contienen tipicamente un par de fluoréforo/desactivador y que estan disefiadas
para detectar secuencias especificas de ADN. De nuevo, la proximidad cercana del desactivador impide la
fluorescencia del fluoréforo. Cuando la sonda hibrida con una secuencia de nucleétidos complementaria, sin
embargo, la sonda se endereza, introduciendo suficiente distancia entre el fluoréforo y el desactivador para que se
dé la fluorescencia. No obstante, la deteccion de la fluorescencia esta ligada a la sensibilidad y puede ser necesaria
una sefial fluorescente relativamente grande por encima del fondo con el fin de la deteccion exitosa con respecto al
escaneo.

También se han usado sondas marcadas radiactivamente para detectar el ADN. Su uso fue ventajoso para permitir
técnicas muy sensibles pero tenia la desventaja presentar una dificultad en el manejo y la eliminacion segura de las
sonda marcadas radiactivamente. Ademas, dichas técnicas no permitian los ensayos continuos (algunas veces
mencionados como homogéneos) dado que era necesaria la separacion del sustrato sin reaccionar antes de que
pudiera hacerse alguna medicion cuantitativa. Por lo tanto, dichas técnicas no se usan con la misma frecuencia que
las técnicas modernas tales como aquellas que implican balizas moleculares y sondas TagMan.

S.C. Hillier y col. notifican (Electrochemistry Communications, 6, 1227-1232 (2004)) un ensayo electroquimico de
deteccion génica que utiliza la actividad de la exonucleasa T7 sobre secuencia complementaria de oligonucleétidos
diana en la que se describe un procedimiento para detectar una secuencia especifica de ADN usando una sonda
marcada con ferroceno 5’. La sonda hibrida con la region diana y después la exonucleasa T7, que muestra una
actividad exonucleasa de 5’ a 3’ sobre el ADN bicatenario, escinde el nucleétido terminal del extremo 5’ de la sonda
liberando el ferroceno. El ferroceno liberado migra a la superficie del electrodo dando como resultado un aumento de
la corriente de oxidacién del ferroceno en el electrodo. Sin embargo, este ensayo no tiene ningun aspecto
homogéneo ya que ninguna de las sondas no incorporadas o sin hibridar se separarian antes de la deteccion dado
de otro modo que estas producirian una sefial de fondo.

La Patente de EE.UU. N° 5.853.990 (Winger y col.) describe la determinacién de una sonda de nucleétidos usando
una sonda de ARN. Una sonda de ARN hibrida con una secuencia diana de ADN, la sonda de ARN se ha modificado
de modo que contenga marcadores similares a los que se usan en el ensayo TagMan. La enzima RNasaH se usa
entonces para degradar selectivamente la cadena de ARN de la quimera de modo que se libera el marcador del
desactivador.

Sumario de la invencién

La presente invencion se basa en el reconocimiento de la capacidad de determinadas exonucleasas para digerir un
acido nucleico bicatenario (es decir, duplo). Dicha capacidad de procesamiento permite que se proporcione un
sistema por el cual puede liberarse una molécula de sefalizacion tras la digestion del duplo de acido nucleico y la
molécula de sefalizacion/marcador detectado por medio de espectroscopia Raman y en (R)DRSP particulares.

Visto desde un primer aspecto, por lo tanto, la invencién proporciona un procedimiento para su uso en la deteccion
de un acido nucleico diana que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una sonda de acido nucleico bicatenario con una muestra de interés en condiciones
eficaces para generar un duplo de sonda/acido nucleico diana mediante la hibridacion especifica de dicha sonda
de acido nucleico con dicho acido nucleico diana, si dicho acido nucleico diana esta presente;

(ii) poner en contacto cualquier duplo de sonda/acido nucleico diana con una exonucleasa para efectuar la
digestion del duplo y liberar una molécula marcadora del duplo; y

(iii) detectar el marcador por espectroscopia Raman detectando un cambio detectable en el espectro Raman del
marcador tras su liberacién del duplo, de modo que se detecte el acido nucleico diana, si esta presente.

Preferentemente, la exonucleasa no tiene capacidad de sintetizar oligonucleétidos o de polimerasa; en otras
palabras el contacto con la exonucleasa da como resultado Unicamente la degradacion del oligonucledétido y no la
construccion del oligonucleétido.

El acido nucleico diana se obtiene a partir de una muestra de interés, que puede ser un fluido, liquido, aire, una
torunda de una superficie solida, etc.

En una realizacion de la invencion la sonda de acido nucleico esta marcada con el marcador. En otra realizacion el
marcador es capaz de unirse a un duplo de acido nucleico. El marcador es tal que puede detectarse por
espectroscopia Raman, usando procedimientos tales como las técnicas de Dispersion Raman de Superficie
Potenciada (DRSP) o Resonancia de Dispersion Raman de Superficie Potenciada (RDRSP). Los marcadores
adecuados se desvelan en la técnica anterior que se menciona mas adelante en el presente documento y pueden
mencionarse como "marcadores de (R)DRSP" cuya expresion se refiere a un marcador que puede detectarse por
DRSP y/o RDRSP.

Una ventaja particular de la presente invencion, a diferencia de la técnica anterior, tal como la PCR, es que no es

necesario efectuar la amplificaciéon del acido nucleico diana, debido a que una sefial detectable, en particular con
(R)DRSP, proporciona la sensibilidad suficiente con cantidades mindsculas del nucleétido diana.
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El uso de la (R)DRSP como una modalidad de deteccion se desvela, por ejemplo, en los documentos W097/05280,
WQ099/60157 y WO2005/019812 asi como en numerosos articulos de investigacion, en particular en aquellos en los
que Duncan Graham es el (co)autor (véase por ejemplo SERRS Parte 2, Synthesis and evaluation of dyes for
multiple labelling for SERRS (McHugh, C.J., Docherty, F.T., Graham, D., Smith, W.E. Analyst, 2004, 129, 1, 69-72); y
Biosensing Using Silver Nanoparticles and Surface Enhanced Resonance Raman Scattering (Graham, D, Faulds, K,
Smith, W. E., Chemical Communications, 2006, 42, 4363-4371)).

En los documentos WO97/05280, W099/60157 y WO02005/019812 se describe el uso de (R)DRSP en
procedimientos para detectar o identificar secuencias de acidos nucleicos particulares. En estas publicaciones la
deteccion se basa en la medicion del efecto directo de la unién de una secuencia diana sobre la (R)DRSP. En
contraposicion, se apreciara que la presente invencion permite la deteccién de una secuencia diana gracias a la
liberacion detectable de un marcador gracias a la digestion de un duplo de acido nucleico, cuya liberacion es
indicativa de que la sonda se ha unido a la secuencia diana.

La combinacion de deteccion Raman o (R)DRSP con la identificacion de secuencias de acidos nucleicos en los
cuales se usa una exonucleasa para liberar un marcador detectable por Raman/(R)DRSP a partir de un duplo
sonda/diana, hasta donde alcanza el conocimiento de los presentes inventores, no se ha notificado hasta el
momento y representa un aspecto adicional de la invencién. Vista desde este aspecto la invencion proporciona un
procedimiento para su uso en la deteccién de un acido nucleico diana que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una sonda de acido nucleico monocatenaria con una muestra de interés en condiciones
eficaces para generar un duplo de sonda/acido nucleico diana mediante la hibridacion especifica de dicha sonda
de acido nucleico con un acido nucleico diana, si dicho acido nucleico diana esta presente;

(ii) poner en contacto cualquier duplo de sonda/acido nucleico diana con una exonucleasa para efectuar la
digestion del duplo y liberar una molécula marcadora del duplo; y

(iii) detectar el marcador mediante espectroscopia Raman detectando un cambio detectable en el espectro
Raman del marcador tras su liberacion del duplo, de modo que se detecte el acido nucleico diana, si esta
presente.

Vista desde un aspecto adicional mas, la invenciéon proporciona un procedimiento para detectar simultdneamente
varios acidos nucleicos diana distintos en una muestra de interés que comprende efectuar simultdneamente varios
procedimientos de acuerdo con la invencién para su uso en la deteccion de un acido nucleico diana en el que se usa
un marcador distinto para detectar cada uno de dichos acidos nucleicos diana.

También se desvela en el presente documento un kit de partes que comprende:

(i) una sonda de acido nucleico;
(i) una exonucleasa capaz de digerir un acido nucleico bicatenario; y
(iii) un marcador detectable por (R)DRSP.

En determinadas realizaciones, la sonda de &acidos nucleicos del kit es una sonda de acidos nucleicos
monocatenaria que tiene un grupo 5-fosfato; y la exonucleasa es exonucleasa lambda.

La capacidad de detectar a veces pequefias cantidades de los acidos nucleicos diana en ausencia de replicacion de
la diana es una ventaja particular de la presente.

Se desvela ademas un procedimiento para su uso en la deteccién de un acido nucleico diana que comprende las
etapas de:

(i) poner en contacto una sonda de acido nucleico monocatenaria con una muestra de interés en condiciones
eficaces para generar un duplo de sonda/acido nucleico diana mediante la hibridacién especifica de dicha sonda
de acido nucleico con un acido nucleico diana, si esta presente, y

(ii) poner en contacto cualquier duplo de sonda/acido nucleico diana con una exonucleasa para efectuar la
digestion del duplo y liberar una molécula marcadora del duplo,

en la que se pone en contacto un exceso de dicha sonda de acido nucleico con la muestra de interés en la etapa (i)
de tal modo que la digestion de un duplo en la etapa (ii) recicla el acido nucleico diana una o mas veces permitiendo
de este modo que mas moléculas de sonda hibriden especificamente con la diana formando duplos de sonda/diana
adicionales que se digieren para liberar moléculas diana adicionales.

También se desvela el uso de un &acido nucleico diana como un molde con una sonda de acido nucleico
monocatenaria que se hibrida especificamente y un duplo de sonda/acido nucleico diana resultante degradado por
una exonucleasa para liberar una molécula marcadora del duplo, en el que dicho acido nucleico diana se usa como
dicho molde varias veces de modo que se liberan varias moléculas marcadoras de varios duplos, y en el que cada
uno de dichos varios duplos esta comprendido por el mismo acido nucleico diana.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1(a) muestra esquematicamente una realizacion de la presente invencion que hace uso de la deteccion
por RDRSP. Inicialmente, se toma una muestra que contiene un ADN gendmico sin amplificar y se calienta para
producir un ADN monocatenario. Después de afiade una sonda que se une especificamente a la secuencia diana
de ADN. Esta sonda esta disefiada de un modo especifico dependiendo de la estrategia de deteccion a usar:
este puede tener un grupo fosfato 5’ por ejemplo para permitir que ocurra la accién de la enzima exonucleasa A.
En el caso de la deteccion por RDRSP la sonde puede, por ejemplo, contener un colorante de hidroxiquinolina 3’
que no da una sefial de RDRSP mientras que esta unido a la sonda. Tras la accion de la enzima y la digestion de
la sonda, sin embargo, se libera el colorante en una solucién, lo que permite que se obtenga una sefal de
RDRSP cuando se afiade un sustrato adecuado, tal como nanoparticulas de plata.

La Figura 2 muestra una realizaciéon adicional de la presente invencion en la que la sonda de deteccion es una
nanoparticula metdlica en la superficie de las cuales estan unidas las secuencias diana. Estos detienen la
agregacion de las nanoparticulas debido a la repulsion electrostatica. Las secuencias de las sondas pueden
modificarse de distintas formas y en particular para facilitar la detecciéon por RDRSP asi como la deteccién visual.
El sistema (a) usa sondas unidas a la superficie en el extremo 3’ y que se han modificado en el extremo 5’ con un
grupo fosfato. Tras la hibridacion con la secuencia diana y la posterior digestion por una exonucleasa, el ADN se
degrada dando como resultado la agregacion de las particulas, que puede observarse como un desplazamiento
en el plasmon superficial y opcionalmente un cambio de color distintivo. En el sistema (b) los colorantes activos
de RDRSP se espaciaran sobre la superficie de las nanoparticulas, sin embargo no se observara ninguna sefal
hasta después de la hibridacion con la diana y de que se dé la digestion por la enzima y la agregacion resultante.
Después de que se dé la agregacion se obtendra una sefial de RDRSP. En el sistema (c), la sonda usada es la
misma sonda usada en la Figura 1; tras la hibridacion y digestion el colorante de RDRSP se liberara y sera capaz
de unirse a la superficie y producir una sefial de RDRSP cuando las nanoparticulas hibriden.

La Figura 3 es un diagrama de flujo esquematico de un ensayo que emplea exonucleasa A para digerir una
sonda de oligonucleétidos cuando se unen a un acido nucleico diana y retirar la sonda sin digerir.

La Figura 4 muestra el aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo cuando el ADN bicatenario en el que
una cadena porta un resto fosfato 5 se expone a la exonucleasa A, y una comparacién con el mismo
experimento llevado a cabo en ausencia de exonucleasa A.

La Figura 5 muestra el aumento de la fluorescencia a lo largo del tiempo cuando el ADN bicatenario en el que
una cadena porta un resto fosfato 5’ se expone a dos cantidades distintas de exonucleasa A, y una comparacion
con el mismo experimento llevado a cabo en ausencia de exonucleasa A.

La Figura 6 muestra aumentos de la fluorescencia tras el procesamiento por A exonucleasa tras exponer el
mismo ADN bicatenario a A exonucleasa, cuyos resultados se representan en las Figuras 1 y 2 y ADN
modificados en los que los sustratos tienen un hueco 5’; un extremo romo 5’ y una cola 3’; un hueco 5’ y una cola
3’; y una comparacion con un ADN sin modificar en ausencia de A exonucleasa.

La Figura 7 muestra un espectro de RDRSP de reacciones de ensayo después de la digestion enzimatica y la
etapa de lavado posterior en presencia/ausencia de la secuencia complementaria.

La Figura 8 muestra la intensidad de RDRSP de la altura promedio del pico principal a 1650 cm™ de la sonda
marcada con TAMRA (SONDA PTB) en presencia/ausencia de la secuencia diana complementaria después de
que se digiriera por la enzima A exonucleasa. Las reacciones de control que se ejecutaron en las mismas
condiciones pero que carecian de la enzima también se muestran para la comparacion. El valor citado es el
promedio de las tres mediciones llevadas a cabo para 3 réplicas separadas para cada tipo de reaccion.

La Figura 9 muestra los espectros de RDRSP después de la reaccion de digestion, inactivacion y la etapa de
eliminacion de la biotina (linea discontinua) y la misma reaccion llevada a cabo en ausencia de la enzima (linea
continua).

La Figura 10 muestra una representacion esquematica de un ensayo basado en FRET.

La Figura 11 muestra un formato de ensayo usado en estudios de catdlisis a baja concentracion de diana. La
sonda marcada con colorante se muestra como una estrella de 8 puntas, el aglutinante del surco menor como
una cruz (X) y la diana como una linea continua. Se digirieron distintas relaciones de sonda marcada con FAM
con respecto a la secuencia diana complementaria (1:1; 10:1, 100:1) en presencia de la enzima exonucleasa
lambda. La concentracion de sonda marcada con FAM y H33258 se mantuvo constante a 1 pM; se redujo la
concentracion de secuencia complementaria. La mezcla de reaccion se calentd a 37 °C durante 30 min seguida
de una etapa de inactivacién enzimatica a 75 °C durante 15 min. Cuando el nivel de fluorescencia era inferior al
del detector se afadia un exceso de diana para intentar la formacion de duplos y por lo tanto se producia una
curva de fusion si habia cantidades apreciables de la sonda que no se habian digerido.
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La Figura 12 muestra el cambio en la intensidad de fluorescencia a lo largo de 30 min del duplo FRET en
presencia (curva inferior)/ausencia (curva superior) de exonucleasa lambda. Una disminucién de la intensidad de
fluorescencia indica la destruccion del sistema FRET por digestion. Relacion de sonda marcada: complementaria

(1:1).

La Figura 13 muestra la fluorescencia de las curvas de hibridacion para las muestras que contiene un exceso
inicial de la sonda en comparacion con la secuencia diana (100:1). Ambas muestras se enriquecieron con diana
adicional. El trazo inferior presenta una muestra a la que se le afiadié enzima, sin mostrar un cambio importante
en la intensidad de fluorescencia. El trazo superior carecia de enzima y por lo tanto muestra una transicion de la
fluorescencia aguda a -58 C, que se correlaciona con la Tm del duplo para esta secuencia.

La Figura 14 muestra la fluorescencia del control de sonda monocatenaria marcada con FAM en presencia de
H33258 y Aexo (linea continua inferior); el ADN bicatenario (sonda FAM hibridada) con H33258 (linea continua
superior); y el ADN bicatenario con H33258 y Aexo (linea discontinua), muestra el progreso de la digestion a los
30 minutos.

La Figura 15 muestra las curvas de hibridacién para el ADN no digerido (linea continua) y digerido (linea
discontinua). La muestra no digerida muestra una Tm = 57 °C.

La Figura 16 muestra el cambio de intensidad después de 30 min de digestiéon con Aexo usando distintos
complementos para la sonda FAM. Para cada par, la barra del lado izquierdo representa un cambio en la
fluorescencia de las muestras sin la enzima, las muestras del lado derecho con la enzima (mostrando los
promedios de tres medidas excepto a partir del 5 solapante, Unicamente una medida).

La Figura 17 muestra una representacion esquematica de un procedimiento en el que se usa una sonda de acido
nucleico bicatenaria que comprende un marcador de (R)DRSP vy biotina, la sonda sin reaccionar o en exceso se
elimina usando imanes recubiertos de estreptavidina permitiendo la deteccién Unicamente del marcador de
(R)DRSP que estaba presente en un duplo sonda/diana antes de la degradacién por la exonucleasa.

La Figura 18 muestra un gel de agarosa en TBE que muestra la deteccion de un acido nucleico diana (ADN de C.
trachomatis) (lineas 2 a 9) frente a un control negativo (lineas 12 a 19).

La Figura 19 representa los resultados del anadlisis de (R)DRSP del analisis de ADN de C. trachomatis con
controles negativos y con una concentracion variable de sonda.

La Figura 20 representa el espectro de RDRSP de las muestras que contienen el ADN de C. trachomatis, frente
a un control negativo.

La Figura 21 representa, esquematicamente, un protocolo de ensayo en el que se pone en contacto un acido
nucleico diana, secuencialmente con una sonda de captura biotinilada unida a esferas magnéticas recubiertas de
estreptavidina y después con un una sonda de RDRSP marcada con un colorante activo terminada en un fosfato
5’, digiréndose el duplo resultante por exonucleasa lambda, permitiendo la deteccion del colorante usando
RDRSP.

La Figura 22 muestra una respuesta de un ensayo RDRSP representado en la Figura 21 (espectro superior) con
un control negativo en el que no se usa sonda marcada con colorante (espectro inferior).

La Figura 23 muestra un espectro RDRSP de un colorante derivado de 8-hidroxiquinolina.

La Figura 24 muestra un procedimiento de la invenciéon que implica la liberacién de un marcador a partir de un
duplo de sonda/acido nucleico diana formado tras la hibridacion de dos sondas de acido nucleico y un acido
nucleico diana.

La Figura 25 muestra una variacion de la realizacion representada en la Figura 24 en la que se captura un ADN
diana por una sonda de captura asegurada sobre una superficie solida tal como una esfera o una placa.

Descripcion detallada de la Invencién

Los términos "diana", "muestra” o la expresion "muestra de interés" se refieren en el presente documento a cualquier
muestra que contenga un acido nucleico, por ejemplo, muestras que contienen acidos nucleicos aislados a partir de
un individuo (o unos individuos). El "acido nucleico diana" puede ser cualquier acido nucleico, incluyendo ADN (de
cualquier origen, por ejemplo, genémico, ADNc, sintético, etc.), ARN (por ejemplo, ARNm, ARNt, ARNr, sintético,
etc.) o derivados de estos (tales como la inclusion de bases de nucledtidos raras/no habituales de origen natural y/o
bases de nucledtidos sintéticas, conocidas en la técnica). La muestra puede representar a todos o Unicamente a una
porcién de los acidos nucleicos presentes en una fuente dada. La muestra puede prepararse antes de ensayarla con
el fin de hacer que el acido nucleico diana de la misma esté mas disponible para el procedimiento de ensayo. Por
ejemplo el acido nucleico diana puede estar completa o parcialmente purificado y/o pueden producirse y separarse
fragmentos. Como alternativa a, o ademas de, usar el acido nucleico de la muestra directamente, pueden prepararse
y usarse copias (por ejemplo mediante PCR). La expresion "acido nucleico diana" cubre todas estas posibilidades.
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La expresion "acido nucleico", y los términos "polinucledtido” y "oligonucleétido" se usan en el presente documento
para un polimero o un oligdmero basado en los nucledtidos que contienen 2-desoxi-D-ribosa o D-ribosa, asi como
para moléculas de APN o ALN conocidas en la técnica. Por lo tanto, estos términos y expresiones incluyen el ADNbc
y el ADNmc asi como el ARNbc y el ARNmc. Los términos y expresiones también abarcan la posibilidad de mezclas
quiméricas de los anteriores, siendo un ejemplo de dicha mezcla una construccion de oligonucledtidos
monocatenarios que comprende tanto ADN como APN o ALN. No se pretende hacer una distinciéon entre la
expresion "acido nucleico" y los términos "polinucleétido” y "oligonucleétido”; estos términos y expresion se usan
indistintamente.

El acido nucleico diana no necesariamente es una especie aislada de cualquier secuencia natural o existente sino
que puede ser cualquier secuencia de cualquier longitud presente en, o dentro de, la muestra que se desea
investigar. Por lo tanto puede ser cualquier secuencia que se encuentre en un genoma, o acido nucleico
subgenomico, cromosoma, vector extracromosomico o gen, o motivo, o secuencia no codificante, o una secuencia
de sitio marcado o una marca de secuencia expresada. La secuencia puede proceder de cualquier fuente, por
ejemplo, producida de acuerdo con material publicado o aquel que esta en una base de datos.

La expresion "hibridacion especifica" pretende referirse a la secuencia de la sonda de acido nucleico que es
sustancialmente complementaria a la secuencia del acido nucleico de la diana. Esto se refiere a los oligonucledtidos
que, cuando se alinean de tal modo que el extremo 5’ de una de las secuencias se empareja con el extremo 3’ de la
otra, existe al menos un 95 %, tipicamente al menos un 97 %, mas tipicamente al menos un 98 % y mas tipicamente
al menos un 99 % de identidad (es decir, emparejamiento de bases de Watson y Crick) entre las secuencias.
Pueden incorporarse (enzimatica o sintéticamente) analogos de bases modificadas que no se encuentran
comunmente en los acidos nucleicos naturales en los acidos nucleicos. Tal como se conoce en la técnica, la
complementariedad de dos hebras de acido nucleico puede no ser perfecta: algunos duplos estables pueden
contener pares de bases que no coinciden correctamente o pares de bases que no coinciden y un experto en la
materia de la tecnologia de acidos nucleicos puede determinar su estabilidad hipotéticamente considerando una
serie de variables distintas a la longitud del oligonucledtido y la concentracion y la identidad de las bases de guanina
y citosina del oligonucledtido. A este respecto se entendera que la rigurosidad de las soluciones usadas en cualquier
caso dado puede variar de acuerdo con las necesidades del ejemplo concerniente, y la seleccion de la rigurosidad
adecuada esta dentro de las capacidades de la persona experta.

El experto destinatario sera consciente del control adecuado de la temperatura y/o concentraciones de sales, por
ejemplo, es posible asegurar que Unicamente las secuencias de las sondas de un grado deseado de especificidad
para una diana particular permaneceran unidas a la diana y las sondas no especificas no hibridaran con la diana. El
experto destinatario entiende esto con respecto a la hibridaciéon especifica.

Tal como se conoce en la técnica, los parametros de la concentracion de sales y/lo la temperatura pueden variar
para alcanzar la identidad deseada entre la sonda y el acido nucleico diana. Una guia con respecto a dichas
condiciones que esta facilmente disponible para los expertos en la materia en particular puede encontrarse en
Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Tercera Ed.), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, NY). Paginas 7.9 a 7.12 (2001).

La estabilidad de un duplo de acido nucleico se mide por la temperatura de fusion o disociacion, o "Tm". La Tm de
un duplo de acido nucleico particular en condiciones de reaccion especificas es la temperatura a la cual la mitad de
los pares de bases estan presentes en una estructura de duplo y la mitad estan presentes en un ADN
monocatenario.

Los factores principales que rigen la determinacion de la Tm son la longitud de la secuencia y el contenido de G-C.
El procedimiento tedérico y experimental para determinar la Tm se desvela en Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Segunda edicion, J Sambrook y col., Cold Spring Harbor, Capitulo Il secciones 46 y 55. En esencia, para
oligonucledtidos de una longitud menor de 18 nucleétidos, la Tm del hibrido se estima multiplicando el niumero de
restos de A + T en el hibrido por 2 °C y el numero de restos de G + C por 4 °C y sumando los dos conjuntamente.
Para los nucleétidos entre aproximadamente 14 y 70 nucleétidos de longitud, también es aplicable la siguiente
ecuacion ideada por Bolton y McCarthy, (P.N.A.S. 48:1390, 1962) para determinar la TM de moléculas de ADN
largas:

Tm = 81,5 - 16,6(log[Na+]) + 0,41 (% G + C) - (600/N).

(en la que N es la longitud de la cadena y [Na+] es la fuerza i6nica de la solucién de hibridacion.
Los expertos en la materia conocen otras férmulas para calcular las Tm.

Tal como se indica anteriormente, la persona experta sera consciente de que la Tm exacta dependera de muchos
factores, tales como la temperatura de reaccion, la concentracion de sales, la presencia de desnaturalizantes tales
como la formamida y el grado de complementariedad con respecto a la secuencia con la cual se pretende que
hibride el nucledtido.
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Con respecto a la hibridacion del oligonucleétido, la temperatura éptima de hibridacion se lleva a cabo generalmente
en condiciones que estan de 2 a 10 °C por debajo de la Tm. Idealmente, la temperatura de hibridacion se controla de
un modo preciso, preferentemente a + 2 °C, mas preferentemente a + 0,5 °C o mejor, particularmente cuando las
longitudes hibridables de los oligonucleétidos de captura son pequefias y existe una necesidad de discriminar entre
dos secuencias que Unicamente pueden diferir en un solo nucleétido en uno u otro de los extremos de la secuencia
hibridable.

Las condiciones de hibridacion elegidas se disefian para que sean tan cercanas como sea posible a la Tm calculada
de los duplos formados entre la sonda y los acidos nucleicos diana. La concentraciéon de sales en la solucion de
hibridacion usada es particularmente significativa. En NaCl 1 M, los pares de bases de G:C son mas estables que los
pares de A:T. De un modo similar, los oligonucledétidos bicatenarios con un contenido en G-C mas alto tienen una Tm
mas alta que aquellos de la misma longitud con un contenido en A-T mas alto. Si hay ligeras diferencias, es decir,
diferencias en un uUnico nucledtido, entre los acidos nucleicos diana que necesitan distinguirse, es importante el
establecimiento de las condiciones 6ptimas de hibridacion, particularmente cuando la longitud hibridable es pequefa
(< aproximadamente 30-meros). En los casos en los que debido a una composicion distinta de nucledtidos en la
muestra de interés ademas del nucledtido diana, existe un intervalo de Tm amplio. Debido a esto las condiciones
pueden manipularse de modo que se disminuya la dependencia de las Tm sobre la composicion de nucleétidos
usando soluciones de hibridacién caotropicas. Esto puede efectuarse, por ejemplo, mediante la incorporacion en la
solucién de hibridaciéon de una amida terciaria o cuaternaria.

Tal como se usa en el presente documento, la sonda de acido nucleico o "sonda" comprende una secuencia de
acido nucleico que esta disefiada para formar una estructura de duplo con una secuencia sustancialmente
complementaria en el acido nucleico diana. Se entendera que la sonda de acido nucleico puede formar por lo tanto
un duplo, por ejemplo, con un acido nucleico diana monocatenario o bicatenario. Siendo este Ultimo la estructura de
triplete resultante que comprendera un duplo formado por la hibridacién entre una cadena del acido nucleico diana y
la sonda monocatenaria. Los expertos en la materia entenderan que son posibles las arquitecturas de
oligonucledtidos de orden superior que contienen duplos, por ejemplo las estructuras de cuarteto.

En determinadas realizaciones, el marcador se une directamente, enlaza o se asocia de otro modo con una o mas
bases de nucleétidos de la "sonda" de acido nucleico. Por asociada con se entendera que abarca realizaciones en
las que un nucleétido individual, o una porcién del mismo, es detectable una vez que ya no esta unido a la sonda de
acido nucleico original de la que forma parte.

Los marcadores adecuados para la deteccion Raman/(R)DRSP se describen en, por ejemplo, los documentos
WQ097/05280, WO099/60157 y WO2005/019812. Otros marcadores adecuados incluyen aquellos colorantes
desvelados en SERRS Dyes. Parte 2, Synthesis and evaluation of dyes for multiple labelling for SERRS (McHugh,
C.J., Docherty, F.T., Graham, D., Smith, W.E. Analyst, 2004, 129, 1, 69-72); y Biosensing Using Silver Nanoparticles
and Surface Enhanced Resonance Raman Scattering (Graham, D, Faulds, K, Smith, W. E. Chemical
Communications, 2006, 42, 4363-4371). También es posible que el marcador tenga una frecuencia de resonancia
particular, cuya frecuencia pueda cambiar cuando una serie de los marcadores se pongan en proximidad cercana.

Los marcadores fluorescentes se usan cominmente en diversos sistemas de deteccion y varios marcadores
fluorescentes son conocidos para los expertos en la materia. La presente invencion también puede emplear técnicas
de FRET y/o de extincion de la sefial fluorescente, tal como se describira con mas detalle mas adelante en el
presente documento.

Por lo tanto el término "marcador” se refiere a cualquier atomo o molécula que pueda usarse para proporcionar una
sefial detectable preferentemente cuantificable, preferentemente en tiempo real. EI marcador detectable puede
unirse a o es una porcién inherente de la sonda de acido nucleico o puede llegar a unirse de otro modo al duplo
formado entre la sonda de acido nucleico y el acido nucleico diana. Dichos marcadores pueden unirse al surco
menor o mayor el duplo o intercalarse de otro modo con el duplo de acido nucleico. Se entiende, sin embargo, que
los marcadores de este tipo no seran capaces de unirse al acido nucleico diana a menos que se forme un duplo
entre la sonda y el acido nucleico diana. Muchos de dichos marcadores son conocidos e incluyen PicoGreen® (G.
Tolun y S. Myers (A real-time DNase assay (ReDA) based on PicoGreen® fluorescence Nucleic Acids Res. 2003, 31:
e111)).

Tal como se usa en esta solicitud, a "tiempo real" se refiere a la deteccion de la produccion cinética de una sefial,
que comprende tomar varias lecturas con el fin de caracterizar la sefial a lo largo de un periodo de tiempo. Por
ejemplo, una medicion en tiempo real puede comprender la determinacion de la tasa de aumento de producto
detectable. Como alternativa, una medicién en tiempo real puede comprender la determinacién del tiempo necesario
antes de que la secuencia diana se amplifique a un nivel detectable.

En algunas realizaciones puede ser necesario retirar la sonda sin hibridad de una reaccion, con el fin de permitir la
deteccion unicamente del marcador que ha llegado a incorporarse/asociarse con un duplo de sonda/acido nucleico
diana. Un modo de alcanzar esto es incorporar un resto de captura (también mencionado en el presente documento
como un resto capturable) sobre/en la sonda de acido nucleico (los ejemplos incluyen un resto magnético y/o
biotina). Si la sonda de acido nucleico no se une a la diana, la diana no se digerira por la exonucleasa y la sonda sin
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digerir puede retirarse por medio de un iman, tal como esferas magnéticas, en el caso de un resto magnético o del
uso de un material recubierto de estreptavidina, en el caso de la biotina. Sin embargo, si la sonda forma el duplo
sonda/diana, el resto de captura se liberara de la sonda tras la digestion del duplo pero el marcador aun podra
detectarse.

Asi, por ejemplo, mediante un marcaje doble con un marcador detectable por espectroscopia Raman (por ejemplo,
(R)DRSP y biotina, por ejemplo en el extremo 3’, la sonda sin digerir (por ejemplo porque el acido nucleico diana no
estuviese presente) o puede retirarse el exceso de sonda mediante el uso de esferas magnéticas recubiertas de
estreptavidina, lo que significa que Unicamente se detecta una sefial cuando esta presente el acido nucleico diana.

Esto se muestra esquematicamente en la Figura 17 (usando la deteccion por (R)DRSP y la captura con
biotina/estreptavidina como ejemplo).

Puede entenderse que esta metodologia es analoga al uso de sondas Tag-Man. Con las sondas Tag-Man la sefal
se suprime mediante el uso de un desactivador que, una vez separado del colorante indicador durante la
amplificacion por PCR, ya no suprime la fluorescencia del colorante indicador y la fluorescencia es detectable. En la
presente invencion, sin embargo, puede obviarse el uso del desactivador, una vez que la sefial que de otro modo
surgiria como una consecuencia del exceso o de falta de hibridacion de la sonda pueda retirarse mediante el uso de
un resto capturable tal como biotina, que se une a la sonda asi como un colorante detectable por Raman.
Ventajosamente, puede usarse el minimo de sonda cuando la sensibilidad de la modalidad de deteccion lo permita
(por ejemplo cuando se usa (R)DRSP).

En otras realizaciones adicionales de la invencién, los procedimientos de la invencién pueden hacer uso
opcionalmente de mas de una sonda de acido nucleico que actia en combinacién con una sonda para el acido
nucleico diana. Por lo tanto, por ejemplo, si se usan dos sondas, una sirve para capturar el acido nucleico diana, si
esta presente en la muestra de interés y la otra para proporcionar (tipicamente) un marcador detectable para
sefalizar que la diana si esta presente, pueda desplegarse. Por lo tanto una primera sonda de acido nucleico puede,
por ejemplo, biotinilarse en el extremo 3’, por lo que proporciona un resto capturable. Este puede ponerse en
contacto con una muestra de interés. Si el acido nucleico esta presente, este hibrida con la primera sonda y el duplo
resultante se captura usando esferas magnéticas marcadas con estreptavidina. La sonda sin unir y los demas
componentes de la muestra de interés pueden lavarse después. Como alternativa, la primera sonda de acido
nucleico puede ponerse en contacto inicialmente con un iman recubierto de estreptavidina (o esferas magnéticas),
lavandose la sonda de captura no unida antes de la exposicion a la muestra de interés, después de lo cual pueden
lavarse los componentes sin hibridar de la muestra de interés. Esta realizacién alternativa se representa
esquematicamente en la Figura 21.

Después de la captura del acido nucleico diana, puede introducirse un marcador detectable por Raman al duplo
resultante de la hibridacién de la primera sonda de acido nucleico con respecto al acido nucleico diana. Esto puede
lograrse usando un marcador que pueda intercalarse en el duplo tal como se describe en el presente documento.
Como alternativa, y tipicamente, se introduce el marcador con una segunda sonda de acido nucleico que hibrida con
el acido nucleico diana ya unido a la primera sonda de acido nucleico. El duplo resultante que comprende dos
hebras de la primera y opcionalmente la segunda sonda de acido nucleico complementaria a distintas regiones del
acido nucleico diana puede degradarse después por la exonucleasa para liberar el marcador detectable por Raman
(por ejemplo, activo para (R)DRSP).

En todas las realizaciones de la invencion, en las que es posible separar el marcador no unido del acido nucleico
diana, por ejemplo, usando la técnica de captura que se describe en el presente documento, es posible y es a
menudo ventajoso no incluir un resto desactivador para el marcador detectable por Raman en la sonda en la que
esta comprendido el marcador. Esto es debido a que es posible retirar la sonda que contiene marcador no unida (lo
que podria producir de otro modo un resultado de falso positivo de fondo, dado que el acido nucleico diana esta
indicado por la deteccién del marcador). Sin embargo, cuando las técnicas de captura que se describen en el
presente documento no se usan, o incluso cuando se usan, puede ser ventajoso incluir un desactivador para el
marcador en una sonda de acido nucleico. De este modo cualquier sonda residual sin hibridar que contenga un
marcador no contribuye a cualquier sefial detectada.

La Figura 21 representa, esquematicamente, un ejemplo de una realizaciéon descrita anteriormente en el presente
documento en términos generales en la que se emplean una primera y una segunda sonda de acido nucleico por
separado con una serie particular, pero no obligatoria, de etapas de lavado representadas. Se observara que la
segunda sonda de acido nucleico comprende un marcador y un desactivador (siendo el desactivador el circulo mas
oscuro de la sonda "marcadora") aunque se entendera a partir de la discusién inmediatamente anterior que la
presencia de este desactivador no es un rasgo esencial. "P" representa un resto terminal de fosfato 5’ que sirve para
producir el acido nucleico bicatenario resultante como un sustrato para la exonucleasa lambda. Por lo tanto la Figura
21 muestra una sonda de captura corta (biotinilada en 3’) unida a esferas magnéticas recubiertas de estreptavidina.
Se lava la sonda no unida. La secuencia diana se hibrida después con la sonda de captura inmovilizada (primera
sonda de acido nucleico). Se lava el acido nucleico diana no unido. Después se hibrida una secuencia de
oligonucleétido marcada con un colorante (con un grupo fosfato 5’) con la secuencia diana capturada. Se produce la
accion de la exonucleasa A sobre secuencia de la sonda hibridada. La enzima degrada la sonda de ADN hibridada a
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mononucledtidos, liberando el colorante.

Como un ejemplo adicional de una realizacién de la invencion que puede hacer uso de mas de un acido nucleico que
actia en combinacién con una sonda para el acido nucleico diana, pueden usarse dos sondas de acidos nucleicos
en las que una primera sonda comprende una secuencia disefiada como sonda para el acido nucleico diana.
Ademas de la porcion de la primera sonda que es complementaria a al menos una porcién del acido nucleico diana
la primera sonda también comprende una secuencia complementaria a una segunda sonda de acido nucleico. Esta
segunda sonda de acido nucleico puede comprender un marcador activo para (R)DRSP u otro para Raman (que es
al menos detectable por (R)IDRSP o Raman cuando se escinde de la segunda sonda de acido nucleico) y
opcionalmente un desactivador. Como alternativa, el marcador puede proporcionarse de otro modo, por ejemplo,
siendo un marcador que puede intercalarse en un duplo formado por la hibridacién entre el acido nucleico diana y la
sonda de acido nucleico (constituida en esta realizacion por una primera y una segunda sonda de acidos nucleicos)
tal como se describe en el presente documento. La primera o la segunda sonda, tipicamente la segunda sonda,
también pueden comprender un grupo fosfato 5’ en el que la exonucleasa usada es exonucleasa lambda. La Figura
24 muestra una representacion esquematica de esta realizacion de la invencion en la que la modalidad de deteccion
que se indica es la RDRSP; el acido nucleico diana un ADN; la segunda sonda de acido nucleico esta marcada con
un colorante activo para RDRSP (mostrado como una estrella) y que tiene un fosfato 5’; y siendo la exonucleasa
usada exonucleasa lambda.

Una ventaja de esta realizacion de la invenciéon es que permite que la primera sonda funcione como una sonda
especifica de diana basandose en la porcién de su secuencia que esta disefiada para hibridar con el acido nucleico
diana. La porcién de su descripcion de secuencia que hibrida con la segunda sonda puede ser genérica, por lo que
se entiende que la secuencia no es especifica para el acido nucleico diana pero si para la segunda sonda. Por lo
tanto no es necesario que la segunda sonda posea ninguna complementariedad de secuencia con respecto al acido
nucleico diana y por lo tanto puede usarse para detectar multiples acidos nucleicos diana. Esto es ventajoso debido
a que la segunda sonda de acido nucleico, tal como se indica, es tipicamente mas compleja estructuralmente,
comprendiendo tipicamente un marcador y opcionalmente un desactivador y opcionalmente un grupo fosfato 5’. No
es necesario que la segunda sonda se personalice basandose en el acido nucleico diana; la primera sonda, que esta
basada en parte en una secuencia encontrada en el acido nucleico diana, puede fabricarse simplemente mediante
sintesis de oligonucledtidos.

Este enfoque puede permitir que se use una sonda genérica para el ensayo, es decir, la secuencia de la segunda
sonda (y su secuencia complementaria de la primera sonda) pueden usarse para todos los acidos nucleicos diana y
puede optimizarse para producir las mejores condiciones posibles para que funcione la enzima, para que tenga lugar
la hibridacion y para la configuracion optima del marcador.

La region diana de la primera sonda de acido nucleico puede cambiarse después para hibridar con la diana. De un
modo particularmente ventajoso esta porcion de su secuencia también podria contener bases que aumenten la
eficacia de hibridacion tales como bases de ALN.

Una ventaja adicional de esta realizacion de la invenciéon es que esta permite la deteccion directa de los acidos
nucleicos diana que comprenden APN o ALN: dado que no es el acido nucleico bicatenario (opcionalmente
quimérico) mediante la hibridacion entre la diana y la primera sonda que se escinde, no es necesario hacer uso de
exonucleasas que se eligen basandose en la constitucion del ADN diana, o usar sondas de acidos nucleicos que no
se unan unicamente a, por ejemplo, ADN o ARN. La eficacia de hibridacion mejorada proporcionada utilizando ALN y
APN puede proporcionarse, por lo tanto, por una o ambas de (i) la porcion del acido nucleico diana al que se dirige la
region directora de la primera sonda o (ii) que la region directora en si misma comprenda ALN y APN.

Por lo tanto, es una metodologia de deteccion mas genérica que solo para ARN o ADN. La diana podria ser ADNbc
que usa un oligonucledtido formador de tripletes (OFT), una proteina que usa un aptamero o un anticuerpo que se
une a una diana adecuada. En dichas realizaciones, la deteccién puede llevarse a cabo del mismo modo que se
describe en el presente documento (por ejemplo para un ADN monocatenario con una secuencia de la sonda que
comprende una primera y una segunda secuencia de la sonda). Por lo tanto, con el ADN bicatenario como acido
nucleico diana, por ejemplo, la primera sonda de acido nucleico puede ser un OFT que tiene una Unica secuencia
que forma el triplete, es decir, que se dirige al ADN bicatenario, y que esta conjugada con una secuencia de acido
nucleico complementaria a la segunda sonda de acido nucleico. La hibridacién de la segunda sonda de acido
nucleico y la degradacion posterior del duplo resultante sirve para detectar la presencia del ADNbc deseado sin
ninguna necesidad de fusion.

De un modo analogo, un acido nucleico puede conjugarse a un anticuerpo, que después puede, por ejemplo,
inmovilizarse sobre un soporte sélido. La deteccion de un suceso de union (por ejemplo a un antigeno) puede
lograrse mediante un procedimiento de la invencién en el que un acido nucleico que sirve como el acido nucleico
diana puede unirse a un anticuerpo adicional (por ejemplo en un ensayo analogo a un ensayo ELISA de tipo
sandwich). La presencia del antigeno en el soporte sélido puede determinarse después por la deteccion del acido
nucleico diana de acuerdo con un procedimiento de esta invencion. De este modo, los procedimientos de la presente
invencion pueden usarse para detectar cualquiera de los sucesos de unioén conjugando un acido nucleico adecuado
como el acido nucleico diana a la sonda biomolecular en cualquier estudio dado. La unién puede detectarse después
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exponiendo el conjugado biomolecular de sonda-acido nucleico diana a una sonda de acido nucleico y practicando
un procedimiento de la invencion.

Una ventaja adicional de esta realizacion de la invencion es la facilidad con la que se permite la multiplexacion,
simplemente cambiando el marcador de la segunda sonda y la secuencia diana de la primera sonda. La secuencia
que se degrada realmente por la exonucleasa puede permanecer constante necesitando Unicamente establecer un
conjunto de condiciones 6ptimas para la exonucleasa incluso en una matriz de complejos multiples en la que pueden
detectarse varios acidos nucleicos diana.

El uso de secuencias genéricas escindibles por la exonucleasa descritas anteriormente en el presente documento
también puede usarse en conjuncién con la metodologia de captura descrita en el presente documento. Por lo tanto,
por ejemplo, la porcién de la primera sonda de acido nucleico disefiada para hibridar con la segunda sonda de acido
nucleico podria derivarse por ejemplo en el extremo 3’ con biotina para permitir el uso de una metodologia de
captura y de lavado basada en estreptavidina-biotina descrita en el presente documento y en referencia a la Figura
21. De este modo la primera sonda de acido nucleico sirve como sonda capturable tal como se describe en el
presente documento. El uso de dichas metodologias puede mejorar la especificidad (y por lo tanto la fiabilidad) de
los procedimientos de esta invencion (si se desea).

Un modo alternativo para mejorar la especificidad se representa en la Figura 25. Esta representa el uso de dos
sondas de captura que pueden unirse a una superficie sélida, por ejemplo una esfera o una placa o una alternativa
ejemplar derivada con biotina para permitir la captura mediante un iman recubierto de estreptavidina. Se representan
dos sondas de captura; podrian usarse una o mas. Por lo tanto, cuando se deriva la metodologia de captura para
usarse en los casos donde se hace uso de secuencias escindibles por exonucleasa, la sonda (o las sondas) de
captura no necesitan ser la misma sonda que aquella que hibrida con la sonda marcada (tal como se ilustra en la
Figura 24).

En una realizacion de la invencion, la sonda de acido nucleico que contiene un fosfato 5’ que hibrida con un acido
nucleico diana se digiere por una exonucleasa tal como la exonucleasa lambda, de modo que se degrada la cadena
que contiene el fosfato 5’. Mientras que pueden degradarse ambas hebras por digestion, en algunas realizaciones de
la invencion es suficiente la para digestion unicamente de la sonda y la liberacién del marcador detectable por
Raman/(R)DRSP.

La exonucleasa Lamba es una enzima de 24 kD codificada por el bacteriéfago Lambda. Esta enzima esta implicada
en la recombinacion genética del bacteriéfago pero también esta disponible comercialmente como una enzima de
procesamiento del ADN. Se ha desvelado que la estructura cristalina de la enzima es un homotrimero con una
estructura cuaternaria toroidal.

La exonucleasa lambda digiere una cadena bicatenaria (ADNbc) comenzando por el extremo 5 fosforilado. Las
dimensiones del canal central de la exonucleasa lambda son tales que esta Unicamente puede acomodar ADNbc en
un extremo del canal. La enzima es altamente procesiva, pasando la cadena 3’ de ADN a través del centro del canal
conico del centro de la enzima. La cadena 5 se digiere, liberando mononucleétidos 5 libres. También se ha
mostrado que se digiere el ADN monocatenario con un extremo 5 fosforilado pero es un sustrato pobre en
comparacion con el ADNbc (véase P.G. Mitsis y J.G. Kwagh, Nucleic Acids Research, 27(15), 3057-3063 (1999) y
referencias que se citan en el mismo).

En algunas realizaciones de la invencién, la exonucleasa es exonucleasa lambda. En otras realizaciones la
exonucleasa no es exonucleasa lambda. Otras exonucleasas que son adecuadas para el uso de la presente
invencion son exonucleasas que son capaces de digerir progresivamente una o ambas hebras de un duplo de acido
nucleico en una direccién 5’ o 3’ sin importar si el extremo 5’ o 3’ del acido nucleico esta modificado, tal como por
fosforilacion. Debe apreciarse sin embargo, que la exonucleasa debe poseer poca o ninguna capacidad de digerir un
acido nucleico monocatenario. Otras exonucleasas adecuadas incluyen polimerasas, tales como la Taq polimerasa,
ADN polimerasa |, y la ADN polimerasa T4.

La sonda puede ser de cualquier longitud conveniente. Su longitud real dependera de la precision con la que se
desee determinar una secuencia diana dada. Tipicamente, sin embargo, la sonda tendra entre aproximadamente 10
y 50 nucleédtidos de longitud, for ejemplo de 20 a 30 nucledtidos de longitud. La sonda se modifica de modo que
permita el cambio de entorno del marcador para que este se detecte tras la digestion de la sonda por la
exonucleasa, por ejemplo, nucleasa lambda. Preferentemente, el marcador es sustancialmente no detectable
cuando forma parte de la sonda, bien cuando la sonda esta presente como acido nucleico monocatenario y/o cuando
hibrida con la secuencia diana. De este modo el exceso de sonda no hibridada, que se procesa mucho menos
preferentemente por las exonucleasa descritas, no sera detectable y de este modo el Unico marcador detectable
sera aquel presente cuando se encuentra unido al duplo de acido nucleico sonda y que se ha liberado tras la
digestion del duplo de acido nucleico. De este modo cualquier cambio en el marcador es indicativo de la presencia
de la secuencia diana en la muestra de interés.

A diferencia de los enfoques de la técnica anterior, la cadena de la sonda no necesita extenderse necesariamente
durante los procedimientos de esta invencion. La sensibilidad de deteccién mediante el uso marcadores detectables
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usando procedimientos de espectrometria Raman, en particular (R)DRSP, por ejemplo, es tal que pueden detectarse
niveles extremadamente bajos de marcador. En determinadas realizaciones de la invencion, un beneficio adicional
es que una vez que la sonda inicial se ha digerido, puede unirse una segunda molécula de sonda al acido nucleico
diana y puede digerirse para generar mas sefial a partir del mismo fragmento de acido nucleico diana, teniendo en
cuenta la elevada velocidad de recambio de determinadas exonucleasas, tales como la exonucleasa lambda. En
efecto, la sefial se amplifica en estas realizaciones, en contraposicion con la diana, por ejemplo, en la PCR. Puede
usarse un exceso de secuencia de la sonda, por ejemplo 10 veces o mas o 100 veces o mas que el molde presente,
0 que se espera 0 se estima que esté presente, en la muestra, para asegurar que la cinética de hibridacion
favorezca la regeneracion de la sefial rapida. Este enfoque también permite reacciones de multiplexacién mediante
del uso de sondas con marcadores distintos.

Sin embargo, si se desea, puede efectuarse la amplificacién de la diana. Los procedimientos adecuados de
amplificacién son conocidos para la persona experta e incluyen la amplificacion isotérmica y la amplificacion en
circulo rodante.

En determinadas realizaciones de esta invencion, la fluorescencia, por si misma, como modalidad de deteccion
puede complementar la deteccion mediante espectroscopia de Raman en la que el marcador detectable por
espectroscopia Raman es fluorescente. En estas realizaciones la sonda comprendera tipicamente un fluoréforo y un
desactivador al igual que con las balizas moleculares o las sondas TagMan descritas anteriormente. Cuando esta
intacto, el desactivador extinguira cualquier fluorescencia del fluoréforo. Sin embargo, tras la degradacion de la
sonda de ADN por la exonucleasa, después de la hibridacién con el acido nucleico diana, se liberara el fluoréforo del
desactivador permitiendo que se obtenga la fluorescencia. En los casos donde sea problematica, puede mejorarse la
fluorescencia de fondo mediante el uso de microscopia confocal. Esta permite un enfoque de deteccion ultrasensible
al nivel de una sola molécula. También es posible usar una configuracion de FRET en contraposicion al
desactivador-diana y también el uso de mediciones del tiempo de vida de la fluorescencia. Puede usarse cualquier
fluoréforo conveniente. En una realizacion puede usarse fluoresceina-dT (emision a 516 nm). La fluoresceina-dT es
una base modificada en la que la fluoresceina (FAM) esta unida en la posicion 5 del anillo de timina mediante un
brazo espaciador en el carbono 6. Puede usarse cualquier desactivador conveniente, por ejemplo Dabcyl (que
extingue a 380-530 nm).

En otra realizacién, la modalidad de detecciéon se basa en la plasménica, que se basa en la resonancia de
plasmones de nanoparticulas como un indicador de hibridacion y de este modo el cambio en el estado de
agregacion de las nanoparticulas en solucién después de la accion de la exonucleasa. De acuerdo con esta
realizacion, las particulas individuales se funcionalizan con la sonda de tal modo que un fosfato terminal (por ejemplo
fosfato 5° en el que la exonucleasa A se usa como la exonucleasa) o la base del nucleédtido esta distante con
respecto a la superficie de la nanoparticula. Cuando la sonda se funcionalice tendra una frecuencia de resonancia
particular. Cuando estas sondas hibridan con la regién diana, el fosfato/base terminal actia como sitio de
reconocimiento para la exonucleasa para permitir la digestion de la sonda sobre la superficie de la nanoparticula.
Mientras que las nanoparticulas recubiertas con la secuencia de la sonda se aislan y se desagregan en solucion,
tras la hibridacién con la secuencia diana y la posterior degradacion de la secuencia de la sonda las nanoparticulas
ya no se mantendran separadas y se agregaran dando como resultado un cambio detectable.

En una realizacion, puede proporcionarse una superficie a la cual se une una sonda de acido nucleico. La superficie
es una que es adecuada para su uso en la deteccion Raman (R)DRSP y puede ser una superficie metalica rugosa,
tal como una superficie de plata. La superficie puede ser, por ejemplo, la superficie de una nanoparticula, placa de
microtitulacion, superficie de micromatriz o similar. El marcador detectable por Raman (por ejemplo, (R)DRSP)
puede disponerse sobre la superficie tras la digestion del duplo de acido nucleico.

Asimismo, si la superficie es la superficie de una nanoparticula, la sonda evitaria que las particulas se agregasen,
pero tras la digestion de la sonda, las particulas podrian agregarse, potenciando de este modo cualquier sefial
detectable por Raman (por ejemplo, (R)DRSP).

Si se unen cantidades suficientemente pequefias de sonda a la superficie de la nanoparticula (por ejemplo, una
cobertura del 10 - 20 % de la superficie) entonces puede asumirse que el estado de agregacion de las
nanoparticulas cambiara cuando se degraden las sondas y dara lugar a un cambio en la frecuencia de plasmones de
las nanoparticulas. Esto puede medirse usando, por ejemplo, microscopia de campo oscuro (véase por ejemplo
Homogeneous detection of unamplified genomic DNA sequences based on colimetric scatter of gold nanoaparticle
probes (J. J. Storhoff y col., Nature Biotech. 2004, 22(7), 883-887)).

De acuerdo con esta realizacion un colorante activo para (R)DRSP (un marcador de (R)DRSP) puede unirse
directamente a la nanoparticula, pero cuando la sonda aun esta intacta, el marcador es invisible ya que no hay
agregacion. La digestion del duplo sonda/diana permite que ocurra la agregacion de las particulas y también activa
el efecto RDRSP.

Pueden usarse coloides de oro o de plata como nanoparticulas. Estos coloides pueden considerarse como soles, es
decir, particulas solidas dispersas en agua. El tamafio de estas particulas esta en la escala nanométrica, por lo tanto
el uso del término nanoparticulas tipicamente es de 1 - 100 nm en particular 10 - 80 nm, tales como 15 - 40 nm). El
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medio coloidal se ajusta bien a las reacciones de hibridacion de ADN mientras que los oligonucledtidos pueden
inmovilizarse sobre la superficie de las nanoparticulas de oro o de plata.

En realizaciones preferentes, tal como se explica anteriormente en el presente documento, la modalidad de
deteccion se basa en la (R)DRSP. Los detalles relacionados con la DRSP y la RDSP se exponen, por ejemplo, en
los documentos WQ097/05280, WO99/60157 y WO2005/019812 y las referencias citadas en los mismos.

Tal como se conoce en la técnica, un espectro Raman surge debido que la luz incidente sobre el analito se dispersa
debido al movimiento nuclear y a la excitacion de los electrones del analito. Cuando el analito cuyo espectro se
registra esta estrechamente relacionado con una superficie adecuada, tal como una superficie metalica rugosa, esto
da lugar a un gran aumento de la sensibilidad de deteccion, estando el efecto mas marcado cuanto mas cerca se
situa el analito con respecto a la superficie "activa" (la posiciéon 6ptima esta en la primera capa molecular alrededor
de la superficie, es decir, dentro de aproximadamente 2 nm de la superficie). Esto se denomina DRSP.

Puede obtenerse un aumento adicional de la sensibilidad funcionando a una frecuencia de resonancia del analito (en
este caso debido a que se une un colorante a la diana de interés). El uso de una fuente de luz coherente,
sintonizada al maximo de absorbancia del colorante, da lugar a un aumento de 10°-10° veces en la sensibilidad (la
excitacion del laser también puede ajustarse al maximo de la resonancia de plasmones de superficie, que puede
coincidir o no con el maximo del colorante). El efecto de potenciacion de superficie y el efecto de resonancia puede
combinarse para producir la RDRSP y un intervalo de frecuencias de excitacion aun producira un efecto potenciador
combinado.

Por lo tanto la técnica de RDRSP proporciona una huella vibratoria del analito cuando se reunen dos condiciones.
Estas son (i) la absorcién sobre una superficie metalica adecuada y (ii) la presencia de un cromoforo visible. El uso
de un metal adicional significa que la fluorescencia se desactiva eficazmente. Esto significa que una amplia gama de
moléculas coloreadas, incluyendo fluoréforos convencionales, producen excelentes sefiales de (R)DRSP.

Generalmente, se prefiere la RDRSP, y de este modo todas las referencias en el presente documento a la (R)DRSP
pueden leerse en RDRSP a menos que el contexto indique especificamente lo contrario. Sin embargo se entendera
que la invencién también puede practicarse con DRSP y espectroscopia Raman en general. La DRSP es ventajosa,
por ejemplo cuando minimiza la fluorescencia de fondo usando una frecuencia de excitacion en la regién del
infrarrojo.

Un ejemplo de como generar un marcador que sea invisible para la (R)DRSP, pero que luego se vuelva visible
después de la accién de una enzima, se describe por ejemplo, en Moore y col. (2004 Nature Biotech., 22, paginas
1133-1138). En este ejemplo se usa una lipasa para hidrolizar un enlace éster que libera un colorante que se vuelve
activo para (R)DRSP. Para cumplir con esto, tal como se aplica a la presente invencion, puede unirse un colorante
de azo hidroxiquinolina al fosfato 3’ de la sonda nucleica a través del grupo fendlico del colorante. Esto enmascara la
union del colorante a una superficie metalica y hace que el colorante sea "invisible" para RDRSP. En este enfoque
una vez que la sonda ha hibridado con su secuencia especifica, la exonucleasa digerira el oligonucleétido y liberara
el colorante de hidroxiquinolina que puede detectarse por RDRSP, gracias a que el colorante es capaz de unirse a
una superficie activa de (R)DRSP.

Debido a la extrema sensibilidad de la (R)DRSP, puede no ser necesaria la amplificacién del molde, en muchos
casos, para hacer que este procedimiento funcione. Sin embargo puede efectuarse la amplificacion de la diana si se
desea. Los procedimientos adecuados de amplificacién son conocidos para la persona experta e incluyen la
amplificacion isotérmica y la amplificacion en circulo rodante.

De acuerdo con una realizacion adicional, puede usarse una sonda que tenga una colorante de (R)DRSP modificado
en 5’ unido a esta. El colorante puede unirse de tal modo que la sonda no se adhiera a la superficie metalica y
produzca RDRSP. Después de la formacion del duplo sonda/diana y la adiciéon de una exonucleasa, tal como Taq,
se produce la degradacion y se libera el marcador. Esta sonda se degrada de un modo similar a una sonda TagMan;
sin embargo en lugar de retirar la extincion de la fluorescencia y un aumento en la fluorescencia tras la accion de la
enzima, en esta realizacion de la presente invencion la capacidad del colorante para adherirse a la superficie
metdlica aumenta y de este modo produce un aumento de la sefial de RDRSP. Tal como se describe anteriormente
en el presente documento, esta realizacion puede practicarse en conjuncion con el uso de un resto capturable tal
como la biotina para permitir la eliminaciéon de la sonda no unida o en exceso. Con cualquiera de estas, u otras,
realizaciones de la invencion, dichas sondas pueden desplegarse en combinacion con la amplificacion del acido
nucleico presente en la muestra de interés, por ejemplo por PCR.

De un modo conveniente, cuando se usan técnicas de amplificacion en conjuncién con sondas detectables por
Raman, las sondas usadas pueden disefiarse para hibridar con una porcién distinta de una diana de acido nucleico a
la que se hibrida, por ejemplo, mediante cebadores usados en PCR. De este modo, la accién de la exonucleasa, por
ejemplo Taq, sobre los cebadores continda en la sonda, siempre que hibride, liberando el marcador detectado por
Raman.

Otro procedimiento para poner en practica la invencion implica el uso de un intercalante activo para (R)DRSP o,
preferentemente, un aglutinante del surco menor (ASM) que en caso de unirse a la secuencia de la sonda
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aumentaria la especificidad de la hibridacién. Cuando la secuencia de la sonda hibrida con la diana, el intercalador o
ASM se disefia de tal modo que no se obtiene ninguna (R)DRSP; sin embargo, tras la digestion por la exonucleasa
esta se libera en la solucidn y es capaz de adsorberse sobre una superficie metalica y producir una (R)DRSP.

Oligonucleétidos usados

Los oligonucleétidos se adquirieron en atdbio (Inglaterra) y MWG (Alemania) y se purificaron por HPLC.

Nombre Secuencia Fuente | Conc./uM Modificaciones
RWO1A 5-TTTTCCCAGTCACGACGT-3' atdbio | 41,17 Fosfato &
RWO1B 5-TTTTCCCAGTCACGACGT-3' atdbio | 63,17 Fosfato &
Fosfato 5
RWO02A 5-TTTTCCCAGTCACGACGT-3’ atdbio 85,73 Enlazador amino
3
Fosfato 5’
) * , : Dabcyl 3’
RWFAM 5-TTTTCCCAG*TCACGACGT-3 atdbio 18,31 . .
T Fluoresceina
dT
RWCOMP1 | 5-ACGTCGTGACTGGGAAAA-3’ atdbio 31,47 -
5'-ACGTCGTGACTGGGAAAACC
RWCOMP2 | cTGGCGTTACCCAACTTA-3' MWG | 2960 )
5-TCAC1GGCCGTCGTTTTACA
RWCOMP3 | A cGTCGTGACTGGGAAAA MWG | 32,30 -
5'-TCACTGGCCGTCGTTTTA
RWCOMP4 | CAACGTCGTGACTGGGAA MWG 14,40 -
AACCCTGGCGTTACCCAA-3'

Fusién UV de la Sonda Fluorescente y la Cadena Complementaria

Se obtuvo una curva de fusién UV del oligonucledtido marcado con fluoresceina (RWFAM) y la secuencia
complementaria (RWCOMP1) usando un espectrofotémetro Cary 300 Bio UV-Vis. Se us6 la curva de fusiéon para
encontrar la temperatura de fusiéon de las dos hebras.

Se afiadieron 54,6 yl de RWFAM y 31,8 yl de RWCOMP1 a 1913,6 ul de PBS 0,3 M en una cubeta de cristal de
cuarzo. Esto proporciond una concentracion total para cada oligo de 0,5 uM en un volumen total de 2 ml.

La fusion UV se llevé a cabo en 4 rampas mantenidas durante 1 minuto después de cada etapa:

Rampa 1: 25°C — 90°C
Rampa 2: 90 °C — 25°C
Rampa 3: 25°C — 90°C
Rampa 4:90°C — 25°C

Las primeras curvas derivadas de cada rampa se usaron para encontrar la temperatura media de fusién de RWFAM
y RWCOMP1.

Experimentos de Introduccién de los Sonda Fluorescente

Nociones generales

Estos experimentos implicaron el uso de una sonda de oligonucleétido modificada con un fluoréforo y un
desactivador. Se disefi6 la sonda para que hibridase con una serie de oligonucleétidos diana complementarios y al
hacerlo, se volvio susceptible a la accién de la exonucleasa lambda. Cualquier degradacion de la sonda se detecto
por un aumento de la fluorescencia.

Diluciones de los Oligonucleétidos

La siguiente tabla enumera las diluciones de las soluciones madre de oligonucledtidos que se usaron en estos
experimentos.
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Nombre Factor de|Concentracion Diluida
Dilucion

RWFAM 0 (Madre) 18,31 uM
10 1,8 uM
100 0,18 uM
1000 18 nm
10000 1,8 nm

RWCOMP1 [0 (Madre) 31,47 uM
10 3,1 uM
100 0,31 uM
1000 31 nm
10000 3,17 nm

RWCOMP2 [0 (Madre) 29,6 yM
10 2,9 uM

RWCOMP3 [0 (Madre) 32,3 uM
10 3,2uM

RWCOMP4 [0 (Madre) 14,4 uM
10 1,4 uM

Especificaciones de la enzima

¢ Exonucleasa Lambda adquirida de Epicentre (Cambio)

e Tampodn de Almacenamiento de la Enzima: solucion de glicerol al 50 % que contiene Tris-HCI 50 mM (pH 7,5),
NaCl 100 mM, DTT 1,0 mM, EDTA 0,1 mM y Triton®X-100 al 0,1 %.

* A la recepcion de la enzima se prepararon alicuotas 25x en porciones de 10 yl y se almacenaron en un
congelador. Cada porcion de 10 yl contenia 100 unidades de la enzima.

Tampoén de Reaccion de la Exonucleasa Lambda

«  Tampon de Reaccion 10X: Glicina-KOH 670 mM (pH 9,4), MgClz 25 mM y Triton®X-100 al 0,1 %.
e Eltampdn de reaccién se separé en porciones de 150 pl.

Instrumentacién

¢ Todas las reacciones se llevaron a cabo en un dispositivo de QPCR Stratagene MX4000.

Preparacion de la Muestra

Todas las muestras se prepararon en un entorno limpio dentro de una camara con guantes estériles.

Las muestras se prepararon en tiras de tubos de 200 pl esterilizados.

Las muestras se prepararon en un volumen total de 150 .

Debido a la micro-escala del volumen de algunos de los componentes de reaccion usados, las muestras se
centrifugaron brevemente entre cada etapa. Esto aseguré que se mezclaran todos los reactivos y que no se
unieran a los lados de los tubos fuera del cuerpo principal de la muestra.

Procedimiento Experimental

Los experimentos con la sonda fluorescente se llevaron a cabo usando una estacién de trabajo de QPCR Stratagene
MX4000 e implicaron dos etapas:
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1. Las mezclas de reaccion sin la enzima se calentaron a 90 °C y se mantuvieron a esta temperatura durante 10
minutos para asegurarse de la separacion de las hebras de ADN. Se permitié que las hebras de la sonda y la diana
hibridaran enfriando las muestras a 20 °C y manteniéndolas a esta temperatura durante 5 minutos. La temperatura
se volvid a llevar a los 37 °C en la preparacion para la segunda etapa.
2. Se afiadio6 la enzima (o agua como control) a las mezclas de reaccion. Las muestras se calentaron a 37 °C y se
midio la fluorescencia. Se usaron tres programas ligeramente distintos:

Programa | Numero de Ciclos | Duracion de los Ciclos / minutos | Duracion de Total / minutos
A 40 2 80
B 40 1 40
C 60 1 60

Se efectuaron mediciones de la fluorescencia por triplicado al final de cada ciclo.

Experimentos de fluorescencia

Los datos presentados mas adelante se normalizaron restando el valor de fluorescencia inicial a cada punto de
datos. Cuando se tomaron las mediciones por duplicado, Unicamente se mostré el valor medio.

Experimento 1: Ensayo Inicial

Se llevd a cabo este experimento para confirmar la viabilidad de la técnica. Se describe detalladamente en el
presente documento como un ejemplo del procedimiento que se usa también en los Experimentos 2 y 3.

Se prepararon las siguientes muestras por duplicado en tubos separados de una tira de 8 tubos:

Muestras de Ensayo: ADNbc 0,1 uM + 10 U de enzima AExo |Muestras de control ADNbc 0,1 uM, sin enzima AExo
Componente Conc./ uM [Volumen / ul |Componente Conc./ uM|Volumen / ul
RWFAM 1,8 8,2 RWFAM 1,8 8,2
RWCOMP1 3,1 4,8 RWCOMP1 3,1 4,8

Tampén de reaccion 10X - 15 Tampén de reaccién 10X |- 15

Agua estéril - 121 Agua estéril - 122

Se prepararon dos muestras de ensayo para producir una concentracion 0,1 uM de ADNbc una vez que habian
hibridado. Se afiadieron RWFAM (8,2 ul, 1,8 pM) y RWCOMP1 (4,8 ul, 3,1 uM) al tampdn de reaccion 10X (15 pl) en
121 pl de agua estéril.

Se prepararon muestras de control por duplicado usando los mismos volimenes y concentraciones de
oligonucledtidos y tampdn de reaccion pero 122 ul de agua estéril.

Se colocaron las muestras en el instrumento de QPCR para la etapa de hibridacion del procedimiento. Después de
la hibridacion, se recogieron las muestras y se afiadié 1 yl (10 Unidades) de exonucleasa lambda a las dos muestras
de ensayo. Se devolvieron las muestras al instrumento de QPCR y se midi6 la fluorescencia usando un programa A.

Los resultados se muestran en la Figura 4 que muestra que se dio un aumento de la fluorescencia Unicamente en las
muestras a las que se afiadio exonucleasa lambda. Esto indica que la enzima fue capaz de degradar la sonda y de
liberar el fluoréforo del desactivador. Se obtuvo un nivel constante de fluorescencia después de 50-60 minutos. Las
muestras de control permanecieron en el nivel inicial.

Experimento 2
Este investigo el efecto de doblar la concentracion de la exonucleasa lambda.

Se prepararon las siguientes muestras de ensayo y controles por duplicado:
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A) ADNbc 0,1 pM, sin AExo B) ADNbc 0,1 uM + 10 U de AExo

Componente Conc./uM  |Volumen / yl [Componente Conc./uM  |Volumen / ul
RWFAM 1,8 8,2 RWFAM 1,8 8,2
RWCOMP1 3,1 4,8 RWCOMP1 3,1 4,8

Tampon de reaccion 15 Tampon de reaccion 15

10X 10X

Agua estéril - 122 Agua estéril - 121

C) ADNbc 0,1 uM + 10U de enzima

G A W D) Agua al 100 %

Componente Conc./uM  |Volumen / yl [Componente Conc./uM  |Volumen / ul
RWFAM 1,8 8,2 RWFAM - -
RWCOMP1 3,1 4,8 RWCOMP1 - -

Tampon de reaccion 15 Tampén de reaccion )

10X 10X

Agua estéril - 120 Agua estéril - 150

Se prepararon las muestras y se hibridaron tal como se describe en el Experimento 1. Después de la hibridacion, se
recogieron las muestras del instrumento de QPCR.

se afadio 1 yl de exonucleasa lambda a las muestras A y B.
se afiadieron 2 pl de exonucleasa lambda a la muestra C.

Se uso la muestra D como control.
Se devolvieron las muestras al instrumento de QPCR y se midio la fluorescencia usando el programa C.

La grafica de la Figura 5 muestra de nuevo que no se da ningun cambio en la fluorescencia en las muestras control.
Los datos muestran que cuando se dobla el nimero de unidades de la enzima usadas, se da un aumento mas
rapido de la fluorescencia y que el nivel maximo de fluorescencia se alcanza en un periodo mas corto de tiempo. Los
datos muestran que el tiempo que toma degradar la misma concentracion de sonda fluorescente es
aproximadamente proporcional a la concentracién de enzima presente. Para una concentracion 0,1 uM de la sonda
fluorescente, parece que el uso del doble de unidades de exonucleasa reduce a la mitad el tiempo necesario para
alcanzar el nivel maximo de fluorescencia.

Experimento 3

Este investigd el efecto de los extremos 5 con huecos y de las colas 3’ sobre la capacidad de la exonucleasa
lambda para degradar la cadena de la sonda y usar tres hebras diana distintas:

¢ RWCOMP2 - proporcioné un hueco de 20 bases 5’
¢ RWCOMP3 - proporcioné un extremo romo 5’ y una cola de 20 bases 3'.
¢ RWCOMPS3 - proporcioné tanto un hueco 5’ como una cola de 20 bases 3'.

Se prepararon duplicados de las siguientes muestras:

A) Hueco de 20 bases en 5’ B) Extremo romo 5’ y cola de 20 bases

Componente Conc./uM | Volumen /| Componente Conc./uM | Volumen /
i i

RWFAM 1,8 8,2 RWFAM 1,8 8,2

RWCOMP2 3,0 5,0 RWCOMP3 3,2 4,7
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(continuacion)

A) Hueco de 20 bases en 5’ B) Extremo romo 5’ y cola de 20 bases
Componente Conc./puM |Volumen / pl |Componente Conc./puM  [Volumen / pl
Tampén de reaccion 15 Tampén de reaccion 15

10X 10X

Agua estéril - 120,8 Agua estéril - 121,1

C) Hueco de 20 bases 5' y cola de 20 bases D) ADNbc 0,1 uM + 10U de AExo

Componente Conc./uM  |Volumen / pl |Componente Conc./uM  |Volumen / pl
RWFAM 1,8 8,2 RWFAM 1,8 8,2
RWCOMP4 1,4 10,7 RWCOMP1 3,1 4,8

Tampdn de reaccion | 15 Tampon de reaccion | 15

10X 10X

Agua estéril - 115,1 Agua estéril - 121

E) Control: Agua

Componente Conc./puM  [Volumen / pl

RWFAM - -

RWCOMP_ - ]

Tampdn de reaccion | i

10X

Agua estéril - 150

Se prepararon las muestras y se hibridaron tal como se llevé a cabo anteriormente. Después de la hibridacién, se
retiraron las muestras del instrumento de QPCR y se afiadi6 1 pl (10 Unidades) de exonucleasa lambda a las
muestras A, B, Cy D.

Se devolvieron las muestras al instrumento de QPCR y se midié la fluorescencia usando el programa C.

El objetivo de este experimento fue determinar si la exonucleasa lambda era capaz de degradar la sonda
fluorescente cuando hibrida con un ADN diana de una longitud de cadena mayor. Esto produciria que el extremo 5’
de la sonda tuviera huecos en comparacion con la cadena diana y también produciria una seccién de cola larga.
Esto pretendia reflejar una muestra de ADN real en la que la secuencia diana complementaria seria parte de una
cadena de acido nucleico mucho mas larga.

Los datos experimentales (mostrados en la Figura 6) muestran que la formacién del duplo entre la sonda y la diana
no afecta realmente a la actividad total de la enzima mientras que el aumento de fluorescencia total o en cada caso
fue similar.

Agentes quimicos y reactivos:
Los agentes quimicos se adquirieron bien en Sigma o Aldrich y fueron todos para uso analitico.

La enzima exonucleasa lambda (2500 unidades, 10 unidades pl, Ref. LEQ32K) y el tampdn de reaccién de
exonucleasa lambda (Glicina-KOH 670 uM, MgCl, 25 uM, Triton X-100 al 0,1 %, Madre 10x, Ref. tampdn-LE) se
obtuvieron a partir de Cambio Ltd., R.U. La Exonucleasa Lambda se suministré6 en una solucion de glicerol al 50 %
gue contenia Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 100 mM, ditiotreitol 1,0 mM, EDTA 0,1 mM y Triton®X-100 al 0,1 %.

Las esferas magnéticas recubiertas de estreptavidina se adquirieron en New England Biolabs. Los tampones se
filtraron a través de un filtro de jeringuilla con un tamafio de poro de 0,2 um (Whatman) antes de su uso.

Secuencias de oligonucleoétidos:

Los oligonucledtidos se adquirieron de ATDbio y MGW.
A2020 / SONDA PTB (18 mero)
5-TTT TCC CAG TCA CGA CGT
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Modificaciones 5' Fosfato
Mid (10) dT TAMRA
3' Biotina

A2020 / SONDA PFB (18 mero) 5- TTT TCC CAG TCA CGA CGT

Modificaciones 5' Fosfato
Mid (10) dT FAM
3' Biotina

A0977/ Secuencia complementaria (18 mero) -para ambas secuencias anteriores
5- ACG TCG TGA CTG GGA AAA

Ssecuencias CT

A2057 / SONDA CT (22 mero)

5-GCTAAACTT GCT TGC CACTCAT

Modificaciones: 5 Fosfato
Mid (12) dT FAM

A2058 / CTCOMP (22 mero)
5 - ATG AGT GGC AAG CAAGTT TAG C
Primera cadena CT (amplicén de 100mero)

GGA ATT TCC ACT TGA TAT TAC CGC AGG AAC AGA AGC TGC GAC AGG GAC
TAA GGA TGC CTC TAT TGA CTA CCA TGA GTG GCA AGC AAG TTT AGC CCT
TICT

El sitio de unién para la sonda FAM se muestra en negrita.
Saliente de 7 bases 5’
71 bases 3’

Instrumentacion

Se obtuvieron los espectros RDRSP usando un sistema de microscopio Raman Renishaw In-Via que incorpora un
laser idnico de argdén que funciona a 514,5 nm y una potencia de 20 mW. Se us6 un patrén de silicio para calibrar el
instrumento midiendo la intensidad del pico de 520 cm™.

Se llevaron a cabo las mediciones de fluorescencia en una Q-PCR Stratagene MX400 que usa una lampara
Halégena de Cuarzo como la fuente de luz. Los filtros de paso de banda se ajustaron generalmente a EX. 350 nm,
EMM. 516. Se bloquearon los demas canales usando filtros bloqueantes de la luz. También se usd un
espectrofotometro Cary Eclipse para las mediciones generales de fluorescencia.

Ensayo usando exonucleasa lambda

El siguiente ensayo se baso en el uso de un 18-mero comercialmente disponible marcado con un fosfato 5, una
modificacion interna de TAMRA dT y una biotina 3’ terminal como la sonda degradable (de acuerdo con el esquema
mostrado en la Figura 3).

SONDA-PTB-Fosfato-5'-TTT-TCC-CAG-T(X)-CA-CGA-CGT-Biotina-3'
en la que X = a modificacion de TAMRA adyacente a T

Brevemente, las mezclas de reaccion (9-10 pl. 1 picomol de SONDA PTB en presencia/ausencia de 1 eq. de ADNbc
complementario) se calentaron 90°C y se enfriaron a 20 °C para promover la hibridacion de las secuencias
complementarias. Después se afiadié la enzima exonucleasa lambda y se incubd la mezcla de reaccion a 37 °C
durante 30 min para iniciar la digestion. Esta enzima es una exodesoxirribonucleasa altamente procesiva de 5" a 3’
que libera mononucleoétidos 5’ y las hebras de ADN monocatenario (ADNmc) no hidrolizadas complementarias como
productos. Debe liberarse un mononucleétido marcado con TAMRA ftras la digestion de la SONDA PTB descrita
anteriormente.
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Después de la digestion, las mezclas de reaccién se calentaron a 75°C durante 15 minutos para inactivar
completamente con la enzima y esencialmente se extinguié la reaccion antes de enfriar las muestras para que
volviesen a temperatura ambiente. Las esferas magnéticas recubiertas con estreptavidina en tampén de lavado y
union (NaCl 0,5 M, Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, pH 7) se usaron para retirar cualquier SONDA PTB no digerida por
medio de la interaccion fuerte con la modificacion de biotina 3’ en el oligonucleétido marcado. Esta etapa se introdujo
para retirar la sonda marcada con colorante sin digerir que podria dar lugar a sefiales de fondo. Se usé un iman para
arrastrar a las particulas magnéticas a un lado del eppendorf y después el sobrenadante se transfirié a una placa de
pocillos de microtitulacion limpio. Se afiadié un agente aglutinante (20 pl) seguido por un coloide de Ag reducida con
citrato (100 pl). Se registraron los espectros de RDRSP inmediatamente después de la adicion del coloide de plata
en un Microscopio Raman In Via usando una linea de laser de excitacion a 514 nm.

La exonucleasa lambda es una exodesoxirribonucleasa altamente procesiva de 5’ a 3’ que libera mononucleétidos 5’
y las hebras de ADN monocatenario (ADNmc) no hidrolizadas complementarias como productos. Los
mononucledétidos marcados con colorante deben liberarse tras la digestion.

Estrategia de deteccién por RDRSP:

La mezcla de reaccion contiene una combinacion compleja de enzima, oligonucledtidos de longitud completa,
productos truncados de digestiéon y un gran nimero de compuestos.

Las concentraciones aproximadas de las distintas especies de la mezcla de reaccion (20 pl, incluyendo la etapa de
lavado de biotina) antes del analisis de RDRSP se enumeran mas adelante:

Sonda de Oligonucleétidos marcados 0,1 pM (inicialmente, mas productos de digestion)
Oligonucleétido diana complementario 0,1 yM
Glicina.KOH, 33,5 mM

MgCl» 1,25 mM

TX-100 (tensioactivo) al 0,01 %

NaCl 0,255 mM

Tris-HCI, 12,5 mM

EDTA 0,505 mM

Glicerol al 2,5 %

DTT 0,05 mM

10 unidades de enzima exonucleasa lambda

La glicina, un aminoacido sencillo, esta presente en altas concentraciones y se sabe que interactda con la superficie
del coloide de plata reducida con citrato (Surface-enhanced Raman scattering of biological molecules on metal
colloid II: effects of aggregation of gold colloid and comparison of effects of pH of Glycine solutions between gold and
silver colloids: X. Dou, Y. M. Jung, Z. Cao y. Ozaki, Appl. Spectrosc., 1999, 53, 1140). El grado de esta interaccion
con la superficie de plata esta afectado por el pH y puede correlacionarse con los valores de pKa de las distintas
especies ionizables:

Valores de pKa para el establecimiento de especies en coloides de plata y oro:

Citrato: 3,1, 4,7, 6,4
EDTA: 2,0, 2,7, 6,1, 10,2
Glicina: pKs = 2,34 (COOH), pK> = 9,6 (NH3+) El punto isoeléctrico es 5,97

La reaccion de digestion se llevo a cabo a un pH 9,4 (tamponado) pero la adicion de coloide de plata reducida con
citrato (pH 6-7) podria bajar el pH total en algun grado. En cualquier caso, esto sugiere que los grupos citrato en el
coloide de plata estarian completamente desprotonados en estas condiciones. Ademas, una gran proporcion de la
glicina debe estar en el (NH;*, COO") zwittzeriénico en el momento del analisis.

Cuando se afiadio un tampén de reaccion de exonucleasa a las nanoparticulas de plata (en la misma relacién que el
que se uso en el ensayo real pero un volumen distinto) se observé una disminucion del potencial -ve Zeta (Tabla 1).
Esto sugiere un cambio en la carga de la superficie de las particulas. Sin embargo, las particulas no mostraron
ningun cambio evidente en la agregacion en esta etapa.
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Tabla. 1. pH y valores de potencial Z para los coloides de plata en H,O y tampdn de reaccion con exonucleasa (No
se uso oro en este estudio pero se incluye para la comparacion).

Muestra Coloidal pH [Potencial Zeta/ mV
Lote Producido En tampoén de reaccion
Plata / citrato reducido|6 -51,5+25 -31,4+09
Plata / citrato reducido|10-11|- 47,2 + 1,4 -38+27
Oro / citrato reducido |5-6 |-41,8+24 -

Esto sirve para sefialar la importancia del pH y su efecto sobre algunas de las distintas especies en la mezcla de
reaccion. El pH probablemente determina la afinidad de distintos agentes quimicos con respecto a la superficie
metdlica y esta a su vez afectara cualquiera de los estudios de RDRSP posteriores.

El uso de MgSO, para agregar las particulas de RDRSP se probd con éxito para estos fines cuando se uso la sonda
de oligonucledtido marcada con TAMRA (Figuras 7 y 8). Es posible obtener la sefial de RDRSP del marcador
TAMRA liberado aunque también se observan algunas sefiales de fondo de las muestras control. Sin embargo, en
un estudio que usa un serie de reacciones por triplicado fue posible establecer un alto grado de discriminacion entre
las muestras control y la reaccion de ensayo positiva que contenia la secuencia diana.

Resumen de experimentacion:

La SONDA PTB (fosfato 5, dT interno (TAMRA), Biotina 3’) se mezcldé con su secuencia complementaria en el
tampon de reaccion de la exonucleasa lambda (Glicina-KOH 67 pM, MgCl; 2,5, TX-100 al 0,01 %), se calent6 hasta
90 °C y después de enfrid a 20 °C a lo largo de un periodo de ~ 15 min (0,1 yM, relacién 1:1, escala de reaccion
10 ul, 1 picomol de ADNbc). Se afiadié exonucleasa lambda (1 ul, 10 unidades) y se llevé a cabo la digestion a 37 °C
durante 30 minutos seguida de una etapa de inactivacion (75 °C durante 15 minutos). Se transfirié la mezcla de
reaccion a una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se incub6é con esferas magnéticas recubiertas de
estreptavidina (10 yl, 4 mg / ml) durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador rotatorio. La placa de
microtitulacion se coloco después sobre un soporte magnético para separar las esferas magnéticas hacia un lado del
pocillo y el sobrenadante (20 pl) se transfiri6 después a un pocillo limpio. Se afiadié un agente aglutinante (20 pl,
MgSO4 1 M) seguido de 100 ul de un coloide de plata reducida con citrato. Se adquirieron los espectros RDRSP
inmediatamente después (Raman Renishaw in Via, 514,5 nm, objetivo 10x, potencia al 100 %, 10 s, 3 acu.). (Véase
Figura 9)

Un ensayo Basado en Fret

Se muestran representaciones esquematicas de ensayos de este tipo en la Figura 10.

Se llevo a cabo una reaccion a una escala de 10 pl usando distintas relaciones de sonda marcada con FAM (fosfato
5 - TTT TCC CAG (AT-FAM) CA CGA CGT - Biotina) con respecto a secuencias diana complementarias (1:1; 10:1,
100:1). La concentracion de la sonda marcada con FAM y el colorante H33258 (M. Teng, N. Usman, C.A. Frederick y
H.J. Wang, Nucl. Acids Res., 1988, 16 N° 6; D.E. Wemer, Biopolymers, 1999, 52, 197-211; y F.M. Ho & E.A.H Hall,
Biosensors and Bioelectronics, 2004, 20, 5, 1001-1010) fue 1 uM. Se afiadié tampdn de reaccion de la exonucleasa
lambda (1 uyl, 10 unidades) y la mezcla de reaccion se calentdé a 37 °C durante 30 min seguida de una etapa de
inactivacién enzimatica a 75°C durante 15 min. Se afiadid® una solucidén que contenia una secuencia diana
complementaria (100 ul, 0,1 nm) a cada reaccion y se llevaron a cabo las curvas de fusion/hibridacion (intervalo de
temperatura 15-75 °C, controlando los cambios de la fluorescencia a Exsso nm, EMMs20 nm por cada 1 °C, x3 curvas
de hibridacion y x3 curvas de fusién). Las muestras de control (sin enzima afnadida) mostraron una T, ~ 58 °C que
es coherente con los datos de fusién UV. Ninguna de las muestras digeridas mostré curvas de fusion discernibles, lo
que sugiere que se digirio la sonda marcada con FAM en todos los casos.

Se muestran estos resultados en las Figuras 12y 13.
Ejemplos Adicionales
1. MATERIALES

Las secuencias de ADN se adquirieron en ATDbio. Las secuencias de ADN usadas estan enumeradas en la tabla 2.
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Tabla 2: Sondas de ADN usadas para el ensayo de exonucleasas

Nombre Secuencia de Nucleétidos 5’ mod. Mid mod. 3’ mod.
5" TTT-TCC-CAG-TCA-CGA-

A1220/sonda FAM Fosfato FAM 10 bases biotina,
CGT 3
5 TTT-TCC-CAG-TCA-

A1219/sonda TAMRA Fosfato TAMRA 10 bases |biotina
CGA-CGT &
5 TTT-TCC-CAG-TCA-CGA-

A1220/sin sonda FAM Fosfato - -
CGT 3

5" ACG-TCG-TCA-CTG-CGA-

A0977/complementaria

perfecta AAA 3
5" ACG-TCG-TCA-CTG-CGA-

LE1/3’ protuberante AAA-CCC-TGG-CGT-TAC- - - -
CCA-ACT-TA 3’
5" TCA-CTG-GCC-GTC-GTT-

LE2/5’ protuberante TTA-CAA-CGT-CGT-CAC- - - -

TGC-CGA-AA 3’

5" TCA-CTG-GCC-GTC-GTT-
LE3/protuberante en ambos TTA-CAA-CGT-CGT-CAC-
fados TGC-CGA-AAC-CCT-GGC-

GTT-ACC-CAA-CTT-A 3’

El colorante Hoechst H33258 se adquirié en Sigma-Aldrich.

El reactivo Quant-iT™ PicoGreen ® se adquirié en Invitrogen.

La exonucleasa lambda y el tampdn de reaccion de exonucleasa 10x se adquirieron en Cambio. Cuando se diluyo a
1x, La composicion del tampén fue de Glicina-KOH 67 mM, MgCl, 2,5 mM, Triton X-100 al 0,1 %, pH 9,4 a 25 °C

Los agentes quimicos miscelaneos se adquirieron en Sigma-Aldrich.

El tampon fosfato usado para los experimentos fue fosfato 6 mM con NaCl 0,3 M.

2. INSTRUMENTACION

Los estudios de la absorcion y la fusion UV se llevaron a cabo en un espectrofotdmetro CARY 300 Bio UV-visible.
Los estudios de emision se llevaron a cabo con un espectrofotometro de fluorescencia Varian CaryEclipse. En
ambos casos se usaron cubetas de plastico épticamente claro con una longitud de paso de 1 cm y un volumen de
3 ml. Los ensayos enzimaticos se realizaron usando un instrumento de PCR Stratagene Mx4000.

6. ENSAYO DE EXONUCLEASAS

Se prepararon las muestras en tampoén de reaccion de la exonucleasa lambda 1x con un volumen final de 150 ul. La
concentracion de la secuencia, complemento y/o el colorante Hoechst fue 1 yM en todos los casos. En las muestras
con la enzima, se afadieron 10 unidades de Aexo (concentracién de 1 pl de 10 unidades/pl) a la mezcla de reaccion.
Se ajusto la longitud de onda de excitacion a 350 nm (10 nm de paso de banda) y se tomaron las mediciones de
emision a 519 nm para el sistema FRET y 440 nm para la fluorescencia del colorante Hoechst (10 nm de paso de
banda). Se colocaron las muestras en una placa fria durante el procedimiento de preparacion para evitar la digestion
temprana.

Se mantuvieron las muestras a 37 °C durante 30 minutos (etapa de digestion) midiendo la fluorescencia cada
minuto. Después se desnaturalizé la enzima (etapa de inactivacion) a 75 °C durante 15 minutos. Después se
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realizaron tres etapas de fusion: la curva de hibridacion de 75 a 20 °C, después se calent6é de nuevo a 75 °C y una
Ultima etapa de enfriamiento a 25 °C. La tasa de calentamiento o enfriamiento fue 1 °C/min midiendo la fluorescencia
cada minuto.

Se uso6 el mismo ensayo para el sistema PicoGreen-TAMRA usando muestras de una concentracion 0,1 uM de
sonda TAMRA y la secuencia complementaria y una dilucion 1/10000 de PicoGreen. Las muestras fueron de 100 pl
de volumen en tampodn de reaccion Aexo. Longitud de onda de excitacion 492 nm (10 nm de paso de banda),
emision medida a 515 nm (10 nm de paso de banda).

V. RESULTADOS Y DISCUSION
4. ENSAYO DE EXONUCLEASAS
4.1. DIGESTION DE LA SONDA FAM

La digestion con la nucleasa lambda se llevé a cabo tal como se describe en la seccidon experimental. Se usaron dos
controles:

¢ Control de ADN monocatenario: la muestra contenia sonda FAM 1 yM y H33258 1 uM en tampdn de reaccion de
la exonucleasa en presencia de la enzima. Se asumira que la fluorescencia de este control es igual al 100 % del
ADN digerido.

e Control de ADN bicatenario: la muestra contenia sonda FAM 1 yM, complemento y Hoechst, pero no contenia
exonucleasa. Se asumira que esta es igual al 0 % de digestion.

La Figura 14 muestra la fluorescencia de ambos controles y de la muestra digerida dentro de los 30 min de digestion
(mostrando los datos de una de las tres réplicas). Para las muestras control no hay ningin cambio apreciable en la
intensidad de fluorescencia. Sin embargo, la emision de sonda FAM hibridada muestra un decaimiento excelente,
iniciandose en el nivel del 100 % del ADN bicatenario y alcanzando los valores del monocatenario. Puede
observarse la disminuciéon progresiva de la intensidad de fluorescencia con respecto al tiempo, mostrando la
capacidad de este sistema FRET para controlar la digestién enzimatica en tiempo real.

Las curvas de hibridacion realizadas después sobre las muestras (figura 15) proporcionan mas pruebas de la
digestion. La muestra sin enzima vuelve a hibridar cuando se enfria, mostrando una Tm de aproximadamente 5 °C,
lo mismo que se observé en ensayos anteriores para la sonda FAM. La muestra digerida con exonucleasa lambda
no muestra ninguna capacidad para volver a hibridar, lo que significa que la digestion realmente ha degradado la
sonda FAM completamente.

4.2. DIGESTION DE LA SONDA FAM USANDO DISTINTOS COMPLEMENTOS

Se investigd la capacidad de la exonucleasa lambda para digerir ADN cuando este hibrida con secuencias mas
largas que el complemento perfecto. Para esto, se llevd a cabo la misma reaccion enzimatica para las siguientes
muestras:

¢ Control de ADN monocatenario (sonda FAM)

¢ Complemento perfecto: sonda FAM, complemento perfecto y colorante Hoechst, de 1 yM cada una en tampén de
reaccion Aexo

e 3’ solapante: la misma pero usando una secuencia complementaria 12 pares de bases mas larga en el extremo
3.

¢ 5’ solapante: la misma pero con el solapamiento en el extremo 5’

e Solapa en ambos lados: solapamiento de tanto en el extremo 3’ como en el 5’

Para cada una de las anteriores, se us6 un conjunto de reacciones (tres réplicas por cada tipo de muestra) como el
control de ADN bicatenario (sin la enzima), y se ensay6 una con la exonucleasa lambda tal como se ha descrito
anteriormente.

Las apariencias de los graficos de la fluorescencia frente el tiempo son muy similares entre si para el complemento
perfecto (graficas no mostradas), mostrando en todos los casos una disminuciéon marcada de la intensidad (véase
figura 16). Las curvas de fusion realizadas después mostraron que todas las muestras se habian digerido.

Después de estos resultados, puede concluirse que la exonucleasa lambda es capaz de digerir ADN incluso cuando
la secuencia complementaria es mas larga que la sonda.

Uso de la sonda doblemente marcada para detectar un patégeno humano en una muestra biolégica por
RDRSP

Se llevo a cabo la deteccién en un solo tubo de un patégeno humano a partir de una muestra biolégica por RDRSP
para Chlamydia trachomatis. Usando una técnica analoga a la de Tag-Man se amplificd una regién del gen ompA
(sec. de GenBank AY535172) por PCR con la digestion concomitante de una sonda doblemente marcada. Los datos
de mas adelante muestran que es posible distinguir entre muestras positivas para C. trachomatis y negativas para C.
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trachomatis basandose en la intensidad de una sefial de RDRSP. En este ejemplo se uso el colorante de rodamina
activo para (R)DRSP R6G; sin embargo podria usarse cualquier marcador activo para (R)DRSP (u otro para
Raman). El conjunto sonda/cebador que se us6 en este ensayo estaba basado en un diagnodstico clinico de PCR
usado para la identificacion de las infecciones por clamidia. Se proporcionaron las muestras por el programa QCMD
(Control de Calidad para Diagnostico molecular) en la forma de orina liofilizada enriquecida con diversas
concentraciones de ADN gendmico de C. trachomatis. El ADN de C. trachomatis se derivo de cultivos de 3 dias que
crecieron en células de McCoy que se recogieron y se inactivaron por calor.

Materiales y procedimientos

Reconstitucién de muestras

Se recibieron las muestras como viales estériles sellados con goma que contenian orina liofilizada y ADN gendmico
de Chlamydia trachomatis. Estos se inyectaron con 1,2 ml de agua miliQ estéril y se agitaron a 37 °C durante 1 hora
para reconstituir las muestras.

Preparacion del molde

Se paso la muestra completa del vial a un tubo de 1,5 ml y se afiadi6 ARNt de levadura (Sigma) a una concentracion
final de 100 pg.ml”". Se afiadieron dos volimenes de etanol enfriado en hielo y 1/10 volimenes de acetato de sodio
3 M a la muestra. Se mezclé la muestra vigorosamente y se incubd a -20 °C durante 15 minutos. Se centrifugo la
muestra al maximo durante 15 minutos en una centrifuga de mesa y se desecho el sobrenadante. Se lavo el
sedimento dos veces con etanol al 70 % v/v enfriado en hielo y una vez con etanol enfriado en hielo y se permitié
que se secara al aire. Se resuspendid el sedimento en 60 pl de agua miliQ estéril agitando a 37 °C durante 1 hora.
Este se usé como un molde en las reacciones de PCR posteriores.

Amplificacion

Se us6 un conjunto de sondas/cebadores (MWG Biotech) basandose en una PCR diagnédstica para detectar el gen
ompA de Chlamydia trachomatis (Comuniacion personal, Prof Paul Wallace). Se disefiaron los cebadores para
amplificar una region de 100 pb del gen a de la base 501 a la base 601 (basandose en la secuencia de GenBank
AY535172), la sonda hibrida con las bases 596 a 535. Las secuencias de los cebadores y las sondas usadas de
detallan mas adelante de 5’ a 3’:

Cebador 1.  cacttratattaccgcaggaacag
Cebador 2.  gctaaacttgctgccactcat
Sonda: Biotina-agaggcatccttagtccctgtcgcage-R6G

Se llevé a cabo la PCR usando una polimerasa hotstart NovaTag (Novagen), 25 pmol de cada cebador, entre
100 pmol y 0,1 pmol de sonda, 2 pl de sonda y MgSO4 3 pM. El volumen total de reacciones fue de 50 ul y estos se
llevaron a cabo en aceite mineral. Se llevo a cabo la PCR a lo largo de 30 ciclos de amplificacion usando los
siguientes parametros:

1 ciclo 94 °C durante 5 min

. 94 °C durante 20, 58 °C durante 20, y 72 °C durante
30 ciclos 20's
1 ciclo 72 °C durante 2 min.

Procesamiento de la muestra con esferas de estreptavidina

Se obtuvieron las esferas paramagnéticas de estreptavidina a 4 mg.ml'1 de New England Biolabs. Las esferas tenian
una capacidad de uniéon de 500 pmol.mg'1 de esferas para los oligonucledtidos biotinilados. Como la cantidad
maxima de sonda biotinilada en cualquiera de las reacciones de PCR fue 100 pmol, se necesitaron 0,2 mg (50 pl) de
esferas por reaccion.

Preparacion de esferas de Estreptavidina para su uso.

Se resuspendieron las esferas por agitacion vorticial suave. Se retiraron las alicuotas necesarias (50 pl multiplicados
por el numero de reacciones de PCR a ensayar) y se colocaron en un tubo de 1,5 ml estéril. Se colocaron las
esferas en una gradilla de separacién magnética durante = 2 minutos hasta que se secuestraron todas las esferas.
Manteniendo el tubo en la gradilla, se retiré y se desechd el sobrenadante. Se retiré el tubo de la gradilla y las
esferas resuspendidas en 2 voliumenes de tampon de U/L 2x, [Tampon de unién y lavado 2x: Tris-HCI 10 mM pH 7,5,
EDTA1 mM pH 7,5, NaCl 2 mM]. Se devolvio el tubo a la gradilla de separacion y se incubo durante = 2 minutos. Se
repitié el procedimiento de lavado dos veces. Se resuspendieron las esferas en U/L 2x de modo que su volumen final
fuera el mismo que el volumen inicial.
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Procesamiento de la Muestra

Se afiadieron 50 pl de las esferas preparadas a 50 pl de reaccion de PCR y se mezclaron suavemente antes de
incubarse durante =15 minutos a temperatura ambiente con mezclado ocasional. Se coloco el tubo en la gradilla de
separacion de modo que el iman estuviera por encima de la capa superior del aceite mineral y se incubd a
temperatura ambiente durante = 2 minutos o hasta que las esferas habian migrado por encima del aceite mineral. Se
mantuvo el tubo en la gradilla mientras que se retiré el sobrenadante a un nuevo tubo. Después se usoé el
sobrenadante para el analisis de RDRSP posterior.

Deteccién por RDRSP:

Preparacion de nanoparticulas de plata

Se prepard una suspension coloidal de nanoparticulas de plata reducida con citrato usando un procedimiento
modificado de Lee y Meisel.

Instrumentacion.

Se us6 la siguiente instrumentacion Raman: un sistema de 100 sondas modelo Renishaw con un laser i6nico de
argon de 514,5- nm, utilizando un objetivo de 20x para enfocar el haz de luz laser en una cubeta de plastico de 1 cm
que contenia la muestra.

Preparaciéon de la Muestra.

Todas las muestras se prepararon para el analisis por RDRSP usando las siguientes cantidades de todos los
reactivos: 10 yl de analito, 10 pl de espermina, 250 ul de agua, y 250 yl de nanoparticulas de plata reducida con
citrato.

Electroforesis en gel de Agarosa

Se visualiz6 el ADN en geles de agarosa horizontales neutros del 2,5 % (p/v). Se prepararon los geles rutinariamente
y se ejecutaron en tampon TBE 1 x (Sigma). Se usaron un marcador de 100 pb (Novagen) y marcadores Hyper V
(Bioline) como patrones de tamafio. Se usaron geles grandes de 16-5 x 23 cm (200 ml) para asegurar una buena
separacion. Se mezclaron las muestras de ADN con 1/10 volumenes de tampén de carga Bluejuice 10x (Sigma)
antes de cargar en el gel. Se tifieron los geles en una solucion de 0,5 ug.ml'1 de bromuro de etidio disuelta en TBE
1x durante 10-20 minutos.

Resultados y discusion.

Esta técnica es una adaptacion de la técnica de Tag-man usando un conjunto de cebadores para amplificar una
region especifica de ompA a partir de C. frachomatis con la digestion concomitante de una sonda doblemente
marcada.

En la técnica de Tag-man hay dos cebadores y una sonda doblemente marcada que hibrida entre ellas. La sonda
porta un desactivador en un extremo y un colorante fluorescente en el otro. Mientras que la sonda esta intacta el
desactivador esta en una proximidad lo suficientemente cercana del marcador para impedir la emision fluorescente.
Durante la amplificacion por PCR la actividad nucleasa de la polimerasa de 5 a 3’ digiere la sonda extiende los
cebadores, separando eficazmente el desactivador del marcador fluorescente a medida que permitia la deteccion.

En este ejemplo la sonda se marcé con biotina y rodamina. Durante la amplificacion se destruyé una cantidad
proporcional de la sonda liberando biotina y rodamina. Ambas estaban aun unidas a unos pocos nucleétidos pero ya
no se asocian fisicamente entre si. Después de la PCR hay una mezcla de sonda sin reaccionar (intacta) tanto con
biotina como con rodamina unida, biotina libre y rodamina libre.

Las esferas de estreptavidina, en la mayor parte de las interacciones irreversibles entre la estreptavidina y la biotina,
capturan facilmente la sonda intacta y la biotina libre dejando Unicamente la rodamina libre en el sobrenadante. Este
procedimiento secuestra cualquier sonda sin reaccionar y la elimina del analisis de DRSP posterior de modo que una
sefial de rodamina indicé un ensayo positivo para C. trachomatis.

Debido a la naturaleza extremadamente sensible de la RDRSP la cantidad de sonda usada puede minimizarse si se
desea para reducir cualquier fondo y reducir el coste. Se investigdé un intervalo de concentraciones de sondas para
observar cual seria la mas eficaz, de 100 pmol a 0,1 pmol. Se llevé a cabo el experimento por duplicado en dos
conjuntos de PCR positivas y dos conjuntos negativos, (la PCR negativa carecia de ADN de C. frachomatis). Se
sometio a electroforesis a una alicuota de 10 pl de cada PCR en un gel de agarosa con TBE al 2,5 % (p/v) para
comprobar la presencia de producto, Figura 18. Todas las reacciones positivas se amplificaron bien y ninguna de las
reacciones negativas mostré ningun producto.

La Figura 18 muestra un ensayo de amplificacion por PCR en un gel de agarosa con TBE al 2,5 % (p/v) mostrando
dos réplicas positivas (lineas de 1 a 9) y dos réplicas negativas (lineas de 12 a 19) para el intervalo de dilucion de la
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sonda a 100 pmol, 10 pmol, 1 pmol y 0,1 pmol). Linea 1 marcadores de 100 pb, 2) 100a, 3) 100b, 4) 10a, 5) 10 b, 6)
1a,7)1b,8)0,14a,9)0,1b, 10) marcador de 100 pb, 11) marcadores Hyper V, 12) 100a, 13) 100b, 14) 10a, 15)
10b, 16) 1a,17) 1 b, 18) 0,1 a, 19) 0,1 b, 20) marcador de 100 pb.

Se realizaron las reacciones de PCR de nuevo en 50 pl y se procesaron usando esferas de estreptavidina para
separar la sonda intacta y la no digerida. Después se uso el sobrenadante para el andlisis de RDRSP.

El analisis de RDRSP mostré que las reacciones positivas produjeron una sefial de RDRSP fuerte y que aunque
también habia sefiales de las muestras negativas de la PCR, estos tiempos fueron mucho menos intensos que los
controles positivos. Véase las Fig 19 & 20. La Fig. 19 muestra los espectros del experimento de dilucién de la sonda
en los que la grafica muestra las dos series positivas (rojo y verde) y las dos series negativas (azul y negro) de
muestras analizadas por RDRSP. La concentracion de las sondas aumenta de derecha a izquierda. La Fig 20
muestra la diferencia en los espectros entre las muestras positivas y las negativas usando 100 pmol de sonda por
reaccion.

Ensayo de Esferas ExoRDRSP

Se representa un ensayo denominado exoRDSP en esferas en la Figura 21. Al comienzo del esquema se
representa, mas arriba, un ADN diana monocatenario y una sonda de captura corta que esta biotinilada en el
extremo 3’ (representado como el "B" dentro del rectangulo gris claro que se ha unido a una esfera recubierta de
estreptavidina mostrada como el circulo grande de color gris. Después de la unién de la sonda de captura biotinilada
en 3’ a las esferas recubiertas de estreptavidina, se lavé la sonda no unida. En la primera etapa mostrada, el ADN
diana hibrida con la sonda de captura inmovilizada. Puede lavarse el ADN diana no unido. Un marcador de un
nucledtido con un fosfato 5 comprende un colorante activo de RDRSP (el circulo gris claro mostrado hacia el
extremo 5’ (en este caso TAMRA) y también, opcionalmente un desactivador del marcador en 3’ (en este caso se
permite que BHQ2 hibride con el ADN diana capturado). Finalmente el ADN bicatenario resultante que comprende el
ADN diana, la sonda de captura y la sonda marcada con colorante se exponen a la accion de la exonucleasa
lambda, que degrada la sonda de ADN marcada con colorante a mononucleoétidos, liberando el colorante para
permitir de este modo la deteccién por RDRSP.

El ensayo representado en la Figura 21, que utiliza la interaccion fuerte entre biotina-estreptavidina, usa una sonda
de captura corta, una diana de longitud completa y una diana marcada con colorante. El ensayo de separacion de
sonda emplea los tres oligonucledtidos sintéticos anteriores, de la siguiente composicion:

Sonda de Captura

3 TCT CCG TAG GAA 3’ dT esta biotinilado
Sonda Marcada con
Colorante

3’ TCA GGG ACA GCG XCG 3 dT modificado con BHQ2

X estd modificando en dT
con TAMR

Complemento Diana
5 AGA GGC ATC CTT AGT CCC TGT CGC AGC
Experimentacion

1. La sonda de captura se une a esferas magnéticas recubiertas de estreptavidina por medio de la modificacién
con biotina en 3’ en tampdn de union y lavado (U/1) 1 x. La sonda no unida se lava con el tampoén de U/l mientras
que la sonda unida se separa mediante un iman.

2. La secuencia diana del complemento se hibrida con la sonda de captura unida usando un programa de
calentamiento (90 °C durante 10 min, 20 °C durante 5 min). La diana no unida se lava de nuevo usando U/L 1 x,
durante +3 lavados.

3. La sonda marcadora con colorante se hibrida después con el duplo de sonda de captura /diana preformado
usando las condiciones de calentamiento anteriores. Una vez mas, se lava la sonda no unida como se hizo
anteriormente.

4. El complejo sonda separado se expone después a A exonucleasas y tampon de reaccion con exonucleasa. La
digestion se lleva a cabo a 37 °C durante 30 min seguida de una etapa de inactivacion de 75 °C durante 15 min.
5. Se transfiere el complejo a una placa de microtitulacion de 96 pocillos y se afiade el coloide de plata, un
agente aglutinante y agua en la preparacion para la RDRSP.

6. Se lleva a cabo inmediatamente la RDRSP usando un Renishaw inVia Raman a 514,5 nm, potencia al 100 %,
objetivo 20x, 10 y 3 acumulaciones.

7. También son posibles las mediciones por fluorescencia.
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Resultados

La Figura 22 ilustra la respuesta de RDRSP de una ejecucién completa a través del ensayo frente una ejecucion a
través de la sonda sin el colorante marcado. La silueta de la respuesta de TAMRA es altamente visible. La ausencia
de picos en el control es alentadora.

Sintesis de una Sonda activa de RDRSP

Se sintetizé una sonda activa para RDRSP que consistia en una secuencia de la sonda que contenia un marcador
para RDRSP que era inactivo, es decir que no producia una sefial de RDRSP, cuando estaba en la forma de la
sonda. Una vez que esta secuencia hibridé con la secuencia diana la sonda permanecia inactiva hasta después de
la accién de A u otra exonucleasa, que liberé el marcador RDRSP haciendo de este modo que se activase para
RDRSP.

Las sondas activas de RDRSP pueden fabricarse generando un oligonucleétido con un fosfato 5, a la secuencia de
la sonda y después un enlace fosfato 3’ en el colorante que se llegara a estar activo para RDRSP después de la
escision enzimatica. El enlace fosfato 3’ permite la unién directa a colorantes hidroxiquinolina azo que han mostrado
que son buenos sustratos para la fosfatasa alcalina yendo de una situacion de 'desactivacion’ a una de ’activacion’
cuando se usa la deteccion por RDRSP (F.M. Campbell y col., Analyst, 2008, DOI 10.1039/B8087A). En este
enfoque, se afiade un colorante hidroxiquinolina azo al extremo 3’ usando sintesis inversa de fosforamidito de los
oligonucledtidos, es decir sintesis en la direccion de 5’ a 3’ (la sintesis normal de oligonucleétidos es de 3'-5’). Esto
permite la adicion de colorantes hidroxiquinolina azo como un fosforamidito durante la sintesis en fase sdlida
convencional. Cambiando el componente aromatico adicional del colorante azo pueden usarse distintos colorantes
con distintas secuencias, cada uno de ellos con una sefial de RDRSP distinta. Esto permite la multiplexacién.

Sintesis de derivado de 8-Hidroxiquinolona

AN HO1, NaNo,, 0°C N,
+ o N
s N,
X,
OH NH, N
1 2

/

N

OH
3

El colorante derivado de 8-hidroxiquinolina (3) se preparé mediante diazotizacién de o-aminobenzonitrilo seguida de
acoplamiento con 8-hidroxiquinolina. Para purificar el colorante primero se acetilé de modo que podria separarse de
los materiales iniciales mediante una columna de cromatografia de flash y se desacetilé antes de la conversion a
fosforamidito. Se confirmé la sintesis del colorante por RNM de 1H, 13’C, espec. de masas.

Experimentacion:

Se agit6 el O-Aminobenzonitrilo (1 eq) en HCI (50 %, 10 ml) y se afiadié con suavidad durante 10 min. Se enfrio la
mezcla a 0 °C en un baio de hielo, al cual se afiadié NaNO- (1,2 eq) en 2 ml de agua (destilada) por goteo. Se dejo
que la reaccion se agitara durante 30 min a 0 °C, produciendo una solucién de color amarillo claro. Por separado, se
disolvio la 8-hidroxiquinolina (1 eq) en MeOH (30 ml) a los cuales se les afiadio NaOH (10 %, 100 ml). La solucion de
8-hidroxiquinolina se afiadié por goteo a la solucion de sal de diazonio a lo largo de 15 min y se agité durante toda la
noche.

Se neutralizo la reaccion mediante la adicion de HCI (50 %) y el precipitado resultante se recogié por filtracion y se
secoO durante toda la noche. El precipitado se disolvid en anhidrido acético (100 ml) con una cantidad catalitica de
4-dimetil-aminopiridina. El analisis TLC se mostré una reacciéon completa. La mezcla se verti6 en 1600 ml de
hielo/agua y se dejoé durante 3 h. El exceso de agua se vertié y se afiadié mas hielo a la mezcla de aceite/agua
produciendo precipitacion. Se recogid el precipitado y se secd y se purificd por una columna de cromatografia de
flash (silice; eluyente: DCM - MeOH al 1 %/DCM) produciendo el producto diana desacetilado, 3 con un rendimiento
del 38 %. d61(400 MHz; DMSO) 3,31 (1H, a, s, OH), 7,29-7,31 (1H, d, J 8,0, ArH), 7,67-7,71 (1H, td, ArH), 7,78-7,81

27



10

15

20

25

30

35

ES 2547052 T3

(1H, g, J 4,0, ArH), 7,87-7,91 (1H, td, ArH), 8,06-8,12 (3H, m, ArH x 3), 9,00 - 9,02 (1H, dd, ArH), 9,36-9,38 (1H, dd,
ArH).

Colorante derivado de 8-hidroxiquinolina de RDRSP, 3

La actividad del colorante de RDRSP 3 se confirmé mediante el analisis de una solucion (0,1 yM) usando
poli-L-lisina al 1 % como agente aglutinante. Fuente de luz laser 514 nm, 1 s de adquisicién, potencia al 100 %,
1400 cm™. El espectro de RDRSP se muestra en la Figura 23.

Modificacion del ADN con colorante derivado de 8-Hidroxiquinolina

C.% INPr, c

DIPEA, THF, N,

N N
OH ‘
[
4 O\P / N Pfg
OGH,CH,CN
5

La fosforilacion del colorante derivado de 8-hidroxiquinolina, 3, se llevé a cabo con un reactivo clorofosforilante, 4
para producir fosforamidito, 5. La sintesis de P" fosforamidito se confirmo por RMN de ¥1p. El fosforamidito 5 se us6
para generar secuencias de sondas marcadas con colorante en 3’ usando sintesis de bases inversa, incorporando
un fosfato en el extremo 5’ por el uso de una columna de fosfato CPG.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> The University of Strathclyde
Graham, Duncan

Faulds, Karen

Smith, Ewen

Ricketts, Alastair

<120> IDENTIFICACION DE SECUENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS
<130> P15146PC

<160> 27

<170> PatentIn versioén 3.3

<210>1

<211> 18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 1
ttttcccagt cacgacgt 18
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<210> 2
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 2
ttttcccagt cacgacgt 18

<210>3
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 3
ttttcccagt cacgacgt 18

<210> 4
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucledtido

<220>

<221> base_modificada
<222> (10)..(10)

<223> Fluoresceina dT

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>nesa,c,got

<400> 4
ttttcccagn cacgacgt 18

<210>5
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucledtido

<400> 5
acgtcgtgac tgggaaaa 18

<210>6
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucledtido

<400> 6
acgtcgtgac tgggaaaacc ctggcgttac ccaactta 38

<210>7
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<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400>7
tcactggcecg tegttttaca acgtcgtgac tgggaaaa 38

<210> 8
<211> 54
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 8

tcactggcecg tegttttaca acgtcgtgac tgggaaaacc ctggcegttac ccaa 54

<210>9
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<220>

<221> base_modificada
<222> (10)..(10)
<223>dT TAMRA

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>nesa,c,got

<400> 9
ttttcccagn cacgacgt 18

<210> 10
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<220>

<221> base_modificada
<222> (10)..(10)
<223>dT FAM

<400> 10
ttttcccagt cacgacgt 18

<210> 11
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido
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<400> 11
acgtcgtgac tgggaaaa 18

<210> 12
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<220>

<221> base_modificada
<222>(12)..(12)
<223>dT FAM

<220>

<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223>nesa,c,got

<400> 12
gctaaacttg cntgccactc at 22

<210> 13
<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucledtido

<400> 13
atgagtggca agcaagttta gc

<210> 14
<211> 100
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<400> 14

ggaatttcca cttgatatta ccgcaggaac agaagctgcg acagggacta aggatgectc
tattgactac catgagtggc aagcaagttt agccctttct

<210> 15
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<220>

<221> base_modificada
<222> (10)..(10)
<223>dT FAM

<220>
<221> misc_feature
<222> (10)..(10)

ES 2547052 T3
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<223>nesa,c,got

<400> 15
ttttcccagn cacgacgt 18

<210> 16
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<220>

<221> base_modificada
<222> (10)..(10)
<223>dT TAMRA

<220>

<221> misc_feature
<222> (10)..(10)
<223>nesa,c,got

<400> 16
ttttcccagn cacgacgt 18

<210> 17
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Sonda de oligonucledtido

<400> 17
ttttcccagt cacgacgt 18

<210> 18
<211> 18
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 18
acgtcgtcac tgcgaaaa 18

<210> 19
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 19
acgtcgtcac tgcgaaaacc ctggcgttac ccaactta 38

<210> 20
<211> 38
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleotido
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<400> 20
tcactggcecg tegttttaca acgtcgtcac tgccgaaa 38

<210> 21
<211> 58
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<400> 21
tcactggcecg tegttttaca acgtcgtcac tgccgaaacc ctggegttac ccaactta 58

<210> 22
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22
cacttratat taccgcagga acag 24

<210> 23
<211> 21
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
gctaaacttg ctgccactca t 21

<210> 24
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleoétido

<400> 24
agaggcatcc ttagtccctg tcgcage 27

<210> 25
<211> 12
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucledtido

<220>

<221> base_modificada
<222> (1)..(1)

<223> dT biotinilada

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,got
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<400> 25
nctccgtagg aa 12

<210> 26
<211>15
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> sonda de oligonucleétido

<220>

<221> base_modificada

<222> (1)..(1)

<223> dT modificada con BHQ2

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)
<223>nesa,c,got

<220>

<221> base_modificada
<222> (13)..(13)
<223>dT TAMRA

<220>

<221> misc_feature
<222> (13)..(13)
<223>nesa,c,got

<400> 26
ncagggacag cgncg 15

<210> 27
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> oligonucleotido

<400> 27
agaggcatcc ttagtccctg tcgcage 27
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para su uso en la deteccién de un acido nucleico diana que comprende las etapas de:

(i) poner en contacto una sonda de acido nucleico monocatenaria con una muestra de interés en condiciones
eficaces para generar un duplo de sonda/acido nucleico diana mediante la hibridaciéon especifica de dicha sonda
de acido nucleico a un acido nucleico diana, si dicho acido nucleico diana esta presente;

(ii) poner en contacto cualquier duplo de sonda/acido nucleico diana con una exonucleasa para efectuar la
digestion del duplo y la liberacién de una molécula marcadora del duplo; y

(iii) detectar el marcador mediante espectroscopia Raman detectando un cambio detectable en el espectro
Raman del marcador tras su liberacion del duplo, para detectar el acido nucleico diana, si esta presente.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha exonucleasa no tiene capacidad de sintetizar
oligonucledtidos; y/o en el que dicha sonda de acido nucleico tiene un grupo fosfato 5’ y dicha exonucleasa es
exonucleasa lambda.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que se pone en contacto un exceso de dicha
sonda de acido nucleico con la muestra de interés en la etapa (i), de tal modo que la digestion de un duplo en la
etapa (ii) recicla el acido nucleico diana una o mas veces, permitiendo de este modo que moléculas de sonda
adicionales hibriden especificamente con la diana formando duplos de sonda/acido nucleico diana adicionales que
se digieren para liberar moléculas diana adicionales.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la cantidad de cualquier acido
nucleico diana en dicha muestra de interés se determina con referencia a la magnitud de dicho cambio.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sonda de acido nucleico y/o el
acido nucleico diana es ADN.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho acido nucleico diana es un
acido nucleico bicatenario o un acido nucleico monocatenario.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el marcador Unicamente es capaz
de detectarse por medio de espectroscopia Raman cuando se libera del duplo de acido nucleico por medio de la
digestion del duplo de sonda/acido nucleico diana.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho marcador es un colorante
activo para (R)DRPS; y/o en el que el marcador es un fluoréforo.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha sonda comprende un
fluoréforo y un desactivador que extingue al fluoréforo antes de dicha digestion; y/o en el que dicha deteccion por
espectrometria Raman se complementa por deteccién basada en plasmonica o fluorescencia.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la secuencia de la sonda se une
a un sustrato activo de (R)DRPS.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la sonda de acidos nucleicos
opcionalmente comprende de aproximadamente 20 a 30 nucleétidos.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, en el que el marcador se pone en contacto con dicha sonda de acido
nucleico y dicha muestra de interés en la etapa (i), cuyo marcador puede intercalarse con cualquiera de dichos
duplos sonda/acido nucleico diana si estos se forman.

13. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el marcador esta unido, enlazado o asociado de otro modo
con la sonda de acido nucleico, por ejemplo en el que la sonda de acido nucleico esta enlazada al marcador.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicha puesta en contacto comprende
poner en contacto con una primera sonda de acido nucleico y con una segunda sonda de acido nucleico, en el que
dicha primera sonda de acido nucleico comprende una secuencia de acido nucleico complementaria a una porcion
de dicho acido nucleico diana, y un resto capturable, que permite la captura de cualquiera de los duplos resultantes
de la hibridacién de la primera sonda de acido nucleico con el acido nucleico diana, y en el que dicha segunda sonda
comprende una secuencia de acido nucleico complementaria a una porcion de dicho acido nucleico diana distinta a
la que es complementaria a dicha primera sonda de acido nucleico y dicho marcador.

15. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que el duplo formado poniendo en contacto dicha muestra de
interés con dichas primera y dicha segunda sonda de acidos nucleicos se aisla de otro material que no forma parte
de dicho duplo antes de dicha deteccién después de dicha puesta en contacto.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicha puesta en contacto comprende
poner en contacto con una primera sonda de acido nucleico y con una segunda sonda de acido nucleico, en el que
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dicha primera sonda de acido nucleico comprende una secuencia de acido nucleico complementaria a una porcion
de dicho acido nucleico diana, y una secuencia de acido nucleico complementaria a una porcion de dicha segunda
sonda de acido nucleico.

17. El procedimiento de la reivindicacién 16, en el que dicha puesta en contacto comprende ademas poner en
contacto con un acido nucleico de captura, siendo dicho acido nucleico de captura complementario a una porcion de
dicho acido nucleico diana al que dicha primera sonda de acido nucleico no es complementaria y esta enlazado a un
resto capturable que permite la captura de cualquier complejo de acido nucleico capturable, pudiéndose formar dicho
complejo de acido nucleico capturable tras dicha puesta en contacto cuando dicho acido nucleico diana esta
presente, tal como en el que dicho complejo de acido nucleico capturable esta aislado de otro material que no es
parte de dicho duplo antes de dicha deteccion después de dicha puesta en contacto.

18. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en el que el marcador esta unido, enlazado o
asociado de otro modo con la segunda sonda de acido nucleico, por ejemplo en el que la segunda sonda de acido
nucleico es enlazada al marcador; y/o en el que la primera y la segunda sonda de acidos nucleicos comprende, cada
una de ellas, de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 nucleétidos.

19. Un procedimiento para detectar simultaneamente varios acidos nucleicos diana distintos en una muestra de
interés que comprende efectuar simultaneamente varios procedimientos de acuerdo con los procedimientos que se
definen en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 en los que se usa un marcador distinto para detectar cada
uno de dichos acidos nucleicos diana.
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Figura#4
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Figura &
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 20
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Figura 22
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Figura 23
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Figura 23
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