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DESCRIPCION
Flujo de trabajo para la deteccion de ligandos empleando acidos nucleicos
Campo de la descripcién

Esta solicitud se refiere a métodos para acoplar oligonucleétidos que presentan complementariedad con un &cido
nucleico diana y amplificar los oligonucleétidos acoplados, en los que el acoplamiento y la amplificacién se producen
en la misma mezcla de reaccion.

Antecedentes de la descripcion

La correlacion de cambios en la expresién de genes y proteinas en sistemas bioldgicos se ha visto obstaculizada por
la necesidad de una manipulacidon de muestras y plataformas de analisis separadas para los acidos nucleicos y las
proteinas. Por contraste con el flujo de trabajo simple, rapido y flexible de los métodos de PCR cuantitativa (QPCR),
gue permiten la caracterizacién de varias clases de biomarcadores de acidos nucleicos (por ejemplo, ADN, ARNm y
microARN), los métodos de analisis de proteinas, tales como la transferencia Western, son incomodos, laboriosos y
mucho menos cuantitativos. Los ensayos de acoplamiento de proximidad (PLA) han demostrado eliminar algunos de
estos problemas. Sin embargo, los expertos en la técnica desean mejoras en los PLA.

Los PLA tipicos o convencionales habitualmente implican al menos tres o cuatro etapas. La primera etapa
generalmente es la unién de una primera y una segunda sonda (por ejemplo, sondas de anticuerpo) a un ligando
(por ejemplo, una proteina de interés) de modo que las sondas se encuentren muy cercanas entre si. Cada una de
las sondas generalmente contiene un oligonucleétido. Los oligonucleétidos se acercan entre si mediante la unién de
la sondas y, en la segunda etapa, se acoplan entre si (por ejemplo, el acontecimiento de acoplamiento). Los
oligonucledtidos acoplados después pueden amplificarse y detectarse para determinar la presencia del ligando con
una muestra de ensayo (por ejemplo, una muestra biologica). Esta etapa generalmente se logra afiadiendo los
componentes del acoplamiento, tales como ligasa, adenosina trifosfato (ATP) y mezcla de tampon-sal, a la reaccién
de union. En la tercera etapa, la ligasa generalmente se desactiva (por ejemplo, mediante una digestién con
proteasas) para evitar que se produzcan mas acoplamientos de oligonucleétidos no unidos. En la cuarta etapa, la
mezcla de reaccion se traslada a una mezcla de reaccién en cadena de polimerasa a tiempo real (PCR) y se
determina la cantidad del producto amplificado mediante una PCR cuantitativa (qPCR). Tal como se describe a
continuacién, se ha descubierto, de forma sorprendente, que la tercera etapa (la digestion con ligasa) puede
eliminarse, permitiendo con ello que el acoplamiento y la amplificacion se produzcan en la misma mezcla de
reaccién sin inactivacion por la ligasa. Estas y otras caracteristicas y ventajas de los métodos descritos en la
presente seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de esta descripcion.

En la técnica anterior se describen diversos ensayos de acoplamiento por proximidad. La publicacion de EE. UU. n.°
2002/064779 Al describe un método para detectar y cuantificar varios analitos en disolucion para seleccionar
candidatos a farmaco y para detectar agentes infecciosos en los alimentos empleando sondas de proximidad que
comprenden un resto de union con afinidad por los analitos.

Gullberg et al. (P.N.A.S., 2004, vol. 101, n.° 22, pp. 8420-8424) describen un método de acoplamiento por
proximidad basado en anticuerpos, en el que se diseflan sondas de proximidad que contienen extensiones
oligonucleotidicas para que se unan, de forma apareada, a proteinas diana y formen secuencias de marcadores
amplificables mediante acoplamiento cuando se acercan entre si.

Fredriksson et al. (Nature Biotechnology, 2002, vol. 20, pp. 473-477) describen un ensayo para la deteccién de
proteinas que emplea el acoplamiento de ADN dependiente de la proximidad, en la que la unién proximal de una
proteina diana por dos aptameros de ADN estimula el acoplamiento de oligonucleétidos unidos a cada sonda de
afinidad de aptamero. El documento WO 01/61037 Al describe un método de acoplamiento/deteccién combinado
que emplea las sondas de proximidad con aptameros SELEX.

La invencion busca aumentar el rendimiento de los ensayos de PLA segin los métodos reivindicados.
Resumen de la descripcion

En la presente se proporcionan métodos para acoplar y amplificar oligonucleétidos. En algunas realizaciones, los
oligonucledtidos se unen a sondas especificas de ligando, y la amplificacion de los oligonucledtidos indica que las
sondas se han unido a un ligando en la muestra. En una realizacion, se proporciona un método para acoplar al
menos dos oligonucleétidos para producir un oligonucleétido acoplado, y amplificar el oligonucleétido acoplado, en el
que el acoplamiento y la amplificacién se producen en una Unica mezcla de reaccién (por ejemplo, pueden
considerarse no diluidos). En algunas realizaciones, puede emplearse un tercer oligonucleétido para que forme un
puente entre dichos al menos dos oligonucle6tidos que estan unidos a las sondas. En ciertas realizaciones, el
método puede comprender detectar un ligando en una muestra de ensayo (por ejemplo, una muestra biolégica) que
comprende poner en contacto la proteina con al menos una primera y una segunda sonda, y cada sonda tiene una
especificidad de unién por la proteina y esta unida al menos a un tipo de oligonucleétido, siendo los oligonucleétidos
sobre la primera y la segunda sonda, respectivamente, al menos parcialmente complementarios entre si; acoplar los
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oligonucleétidos sobre la primera y la segunda sonda entre si empleando una ligasa para producir un acido nucleico
diana y amplificar el acido nucleico diana; y detectar el acido nucleico diana amplificado. Por ejemplo, el método
puede comprender detectar una proteina en una muestra de ensayo, y el método comprende poner en contacto la
proteina con la menos dos sondas que tienen especificidad de unién con ella, y cada uno de los agentes comprende
al menos un oligonucle6tido; acoplar los oligonucleétidos para producir un oligonucleétido acoplado y amplificar el
oligonucledtido acoplado en una Unica mezcla de reaccion; y detectar la amplificacion del oligonucleétido acoplado.
En algunas realizaciones, una o mas de las sondas es un anticuerpo. En ciertas realizaciones, al menos uno de los
oligonucleétidos comprende al menos tres nucleétidos. Algunas realizaciones proporcionan los oligonucleétidos que
se van a acoplar empleando una ligasa de huella pequefia, que puede ponerse en contacto con la adenosina
trifosfato antes del uso. Puede utilizarse cualquier tipo de procedimiento de amplificacion tal como, sin limitacién, la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) (por ejemplo, PCR cuantitativa (QPCR)). En algunas realizaciones, puede
resultar beneficioso inactivar la ligasa antes de la amplificacion (por ejemplo, empleando una proteasa). Otras
realizaciones de los métodos descritos en la presente seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la
descripcion proporcionada en la presente.

Breve descripcion de los dibujos

Los expertos en la técnica entenderan que los dibujos descritos a continuacién solo tienen un propésito ilustrativo.
Los dibujos no pretenden limitar el alcance de las presentes indicaciones de ninguna manera.

Figura 1. Un diagrama esquematico de un ejemplo de un proceso de PLA tipico o convencional.

Figura 2. Un diagrama esquematico de un ejemplo de un proceso de PLA mejorado (tal como se describe en la
presente).

Figura 3. (A) Un diagrama esquematico de un ejemplo de un flujo de trabajo de PLA tipico o convencional. (B) Un
diagrama esquematico de un ejemplo de un flujo de trabajo de PLA mejorado (tal como se describe en la presente).

Figura 4. Un diagrama esquematico de ejemplos de puentes ("splints") oligonucleotidicos ("conectores”) (A)
asimétricos (por ejemplo, 3+6) y (B) simétricos (por ejemplo, 4+4).

Figura 5. Comparacion de un proceso de PLA tipico o convencional (PLA1) y el proceso mejorado (PLA2) (se
muestran los datos de dCT).

Figura 6. Uso del proceso de PLA mejorado con diversos acidos nucleicos diana.

Figura 7. Comparacion de dos longitudes de puente diferentes a concentraciones variables.
Figura 8. Comparacion de cinco longitudes de puente diferentes.

Figura 9. Comparacion de la ligasa de T4 con dos ligasas SF diferentes (por ejemplo, SF y DLxD).
Descripcion detallada

En la presente se describen métodos para realizar ensayos de acoplamiento por proximidad. En los procesos de
ensayo de acoplamiento por proximidad (PLA) tipicos o convencionales (Fig. 1), una mezcla de sondas y la muestra
se combinan en una reaccién de union. Después de la reaccidn de union, la mezcla de reaccion de acoplamiento se
afiade para realizar la reaccion de acoplamiento. Para preparar la mezcla de reaccién de acoplamiento, se diluyen
una ligasa y el tampdn de acoplamiento. Después de la reaccién de acoplamiento, el producto acoplado se estabiliza
mediante una digestién con proteasas; la proteasa entonces se inactiva (por ejemplo, empleando calor). Una porcion
del producto acoplado se traslada a una mezcla de reaccion de PCR a tiempo real, y después se coloca en un
recipiente de reaccion de PCR (por ejemplo, una placa) en un instrumento de qPCR. Entonces se desarrolla la
deteccién y la cuantificacion del producto acoplado empleando técnicas convencionales.

En una realizacion del proceso de PLA mejorado descrito en la presente, puede prepararse un lisado celular y
afiadirse a este un tampén de acoplamiento. A esta mezcla después puede afiadirse una mezcla de sondas de
proximidad, una ligasa y una mezcla de PCR (que puede incluir, por ejemplo, una polimerasa termoestable). Esta
mezcla de reaccion combinada después puede incubarse durante una cantidad de tiempo adecuada (por ejemplo,
una hora, 37 °C), la ligasa se inactiva opcionalmente (por ejemplo, empleando calor) y se realiza la PCR
directamente sobre la mezcla. En Fig. 2 se ilustra un diagrama esquematico de un ejemplo de realizacion del
proceso de PLA mejorado. Tal como se muestra en la figura, la reaccidon de unién es la misma que la mostrada en
Fig. 1. Sin embargo, en algunas realizaciones de los procesos de mejorados, la ligasa se afiade a la mezcla de PCR
a tiempo real, que después se afiade directamente a la reaccion de uniéon. En algunas realizaciones, esta mezcla de
reaccion después se deposita sobre una placa de reaccion y después se analiza mediante un instrumento de gPCR.
Entonces se desarrolla la deteccién y la cuantificacion del producto acoplado empleando técnicas convencionales.

En algunas realizaciones, el menor factor de dilucién proporcionado puede provocar una mayor concentracion de la
sonda de PLA en la reaccion de acoplamiento. La mayor concentracién de la sonda puede provocar una mayor
sefial de fondo, que puede minimizarse empleando un puente oligonucleotidico corto a concentracion reducida. Por
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ejemplo, un puente oligonucleotidico adecuado puede tener una longitud de 14 nucledétidos (por ejemplo, al menos
cinco nucledtidos en el extremo 3'y al menos nueve nucledtidos en el extremo 5'; 5+9). Para asegurar la eficacia del
acoplamiento, puede emplearse una ligasa de huella pequefia ("small footprint ligase", SFL). En algunas
realizaciones, para simplificar ain mas la etapa de acoplamiento-PCR, la adicién tipica de ATP a la reaccion de
acoplamiento puede omitirse. En su lugar, se puede emplear opcionalmente una SFL enriquecida en ATP (por
ejemplo, una SFL que ha sido expuesta 0 se ha puesto en contacto con un suministro abundante o adicional de ATP
durante un periodo de tiempo). Esta etapa de enriquecimiento puede ser especialmente Util cuando se emplean
cosustratos para otras ligasas. Por tanto, la reaccion de unién puede generarse combinando sondas de proximidad y
muestras que contienen la molécula o moléculas diana, e incubando la mezcla de modo que se produce la unién
entre las sondas y la molécula o moléculas diana. En algunas realizaciones, después de la reaccion de unién, puede
afiadirse una mezcla de acoplamiento-PCR (por ejemplo, que comprende un puente de oligo de longitud corta (por
ejemplo, un oligonucleétido que tiene al menos 6 nucleétidos, por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20 o mas nucleétidos), una SFL, y componentes de PCR a tiempo real convencionales). En otras
realizaciones, la reaccién de acoplamiento después puede realizarse a temperatura ambiente y el producto puede
amplificarse y cuantificarse mediante una PCR a tiempo real. En algunas realizaciones, la ligasa puede desactivarse
(por ejemplo, empleando calor). El producto acoplado después puede someterse a una PCR a tiempo real
inmediatamente o después de la conservacion. Asi, las diversas realizaciones de los nuevos flujos de trabajo para
procesos de PLA mejorados descritos en la presente proporcionan factores de dilucion menores que permiten lograr
el acoplamiento y la PCR en una Unica mezcla de reaccion (por ejemplo, 0 en una Unica etapa sin etapas
intermedias). En algunas realizaciones preferidas, también puede emplearse un puente oligonucleotidico corto y una
SFL para controlar cualquier aumento en las reacciones de fondo. En otras realizaciones, la SFL puede
preenriquecerse empleando ATP.

Se comparan también ejemplos de procesos de PLA tipicos y mejorados en Figs. 3A y 3B. Tal como se muestra en
estas figuras, los procesos tipicos incluyen la preparacién de la muestra, una reaccién de unién, acoplamiento,
inactivacion de la ligasa empleando una proteasa, inactivacion de la proteasa (por ejemplo, empleando calor),
seguido de una PCR a tiempo real. Para realizar la etapa de PCR en los procesos de PLA tipicos, una porcién de la
mezcla de reaccion que contiene la ligasa y la proteasa inactivadas habitualmente se traslada a una placa de PCR, y
se afiade a esta la "mezcla de PCR" (por ejemplo, que contiene cebadores, dNTP, polimerasa y similares). Tal como
se muestra en Fig. 3B, los procesos mejorados descritos pueden eliminar el uso de una proteasa y la dilucion de la
mezcla de reaccion antes de la PCR. Tal como se muestra en la figura, la ligasa puede inactivarse empleando, por
ejemplo, calor, y la mezcla de reaccion resultante puede colocarse directamente en un instrumento/ensayo de
gPCR. Asi, los flujos de trabajo de PLA mejorados y simplificados pueden emplear los productos de la reaccién de
uniéon completos en un ensayo de PCR a tiempo real (por ejemplo, un pocillo de una placa de mdultiples pocillos).
Esto proporciona un flujo de trabajo mejorado y una dilucion reducida de la mezcla de reaccién. Como resultado, en
algunas realizaciones de los procesos de PLA mejorados, la mezcla de reaccion de PCR contiene una mayor
concentracion del producto acoplado (por ejemplo, el acido nucleico diana). En algunas realizaciones, la mejora
proporcionada por los procesos de PLA mejorados puede medirse como la dCT de la reaccién (por ejemplo, una
sefialde 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, o mas (dCT); véase, por ejemplo, Fig. 4). La sensibilidad de los procesos de PLA
mejorados, comparada con los procesos de PLA tipicos, también puede observarse (por ejemplo, como un cambio
en namero de veces; véase, por ejemplo, Fig. 5).

Los procesos descritos en la presente proporcionan, en algunas realizaciones, la deteccion de una proteina en una
muestra de ensayo, y los métodos comprenden poner en contacto la proteina con la menos dos sondas que tienen
especificidad de unién con ella, y cada una de las sondas comprende al menos un oligonucleétido; acoplar los
oligonucledtidos para producir un oligonucleétido acoplado; amplificar el oligonucleétido acoplado en una Unica
mezcla de reaccion; y detectar la amplificacién del oligonucledtido acoplado. En algunas realizaciones, también
puede emplearse un tercer oligonucledtido para que forme un puente entre cada uno de los oligonucleétidos que
estan unidos a las sondas. En algunas realizaciones, una o mas de las sondas es un anticuerpo. En ciertas
realizaciones, al menos uno de los oligonucledtidos comprende al menos tres nucleétidos. Algunas realizaciones
proporcionan el uso de una SFL, que opcionalmente puede ponerse en contacto con adenosina trifosfato (ATP)
antes del uso, para el acoplamiento de los oligonucleétidos. Puede utilizarse cualquier tipo de procedimiento de
amplificacién tal como, sin limitacién, la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) (por ejemplo, PCR cuantitativa).
En algunas realizaciones, puede ser beneficioso inactivar la ligasa antes de la amplificacion (por ejemplo,
empleando una proteasa, calor o cualquier otro método conocido en la técnica). Otras realizaciones de la invencién
descrita en la presente seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion proporcionada en la
presente.

En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar una diana en una muestra, en el que el método
incluye las etapas de unir una primera y una segunda sonda, cada una de las cuales se une especificamente a la
diana, y cada una de las sondas comprende una porcion oligonucleotidica (o cola); acoplar la primera y la segunda
cola oligonucleotidica produciendo, con ello, un molde oligonucleotidico acoplado; y realizar una reaccién en cadena
de polimerasa (PCR) del molde oligonucleotidico a lo largo de la primera y la segunda cola oligonucleotidica para
cuantificar dicho molde. En algunas realizaciones, las etapas de acoplamiento y PCR pueden realizarse en la misma
mezcla de reaccion. En otras realizaciones, el método puede incluir una primera y una segunda sonda, y cada sonda
se une especificamente a la diana, comprendiendo cada una de las sondas una cola oligonucleotidica; acoplar las
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colas oligonucleotidicas para producir un molde oligonucleotidico acoplado, y amplificar el molde mediante una PCR
en una Unica etapa para producir un molde amplificado; y cuantificar el molde amplificado. Las sondas pueden
comprender anticuerpos que se unen especificamente a la diana. Los oligonucleétido pueden acoplarse empleando
un puente oligonucleotidico corto (por ejemplo, puentes de oligos con una longitud de al menos 6 nucleétidos que
tienen proyecciones 3'y 5' de, por ejemplo, 9+9, 9+8, 9+7, 9+6, 9+5, 8+8, 5+3, 4+7, 3+3 nucledtidos, o cualquier otra
variacion posible en la longitud o la simetria, seguin se contempla y se describe con mas detalle a continuacion). En
algunas realizaciones, la ligasa puede preenriquecerse empleando ATP y/o puede inactivarse empleando, por
ejemplo, una o mas proteasas y/o calor. EI molde amplificado puede cuantificarse mediante cualquier método
adecuado que incluye, por ejemplo, PCR a tiempo real (por ejemplo, un ensayo TagMan o un ensayo de balizas
moleculares).

Los procesos mejorados descritos y/o ejemplificados en la presente proporcionan unos tiempos de trabajo reducidos
desde el tiempo de inicio del proceso hasta la recogida de los resultados (por ejemplo, méas rapidos), menor tiempo
de manipulacién (por ejemplo, mas sencillos y baratos), menor utilizacién de equipo de laboratorio de plastico (por
ejemplo, mas baratos y mas respetuosos con el medioambiente ("mas verdes")), y sefiales y sensibilidades mas
altas (por ejemplo, mas sensibles). En algunas realizaciones, estos procesos mejorados proporcionan flujos de
trabajo mas sencillos combinando las etapas de acoplamiento y de PCR, factores de dilucién reducidos desde la
etapa de unién hasta la etapa de acoplamiento, menores concentraciones de sondas de unién para permitir unos
factores de dilucion reducidos, el uso de oligonucle6tidos conectores mas cortos (por ejemplo, con una longitud de
tan solo 6 nucleétidos) para controlar las sefiales de fondo, el uso de concentraciones mas bajas de oligonucledétidos
conectores para controlar las sefales de fondo, el uso de ligasas SF para permitir el uso de longitudes mas cortas
de oligonucledtidos conectores, esquemas de purificacion de ligasas SF enriquecidas en ATP para omitir el ATP en
la etapa de acoplamiento-PCR y/o el posible uso del volumen de reaccion completo para mejorar la sefial y la
sensibilidad del PLA.

Los métodos descritos en la presente son particularmente Utiles ya que pueden utilizarse con diversos sistemas para
detectar proteinas. Los ejemplos de dichos sistemas incluyen, por ejemplo, los ensayos de proteinas TaqMan®. Los
ensayos de proteinas TaqMan® son una forma adaptada de PLA™, una tecnologia del ensayo de acoplamiento por
proximidad que combina la unién de un anticuerpo-proteina con la deteccion del acido nucleico indicador mediante
PCR a tiempo real. Applied Biosystems ha optimizado esta técnica para su uso con lisados de células y de tejidos
brutos y la ha combinado con la quimica de TagMan® para crear un proceso muy sensible y especifico para medir la
expresion de proteinas en muestras pequefias. Se han desarrollado ensayos para la deteccion de OCT3/4, NANOG,
SOX2, y LIN28 en células pluripotenciales embrionarias humanas, asi como ICAM1 y CSTB para medir la
cuantificacion relativa en células humanas. Las etapas basicas de dichos ensayos incluyen la unién de una diana de
proteina por sondas de ensayo apareadas, el acoplamiento de los oligonucleétidos por una ADN ligasa, y la
amplificaciéon del producto del acoplamiento mediante un ensayo de PCR a tiempo real TagMan. Las sondas
empleadas en la primera etapa generalmente son anticuerpos especificos de diana conjugados con oligonucleétidos
a través de un enlace de biotina-estreptavidina (SA). Cada oligonuclettido en la pareja presenta un extremo 5' o 3'
gue se acercan cuando las sondas del ensayo se unen a dos epitopos diferentes sobre la proteina diana. El sustrato
para la ligasa generalmente es una estructura de puente formada por la hibridacién de un tercer oligonucleétido con
los extremos oligonucleotidicos de la pareja de sondas del ensayo. Esta estructura se forma preferentemente
cuando las sondas del ensayo estan cerca entre si. El producto del acoplamiento generalmente actla como molde
en el ensayo de PCR a tiempo real TagMan®. Los sistemas pueden utilizarse, por ejemplo, para realizar el analisis
de proteinas en muestras pequefias (por ejemplo, células pluripotenciales, tumores de células germinales), para
correlacionar y/o validar resultados de la cuantificacion de ARN y proteinas, para analizar modificaciones
postraduccionales, para validar el silenciamiento de genes inducido por ARNSsi y/o para validar experimentos de
transduccion/transfeccion de genes. Los datos generados empleando estos sistemas pueden analizarse empleando
programas informaticos, por ejemplo, el paquete de software ProteinAssist™ (Applied Biosystems™).

Para sefialar y describir de modo mas claro y conciso el contenido de la presente descripcion, se proporcionan las
siguientes definiciones de términos especificos, que se emplean en la siguiente descripcion y en las reivindicaciones
adjuntas. A lo largo de la memoria descriptiva, los ejemplos de términos especificos deben considerarse ejemplos no
limitantes.

Tal como se emplean en la presente, el término "nucledtido” o la expresion "base de nucleétido” se refieren a un
nucledsido fosfato. Esto incluye, pero no se limita a un nucledtido natural, un nucleétido sintético, un nucleétido
modificado, o un resto de sustituciéon o nucleétido universal (por ejemplo, inosina). El nucleésido fosfato puede ser
un nucleésido monofosfato, un nucleésido difosfato o un nucleétido trifosfato. Un "nucleétido" se refiere a un
nucleétido, un nucleésido o uno de sus analogos. Opcionalmente, el nucleétido es un N- o C-glicdsido de una base
de purina o pirimidina (por ejemplo, un desoxirribonucledsido que contiene 2-desoxi-D-ribosa o un ribonucleésido
que contiene D-ribosa). Los ejemplos de otros analogos incluyen, sin limitacidn, fosforotioatos, fosforamidatos,
metilfosfonatos, metilfosfonatos quirales, 2-O-metil ribonucleétidos. Las bases de nucleétidos habitualmente
presentan un anillo o anillo aromaticos centrales sustituidos o no sustituidos. En ciertas realizaciones, el anillo o
anillos aromaticos contienen al menos un atomo de nitrégeno. En ciertas realizaciones, la base de nucle6tido es
capaz de formar enlaces de hidrégeno de Watson-Crick y/o Hoogsteen con una base de nucleétido complementaria
apropiada. Los ejemplos de bases de nucleétidos y sus analogos incluyen, pero no se limitan a purinas, tales como
2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, adenina (A), etenoadenina, N6-A2-isopenteniladenina (6iA), N6-A2-isopentenil-2-
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metiltioadenina (2ms6iA), N6-metiladenina, guanina (G), isoguanina, N2-dimetilguanina (dmG), 7-metilguanina (7
mG), 2-tiopirimidina, 6-tioguanina (6sG) hipoxantina y O6-metilguanina; 7-desaza-purinas, tales como 7-
desazaadenina (7-desaza-A) y 7-desazaguanina (7-desaza-G); pirimidinas, tales como citosina (C), 5-
propinilcitosina, isocitosina, timina (T), 4-tiotimina (4sT), 5,6-dihidrotimina, O4-metiltimina, uracilo (U), 4-tiouracilo
(4sVU) y 5,6-dihidrouracilo (dihidrouracilo; D); indoles, tales como nitroindol y 4-metilindol; pirroles, tales como
nitropirrol; nebularina; base (Y); etc. En ciertas realizaciones, las bases de nucleétidos son bases de nucle6tidos
universales. Otros ejemplos de bases de nucle6tidos pueden encontrarse, por ejemplo, en Fasman, 1989, Practical
Handbook of Biochemistry and Molecular Biology, pp. 385-394, CRC Press, Boca Raton, Fla., y las referencias
citadas en este documento. Una "base universal", tal como se emplea en la presente, es una base que es
complementaria con mas de una base diferente. Las bases totalmente universales pueden aparearse con cualquiera
de las bases que se encuentran generalmente en los acidos nucleicos naturales. No es necesario que la base sea
igualmente capaz de aparearse con cada una de las bases naturales. Como alternativa, la base universal puede
aparearse solo 0 aparearse selectivamente con dos o mas bases, pero no con todas las bases. Opcionalmente, las
bases universales se aparean solo o se aparean selectivamente con purinas o, como alternativa, con pirimidinas. Si
se desea, dos 0 mas bases universales pueden incluirse en una posicién concreta en una sonda. En la técnica se
conocen una serie de bases universales que incluyen, pero no se limitan a hipoxantina, 3-nitropirrol, 4-nitroindol, 5-
nitroindol, 4-nitrobenzimidazol, 5-nitroindazol, 8-aza-7-desazaadenina, 6H,8H-3,4-dihidropirimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-
ona (P. Kong Thoo Lin. y D.M. Brown, Nucleic Acids Res., 1989, 17, 10373-10383), 2-amino-6-metoxiaminopurina
(D.M. Brown y P. Kong Thoo Lin, Carbohydrate Research, 1991, 216, 129-139), etc. La hipoxantina es una base
totalmente universal preferida. Los nucledsidos que comprenden hipoxantina incluyen, pero no se limitan a inosina,
isoinosina, 2'-desoxi-inosina, y 7-desaza-2'-desoxi-inosina, 2-aza-2'-desoxi-inosina. También pueden utilizarse
analogos naturales y sintéticos que incluyen, por ejemplo, hipoxantina, 2-aminoadenina, 2-tiouracilo, 2-tiotimina, 5-N*
etencitosina, 4-aminopirrazolo[3,4-d]pirimidina y 6-amino-4-hidroxi[3,4-d]pirimidina, entre otros. Las unidades de
nucleétidos de los oligonucleétidos también pueden tener una funcion de entrecruzamiento (por ejemplo, un agente
alquilante).

Un nucledsido habitualmente es un compuesto que tiene una base de nucle6tido unida covalentemente al carbono
C-1' de un azucar de pentosa. En ciertas realizaciones, el enlace es a través de un nitrégeno del anillo
heteroaromatico. Los azlcares de pentosa tipicos incluyen, pero no se limitan a las pentosas en las que uno o mas
de los atomos de carbono estan cada uno independientemente sustituidos con uno o mas de los mismos grupos o
de diferentes grupos -R, -OR, -NRR o halégeno, en los que cada R es independientemente hidrégeno, alquilo(C;-Cs)
o0 arilo(Cs-C14). El azlcar de pentosa puede estar saturado o insaturado. Los ejemplos de azUcares de pentosa y sus
analogos incluyen, pero no se limitan a ribosa, 2'-desoxirribosa, 2'-(alcoxi(C1-Cs))ribosa, 2'-(aril(Cs-C14))oxirribosa,
2" 3-didesoxirribosa,  2',3'-dideshidrorribosa, 2'-desoxi-3'-halorribosa, 2'-desoxi-3'-fluororribosa, 2'-desoxi-3'-
clororribosa, 2'-desoxi-3'-aminorribosa, 2'-desoxi-3'-(alquil(C1-Ce))ribosa, 2'-desoxi -3'-(alcoxi(Ci-Ce))ribosa y 2'-
desoxi-3'-(ariloxi(Cs-Ci4))ribosa. Uno o méas de los carbonos de la pentosa de un nucledsido puede estar sustituido
con un éster fosfato, tal como se describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.255.994. En ciertas
realizaciones, los nucledsidos son nucledsidos en los que la base de nucleétido es una purina, una 7-desazapurina,
un pirimidina, una base de nucledtido universal, una base de nucleétido especifica, o uno de sus andlogos. Los
analogos de nucledtidos incluyen derivados en los que el azicar de pentosa y/o la base de nucle6tido y/o uno o mas
de los ésteres fosfato de un nucledsido pueden estar sustituidos por su respectivo analogo. Los ejemplos de
analogos de azucares de pentosa y analogos de bases de nucleétidos se han descrito anteriormente. Los ejemplos
de analogos de ésteres fosfato incluyen, pero no se limitan a alquilfosfonatos, metilfosfonatos, fosforamidatos,
fosfotriéstres, fosforotioatos, fosforoditioatos, fosforoselenoatos, fosforodiselenoatos, fosforoanilotioatos,
fosforoanilidatos, fosforoamidatos, boronofosfatos, etc., y pueden incluir contraiones asociados. Otros analogos de
nucleétidos son mondémeros de analogos de nucledtidos que pueden polimerizarse para formar analogos
polinucleotidicos en los el esqueleto de éster fosfato y/o azlcar fosfato del ADN/ARN esta sustituido por un tipo de
enlace diferente. Los ejemplos de analogos polinucleotidicos incluyen, pero no se limitan a acidos nucleicos
peptidicos, en los que el esqueleto de azucar fosfato del polinucleétido esta sustituido por un esqueleto peptidico.
Los enlaces internucleosidicos pueden ser un enlace fosfodiéster, aunque pueden emplearse otros enlaces (por
ejemplo, enlaces escindibles que pueden ser sustancialmente rotos bajo condiciones en las que los enlaces
fosfodiéster no se rompen sustancialmente), por ejemplo, un enlace que contenga un sitio sensible a endonucleasa
AP, por ejemplo, un resto abasico, un resto que contiene una basa dafiada que es un sustrato para la eliminacion
por una ADN glicosilasa, u otro resto o enlace que sea un sustrato para la ruptura por una endonucleasa AP, o un
nucleésido de disacarido.

Tal como se emplea en la presente, el término "oligonucleétido” ("oligo") o "polinucleétido” puede indicar un
oligbmero de nucleétidos o sus derivados. Los polinucleétidos incluyen ADN bicatenario y monocatenario, asi como
ARN bicatenario y monocatenario, hibridos de ADN:ARN, acidos nucleicos peptidicos (PNA) e hibridos entre PNA y
ADN o ARN, y también incluyen tipos de modificaciones conocidas, por ejemplo, marcadores conocidos en la
técnica, metilacién, "bloqueantes de cadena”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos naturales por un analogo,
modificaciones internucleotidicas, tales como, por ejemplo, con enlaces no cargados (por ejemplo, metilfosfonatos,
fosfotriésteres, fosforamidatos, carbonatos, etc.), con enlaces cargados negativamente (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), y con enlaces cargados positivamente (por ejemplo, aminoalquilfosforamidatos,
aminoalquilfosfotriésteres), que contengan grupos colgantes, tales como, por ejemplo, proteinas (que incluyen
nucleasas, toxinas, anticuerpos, péptidos sefial, poli-L-lisina, etc.), con intercalantes (por ejemplo, acridina,
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psoraleno, etc.), que contengan quelantes (por ejemplo, metales, metales radiactivos, boro, metales oxidantes, etc.),
que contengan alquilantes, con enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa-anoméricos, etc.), asi como
formas no modificadas del polinucleétido u oligonucleétido. Los oligémeros también pueden incluir bases y/o
esqueletos modificados (por ejemplo, enlace fosfato modificado o resto azlUcar modificado). Los ejemplos no
limitantes de esqueletos sintéticos que confieren estabilidad y/u otras ventajas a los oligdmeros pueden incluir
enlaces fosforotioato, acidos nucleicos peptidicos, acidos nucleicos bloqueados (Singh, et al., Chem. Commum.,
4:455-456 (1998)), acidos nucleicos de xilosa y/o sus analogos. En otros casos, el polinucleétido puede contener
esqueletos no nucleotidicos, por ejemplo, poliamida (por ejemplo, acidos nucleico peptidicos (PNA)) y polimorfolino
(disponible en el mercado en Anti-Virals, Inc., Corvallis, Oregdn, como polimeros Neugene™), y otros polimeros de
acidos nucleicos especificos de secuencia sintética, con la condicion de que los polimeros contengan nucleobases
en una configuracion que permita el apareamiento de bases y el apilamiento de bases, tal como se encuentra en el
ADN y el ARN.

Los oligonucleétidos y/o polinucleétidos pueden tener cualquier longitud "n." Por ejemplo, n puede ser cualquiera de
1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, etc., nimero de nucledtidos. La estructura
polinucleotidica (N), representa un oligonucleétido que consiste en un nimero n de nucleétidos N (por ejemplo, (I)s
representa un oligonucledtido que tiene la secuencia llllIII; o (A)12 representa un oligonucledtido que tiene la
secuencia AAAAAAAAAAAA). Otros tipos de oligonucle6tidos o polinucleétidos también pueden ser adecuados para
su uso, tal como entienden los expertos en la técnica a partir de esta descripcion.

Los oligonucle6tidos y/o polinucleétidos pueden estar unidos opcionalmente a uno 0 mas restos no nucleotidicos,
tales como marcadores y otras moléculas pequefias, moléculas grandes, tales como proteinas, lipidos, azlcares, y
soportes sélidos o semisdlidos, por ejemplo, a través del extremo 5' o 3'. Los marcadores pueden incluir cualquier
resto que pueda detectarse empleando un método de deteccion seleccionado y que, por tanto, hacen que el
nucleétido o polinucledtido unido sea detectable de modo similar empleando un método de deteccion seleccionado
(por ejemplo, empleando un SGC y/o un marcador detectable). Opcionalmente, el marcador emite radiacion
electromagnética que es opticamente detectable o visible. En algunos casos, el nucleétido o polinucleétido no esta
unido a un marcador y la presencia del nucleétido o polinucleétido se detecta directamente.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "acido nucleico" se refiere a polimeros de nucleétidos o sus
derivados. Tal como se emplea en la presente, la expresion "acido nucleico diana" se refiere a un acido nucleico que
se desea amplificar en una reacciéon de amplificacion de acidos nucleicos. Por ejemplo, el acido nucleico diana
comprende un molde de acido nucleico. En algunas realizaciones, el acido nucleico diana puede ser el producto del
acoplamiento de al menos dos oligonucleétidos entre si.

Tal como se emplea en la presente, el término "secuencia" se refiere a una secuencia de nucleétidos de un
oligonucleétido o un acido nucleico. A lo largo de la memoria descriptiva, cuando un oligonucleétido/acido nucleico
se representa mediante una secuencia de letras, los nucleétidos estan en el orden de 5' a 3' de izquierda a derecha.
Por ejemplo, si el polinucleétido contiene las bases adenina, guanina, citosina, timina o uracilo, la secuencia
polinucleotidica puede ser representada mediante una correspondiente sucesion de letras A, G, C, T, o U), por
ejemplo, una molécula de ADN o ARN. Y un oligonucleoétido representado por la secuencia (1)a(A)n, €n la que n = 1,
2, 3, 4, etc., representa un oligonucledtido en el que el nucledtido o nucledtidos 5' terminales son inosina y el
nucleétido o nucleétidos 3' terminales son adenosina.

Opcionalmente, puede considerarse que los oligonucleétidos y/o polinucleétidos tienen secuencias
"complementarias" si pueden hibridarse entre si. El término "hibridacién" generalmente se refiere al proceso
mediante el cual los oligonucle6tidos y/o polinucleétidos se hibridan entre si. El adjetivo "hibridado" se refiere a dos
polinucleétidos que estan unidos entre si por medio de dos o mas apareamientos de bases secuencialmente
adyacentes. Generalmente, estos términos se refieren a la "hibridacion especifica". Dos oligonucleétidos y/o
polinucleétidos pueden hibridarse selectivamente (o especificamente) entre si si se unen de modo significativo o
detectable entre si bajo condiciones rigurosas de hibridacion cuando estan presentes en una mezcla compleja de
polinucleétidos, tal como el ADN celular total o ADN de bancos. En algunas realizaciones, para la hibridacion
selectiva o especifica, una sefial positiva es al menos dos veces la sefal de fondo, preferiblemente 10 veces la
hibridacion de fondo. Opcionalmente, las condiciones rigurosas se seleccionan para que sean aproximadamente 5-
10 °C mas bajas que el punto de fusién térmico para la secuencia especifica a un pH de fuerza idnica definido. Las
condiciones rigurosas son opcionalmente las condiciones en las que la concentraciéon salina es menor que
aproximadamente 1,0 M de ion sodio, generalmente de aproximadamente 0,01 a 1,0 M de concentracion de ion
sodio (u otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la temperatura es al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por
ejemplo, de 10 a 50 nucleétidos) y al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo, mas de 50
nucleétidos). Las condiciones rigurosas también pueden lograrse con la adicion de agentes desestabilizantes, tales
como formamida. Los ejemplos de condiciones rigurosas de hibridacion pueden ser los siguientes: formamida al
50%, 5x SSC, y SDS al 1%, incubacion a 42 °C, o0 5x SSC, SDS al 1%, incubacion a 65 °C, con lavado en 0,2x SSC,
y SDS al 0,1% a 65 °C. Los acidos nucleicos que no se hibridan entre si bajo condiciones rigurosas aiun son
sustancialmente idénticos si los polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Se emplea una
"hibridacion no especifica" para indicar cualquier hibridacién no prevista o insignificante, por ejemplo, una hibridacién
con una secuencia polinucleotidica no prevista distinta de la secuencia polinucleotidica diana prevista. La secuencia
polinucleotidica no prevista puede estar sobre el mismo polinucleétido o en un polinucleétido diferente de la diana
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prevista. En algunos casos, la Unica hibridacion prevista puede ser un apareamiento de bases de Watson-Crick entre
dos polinucledtidos. Otros tipos de apareamientos de bases previstas pueden incluir el apareamiento entre los
correspondientes analogos de dichos nucleétidos o entre isocitidina e isoguanina. En algunos casos en los que la
hibridaciéon solo se produce entre bases complementarias, cualquier union entre bases no complementarias se
considera una hibridacién no especifica.

En algunas realizaciones, las secuencias complementarias pueden ser secuencias que, cuando se hibridan entre si,
pueden acoplarse de modo eficaz a un tercer polinucleétido que se ha hibridado en una posicion adyacente. De
modo similar, los restos nucleétidos pueden considerarse complementarios si, cuando ambos tienen sus bases
apareadas entre si dentro de dos polinucleétidos hibridados, cualquiera de los nucleétidos puede acoplarse en una
reaccion de acoplamiento dirigida por moldes cuando se sitla como el nucledtido terminal en su polinucleétido. Los
nucleétidos que son incorporados de modo eficaz por las ADN polimerasas en posicién opuesta con respecto al otro
durante la replicacion del ADN bajo condiciones fisiolégicas también se consideran complementarios. En una
realizacion, los nucleétidos complementarios pueden formar pares de bases entre si, tales como las pares de bases
A-T/U y G-C formadas mediante enlaces de hidrogeno de tipo Watson-Crick especificos entre las nucleobases de
posiciones en los nucleétidos y/o polinucleétidos antiparalelas entre si. La complementariedad de otros pares de
bases artificiales puede basarse en otros tipos de enlaces de hidrégeno y/o en la hidrofobicidad de las bases y/o en
la complementariedad de forma entre las bases. En casos apropiados, los polinucleétidos pueden considerarse
complementarios cuando pueden experimentar un apareamiento de bases acumulado en dos o mas
correspondientes posiciones individuales en orientacion antiparalela, como en un duplex hibridado. Opcionalmente,
puede existir una complementariedad "completa” o “total" entre una primera y una segunda secuencia
polinucleotidica cuando cada nucleétido en la primera secuencia polinucleotidica puede experimentar una
interaccion de apareamiento de bases estabilizante con un nucleétido en la correspondiente posiciéon antiparalela
sobre el segundo polinucleétido. La complementariedad "parcial” describe secuencias polinucleotidicas en las que al
menos 20%, pero menos del 100%, de los restos de un polinucleétido son complementarios con restos en el otro
polinucleétido. Un "desapareamiento” esta presente en cualquier posicion en los dos nucleétidos opuestos que no
son complementarios. En algunos ensayos de acoplamiento, un polinucledtido puede experimentar un
acontecimiento de apareamiento sustancial dependiente de molde incluso si presenta uno o mas desapareamientos
con su molde hibridado. Opcionalmente, el polinucleétido no presenta mas de 4, 3, o 2 desapareamientos, por
ejemplo, 0 o 1 desapareamiento, con su molde. En algunos ensayos, el polinucledtido no experimenta un
acoplamiento sustancial dependiente de molde a menos que sea al menos 60% complementario, por ejemplo, al
menos aproximadamente 70%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100% complementario con su molde.

"Degenerado”, con respecto a una posicién en un polinucleétido que es un polinucleétido de una poblacion de
polinucleétidos, significa que la identidad de la base del nucledsido que ocupa esa posicion varia entre diferentes
miembros de la poblacién. Una poblacidon de polinucleétidos en este contexto es opcionalmente una mezcla de
polinucleétidos dentro de una Unica fase continua (por ejemplo, un fluido). La "posiciéon" puede indicarse mediante un
valor numérico asignado a uno o mas nucleétidos en un polinucleétido, en general con respecto al extremo 5' o 3'.
Por ejemplo, al nucleétido terminal en el extremo 3' de una sonda de extension se le puede asignar la posicion 1.
Asi, en un agrupamiento de sondas de extension de estructura 3'-XXXNXXXX-5', N esta en la posiciéon 4. Se dice
gue una posicion esta degenerada en k veces si puede ser ocupada por nucleésidos que tienen cualquiera de k
identidades diferentes. Por ejemplo, una posicidn que puede ser ocupada por nucleésidos que comprenden
cualquiera de 2 bases diferentes esta degenerada en 2 veces.

Un "soporte sélido", tal como se emplea en la presente, generalmente se refiere a una estructura o matriz sobre la
cual o en el interior de la cual pueden inmovilizarse reactivos de acoplamiento y/o amplificacion (por ejemplo,
moléculas de acidos nucleicos, microparticulas y/o similares), de modo que se evita, significativa o totalmente, que
difundan libremente o se muevan con respecto a los otros. Los reactivos, por ejemplo, pueden colocarse en contacto
con el soporte y opcionalmente unirse de modo covalente o no covalente o estar parcial o completamente inmersos.
Los términos "microparticula,” "esferas" "microesferas", etc., se refieren a particulas (opcional, pero no
necesariamente con forma esférica) que tienen una longitud minima de seccion transversal (por ejemplo, diametro)
de 50 micrometros o menor, preferiblemente de 10 micrémetros o menor, de 3 micrémetros o menor, de
aproximadamente 1 micrometro o menor, de aproximadamente 0,5 micrédmetros o menor, por ejemplo, de
aproximadamente 0,1, 0,2, 0,3, o 0,4 microbmetros 0 menor (por ejemplo, por debajo de 1 nandémetro, de
aproximadamente 1-10 nandmetros, de aproximadamente 10-100 nandémetros o de aproximadamente 100-500
nanémetros). Las microparticulas (por ejemplo, Dynabeads de Dynal, Oslo, Noruega) pueden estar formadas por
una diversidad de materiales inorganicos u organicos que incluyen, pero no se limitan a vidrio (por ejemplo, vidrio de
tamafio de poro controlado), silice, 6xido de circonio, poliestireno reticulado, poliacrilato, poli(metacrilato de metilo),
dioxido de titanio, latex, poliestireno, etc. La magnetizacion puede facilitar la recogida y concentracion de los
reactivos unidos a las microparticulas (por ejemplo, polinucleétidos o ligasas) después de la amplificacién, y facilita
otras etapas (por ejemplo, lavados, eliminacién de reactivos, etc.). En ciertas realizaciones de la invencion, puede
emplearse una poblacién de microparticulas que tiene diferentes formas, tamafios y/o colores. Las microparticulas
opcionalmente pueden estar codificadas, por ejemplo, con puntos cuanticos de modo que cada microparticula puede
identificarse de modo individual o exclusivo.

Tal como se emplea en la presente, la expresion "mezcla de reaccion" se refiere a la combinacion de reactivos o
disoluciones de reactivos que se emplean para realizar un analisis quimico o un ensayo biolégico. En algunas
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realizaciones, la mezcla de reacciéon comprende todos los componentes necesarios para realizar una reaccién de
sintesis/amplificacién de un acido nucleico (ADN). Tal como se describié anteriormente, dichas mezclas de reaccién
pueden incluir al menos una pareja de cebadores de amplificacion adecuados para amplificar una secuencia de
acido nucleico de interés (por ejemplo, un acido nucleico diana). Tal como se describié anteriormente, una mezcla
de reaccién adecuada también puede incluir una "mezcla maestra" que contiene los componentes (por ejemplo,
generalmente no incluye la pareja de cebadores) necesarios para realizar una reaccion de amplificacion (por
ejemplo, detergente, magnesio, componentes tampén, etc.). Otras realizaciones de mezclas de reaccion también se
contemplan en la presente, tal como entienden los expertos en la técnica.

Tal como se emplean en la presente, los términos "disolucion de reactivos" o "disolucion adecuada para realizar una
reaccion de sintesis de ADN" se refieren a cualquiera o a todas las disoluciones que se emplean generalmente para
realizar una reaccion de amplificacion o la sintesis de ADN. Estas incluyen, pero no se limitan a disoluciones
empleadas en métodos de amplificacion de ADN, disoluciones empleadas en reacciones de amplificacion de PCR o
similares. La disolucion adecuada para la reaccion de sintesis de ADN puede comprender tampon, sales y/o
nucleétidos. También puede comprender cebadores y/o moldes de ADN para ser amplificados. Generalmente se
incluyen una o mas disoluciones de reactivos en las mezclas de reaccién o mezclas maestras descritas en la
presente.

Tal como se emplea en la presente, el término "cebador” o la expresién "secuencia de cebador" se refiere a un
oligonucleétido lineal corto que se hibrida con una secuencia de acido nucleico diana (por ejemplo, un molde de
ADN que se va a amplificar) para cebar una reaccién de sintesis de acidos nucleicos. El cebador puede ser un
oligonucledtido de ARN, un oligonucleétido de ADN, o una secuencia quimérica (por ejemplo, que comprende ARN y
ADN). El cebador puede contener nucleétidos naturales, sintéticos o modificados. Tanto el limite superior como el
limite inferior de la longitud del cebador se determinan de modo empirico. El limite inferior de la longitud del cebador
es la longitud minima necesaria para formar un daplex estable tras la hibridacién con el acido nucleico diana bajo
condiciones de reaccion de amplificacién de acidos nucleicos. Los cebadores muy cortos (habitualmente con una
longitud menor que 3 nucleétidos) no forman duplex termodinamicamente estables con el 4cido nucleico diana bajo
estas condiciones de hibridacién. El limite superior a menudo viene determinado por la posibilidad de que se
produzca la formacion de diplex en una region distinta a la secuencia del acido nucleico predeterminada en el acido
nucleico diana. En general, las longitudes adecuadas de los cebadores se encuentran en el intervalo de
aproximadamente cualquiera, por ejemplo, de 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, etc., nucledtidos de longitud.

En algunas realizaciones, los términos "sonda", "oligonucle6tido” y/o "cebador" pueden ser intercambiables en la
presente, de modo que cualquiera de estos puede tomarse como referencia de otro. Los términos "polinucleétido,”
"oligonucledtido”, "sonda", "cebador”, "molde"”, y la expresion "acido nucleico" y similares pueden indicar una
poblaciéon o agrupacién de moléculas individuales que son sustancialmente idénticas a lo largo de su longitud
completa o a lo largo de una porcion pertinente de interés. Por ejemplo, el término "molde" puede indicar una
pluralidad de moléculas de molde que son sustancialmente idénticas, etc. En el caso de polinucleétidos que estan
degenerados en una 0 mas posiciones, se apreciara que el polinucleétido degenerado puede comprender una
pluralidad de moléculas polinucleotidicas, que tienen secuencias que son sustancialmente idénticas solo en la
posiciéon o posiciones no degeneradas y que se diferencia en secuencia en las posiciones degeneradas. Asi, la
referencia a "un" polinucleétido (por ejemplo, "una" sonda, "un" cebador, oligonucleétido, molde, etc.) puede indicar
una poblacidon de moléculas polinuclectidicas sustancialmente idénticas, de modo que no es necesario indicar
explicitamente la naturaleza plural de una poblacién de moléculas de acidos nucleicos sustancialmente idénticos,
pero si puede indicarse si se desea. Estos términos también pretenden proporcionar un apoyo adecuado para una
reivindicacion que especifique explicitamente una Gnica molécula polinucleotidica en si misma.

Un "acoplamiento” implica la formacion de un enlace covalente entre los extremos terminales de dos o mas acidos
nucleicos, por ejemplo, oligonucleétidos y/o polinucleétidos, opcionalmente en una reaccion dirigida por moldes.
Pueden realizarse enzimaticamente ejemplos de acoplamientos para formar un enlace fosfodiéster entre un carbono
5' de un nucleétido terminal de un oligonucleétido con el carbono 3' de otro oligonucleétido (por ejemplo, empleando
una ligasa). La naturaleza del enlace puede variar en gran medida y el acoplamiento preferiblemente se logra
enzimaticamente. La eficacia del acoplamiento se refiere a la tasa de acoplamiento. Cuando la eficacia relativa del
acoplamiento se especifica en términos comparativos o relativos mediante la comparacion con un ensayo de
acoplamiento de referencia, esta implicito que otros reactivos y condiciones (por ejemplo, temperatura,
concentracion de todos los reactivos, pH, concentracion de los iones necesarios, tales como Mg++ y Mn++,
concentracion de los cofactores necesarios, tales como NAD y/o ATP, sales, tampones, concentraciones molares de
todos los reactivos, incluyendo enzimas, moldes, cebadores, sondas, oligonucleédtidos, etc.) se mantienen por lo
demas idénticos. Por ejemplo, la condicién de que una ligasa (por ejemplo, una SFL (véase a continuacion)) pueda
acoplarse a una sonda corta (por ejemplo, menor que 6 nucle6tidos) al menos X% (por ejemplo, cuando X es 100 o
menor; 100, 99, 95, 90, 85, 80, 75, 70, 50, 25, 10, 1, 0,5, 0,1, etc., o cualquier incremento intermedio) tan
eficazmente como la ligasa puede acoplarse a un correspondiente octanucleétido puede entenderse que significa
que la tasa de acoplamiento de la sonda mas corta se produce a una tasa que es al menos X% de la tasa de
acoplamiento del octanucleodtido, si todos los reactivos excepto para las sondas (por ejemplo, cebador, molde,
enzimas y cualquier otro reactivo) y todas las condiciones de reaccion (por ejemplo, temperatura, concentraciones
de reactivos, concentraciones de cualquier otro reactivo, etc.) se mantienen invariables para fines practicos. Se
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entiende que la eficacia del acoplamiento, en términos absolutos o relativos, puede aumentar o disminuir
dependiente de las condiciones de reaccidn exactas empleadas.

Opcionalmente, el acoplamiento se realiza bajo condiciones in vitro que han sido experimentalmente determinadas
por ser adecuadas u Optimas para la actividad ligasa. Preferiblemente, las condiciones de reaccion se mantienen
sustancialmente similares a las condiciones in vivo o fisioldgicas en las que la forma natural de la ligasa que se esta
utilizando es activa en la naturaleza. Lo mas preferiblemente, las condiciones de reaccion para una ligasa concreta
se hacen corresponder lo mas cercanamente posible a los ejemplos de condiciones de acoplamiento in vitro
descritas en la presente para esa ligasa. En otras realizaciones, las condiciones son tales que el ensayo de
acoplamiento de referencia produce un acoplamiento significativo o detectable dentro de 30 minutos, dentro de 10
minutos, dentro de 1 minuto, o dentro de diez segundos. Otro ejemplo no limitante de una tasa de acoplamiento
significativa o detectable genera el producto del acoplamiento en el intervalo de 100 pM, opcionalmente de
aproximadamente 1000 pM o 10.000 pM, en una cantidad apropiada de tiempo (por ejemplo, 10 minutos).

A lo largo de lineas similares, debe entenderse que una afirmacién de que se ha producido un resultado (por
ejemplo, acoplamiento, unién) pretende indicar que el resultado se ha producido a un nivel significativo o sustancial
0 a un nivel potenciado comparado cuando el resultado no ha ocurrido. Por ejemplo, se dice que el acoplamiento no
se ha producido si no se ha reducido de modo significativo, insustancial o en gran medida (por ejemplo, reducido en
al menos 80%, 90 %, 95% o0 99%) comparado a cuando el acoplamiento si se produce (por ejemplo, bajo las
condiciones descritas en el Ultimo parrafo). En referencia al acoplamiento de dos polinucleétidos, el terminal
"proximal" de cualquier polinucleétido es el terminal que esta previsto acoplarse con el otro polinucleétido. En
general, es el terminal que estd mas cerca del otro polinucleétido, o el terminal que se pone en contacto con el sitio
activo de la ligasa, o el terminal que finalmente se acopla con el otro polinucleétido, mientras que el terminal opuesto
es el terminal "distal". El resto nucledtido terminal en el terminal proximal puede denominarse el nucle6tido proximal,
y la posicion del nucleétido proximal opcionalmente se denomina la posicion 1, la pendltima posicién de nucle6tido
es la posicién 2, etc. En algunos casos no limitantes del acoplamiento dependiente de molde, los terminales
proximales de ambos polinucledétidos se hibridan de modo adyacente entre si.

Un ejemplo de un tipo de acoplamiento enzimatico (acoplamiento bicatenario) incluye la formaciéon de un enlace
covalente entre los nucledtidos de un polinucleétido (por ejemplo, que produce una circularizacién) o entre dos o
mas polinucleétidos (por ejemplo un primer terminal bicatenario de un primer polinucleétido y un segundo terminal
bicatenario diferente de un segundo polinucleétido). Los polinucleétidos pueden ser diferentes o pueden ser iguales.
Los polinucledtidos también puede acoplarse empleando un puente oligonucleotidico ("splint”) que puede emplearse
para enlazar los nucleétidos que el usuario desea acoplar (por ejemplo, sobre el mismo polinucleétido u otro
diferente). Opcionalmente, los extremos de ambos terminales bicatenarios pueden unirse independientemente de
sus secuencias (por ejemplo, acoplamiento de extremos romos, 0 union de extremos no homologos).

En otra variacion, pueden acoplarse dos polinucleétidos bicatenarios con extremos monocatenarios salientes que
son complementarios entre si (por ejemplo, acoplamiento de extremos cohesivos). En otros casos, el acoplamiento
puede acoplar dos polinucleétidos monocatenarios, cada uno de los cuales o ambos opcionalmente se ha hibridado
(asociado) con otra secuencia de nucleétidos. En el acoplamiento dependiente de molde, el acoplamiento entre un
primer polinucledtido y un segundo polinucleétido se produce tras la hibridacién de al menos una porcién de
cualquiera o ambos polinucleétidos con una secuencia diana. La secuencia diana puede ser una porciéon de
cualquiera de los polinucleétidos (por ejemplo, autohibridaciéon o hibridaciéon entre si) o una secuencia sobre un
tercer polinucleétido diferente (por ejemplo un "puente" oligonucleotidico). La porcién hibridada del polinucleétido
puede tener una longitud, por ejemplo, de no mas de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15 0 20 nucledtidos. La porcion
hibridada es opcionalmente una porcién terminal del nucleétido (por ejemplo, incluye el nucleétido 5' o 3'). Por
ejemplo, la porcion hibridada puede consistir en el nucleétido 5' o 3' terminal, o los 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 15 0 20
nucleétidos terminales del extremo 5' o 3'. Opcionalmente, el acoplamiento se produce cuando no esta presente
ningun desapareamiento dentro de las porciones hibridadas.

En otros casos, el acoplamiento se produce cuando puedan estar presentes uno, dos o tres desapareamientos
dentro de la porcién hibridada. En algunos casos, el acoplamiento no se produce cuando el nucleétido terminal y/o el
segundo nucleétido mas terminal y/o el tercer nucle6tido mas terminal estan desapareados. Tal como se ha
mencionado, los nucledtidos terminales pueden ser los nucleétidos 5'- 0 3'-terminales del polinucleétido. Un ejemplo
de un tipo de ensayo emplea el acoplamiento dependiente de molde entre un primer polinucleétido monocatenario y
un segundo polinucledtido monocatenario, en el que el acoplamiento puede realizarse cuando cualquiera o ambos
polinucleétidos estan hibridados con un tercer polinucleétido monocatenario diferente. En algunos casos, ambas
sondas deben hibridarse con el molde para que se produzca un acoplamiento significativo. Para facilitar la
denominacién, el primer polinucleétido se denomina la "sonda inicializante", el segundo polinucleétido se denomina
la "sonda de extension" y el tercer polinucleétido se denomina el "molde."

En algunas variaciones (por ejemplo, "acoplamiento de mella"), ambas sondas deben hibridarse de modo adyacente
entre si sobre el molde para que se produzca el acoplamiento. En algunos ensayos, las sondas se hibridan de modo
adyacente y pueden acoplarse solo cuando un nucleétido terminal de la sonda inicializante se hibrida con un primer
nucleétido del molde y un nucleétido terminal de la sonda de extensién se hibrida con un segundo nucleétido del
molde, en los que el primer y el segundo nucle6tido sobre el molde no estan separados por un nucleétido intermedio
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del molde. En otras realizaciones, unos pocos nucleétidos intermedios pueden estar presentes entre el primer y el
segundo nucleétido sobre el molde (por ejemplo, 1, 2, 3 0 mas nucledtidos). En estas realizaciones, puede realizarse
una etapa de "relleno de hueco" para extender el terminal 3' de una sonda antes de que pueda ser acoplado al
terminal 5' de la otra sonda.

En los métodos descritos en la presente, el nucleétido terminal de la sonda inicializante puede ser el nucleétido 5'
terminal y el nucleétido terminal de la sonda de extension puede ser el nucleétido 3' terminal. Como alternativa, el
nucleétido terminal de la sonda inicializante puede ser el nucleétido 3' terminal y el nucleétido terminal de la sonda
de extension puede ser el nucledtido 5' terminal. El producto del acoplamiento de cualquiera de las reacciones
puede someterse opcionalmente a otras reacciones de acoplamiento y/o de no acoplamiento a su vez. Por ejemplo,
el producto del acoplamiento puede emplearse como la sonda inicializante o la sonda de extension o el molde en un
posterior acoplamiento. También, por ejemplo, puede emplearse como molde o cebador para la extensién con
polimerasa, tal como en una reaccién en cadena con polimerasa (PCR). Puede escindirse de modo enzimatico o
guimico (por ejemplo, cuando tiene enlaces escindibles), tratarse con exo- o endonucleasas, quinasas, fosfatasas,
etc. Los extremos de un producto bicatenario pueden hacerse romos o rellenarse, bloguearse o adenilarse, etc.

Tal como se emplea en la presente, un "puente oligonucleotidico," "puente de oligo," o "conector" se refiere a un
oligonucleétido que se emplea para proporcionar un sitio de asociacion o un "molde de acoplamiento” para unir dos
extremos de una molécula o moléculas de acidos nucleicos empleando una ligasa u otra enzima con actividad
ligasa. El puente de acoplamiento mantiene a los extremos adyacentes entre si y "crea una unién de acoplamiento”
entre los extremos 5'-fosforilado y 3'-hidroxilado que se van a acoplar. Por ejemplo, cuando se emplea un puente de
oligo de acoplamiento para unir el extremo 3' de una primera sonda de oligo (oligo A) con el extremo 5' de una
segunda sonda de oligo, el puente de oligo de acoplamiento tiene una secuencia complementaria con el extremo 3'
del oligo A (por ejemplo, una secuencia de cola de oligo), y una segunda secuencia vecina (por ejemplo, una
secuencia adyacente) que es complementaria con el extremo 5' del oligo B (Fig. 4).

En algunas realizaciones de los procesos de PLA mejorados, los puentes de oligos pueden ser simétricos o
asimétricos dependiendo del numero de nucleétidos que se hibridan con cada una de las dos sondas de oligos que
conectan o acoplan. La Fig. 4 es un diagrama de tipos de puentes asimétricos y simétricos para su uso en los
procesos de PLA mejorados descritos en la presente. En algunas realizaciones, los puentes asimétricos (o
"conectores") se extienden a través de las dos sondas de oligos separadas (por ejemplo, la sonda de oligo A y B),
teniendo uno de los extremos del puente (por ejemplo, cualquiera de los extremos 3' 0 5') mas nucledtidos que se
hibridan con una de las sondas de oligos que el otro extremo del puente que tiene nucleotidos que se hibridan con la
sonda de oligo alternativa (Fig. 4A). En otras realizaciones, los puentes simétricos se extienden a través de las dos
sondas de oligos separadas (por ejemplo, la sonda de oligo A y B), teniendo ambos extremos del puente (por
ejemplo, el extremo 3'y el extremo 5') el mismo nimero de nucleétidos que se hibridan con cada una de las dos
sondas de oligos (Fig. 4BA).

Tanto los puentes asimétricos como los simétricos pueden tener cualquier nimero de nucleétidos intermedios entre
cada uno de sus extremos 3'y 5' que se hibridan con las sondas de oligos separadas. Como alternativa, pueden no
existir nucleotidos intermedios entre cada uno de los extremos 3' y 5' que se hibridan con las sondas de oligos. En
realizaciones preferidas, los puentes oligonucleotidicos (oligos) tienen una longitud de al menos 6 nucledtidos (por
ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o0 mas). En ciertas otras realizaciones, cada uno de los
extremos 3' 0 5' del puente de oligo comprende al menos 3 (por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 0 mas) nucleétidos
que se hibridan por separado (0 se "solapan") con una sonda de oligo, denominados en la presente la region de
"proyeccion”.

En algunas realizaciones de los procesos de PLA mejorados, el puente de oligo esta bloqueado en su extremo 3'. El
agente de bloqueo puede ser cualquier resto conectado covalentemente que evita la actividad polimerasa. Asi se
evita que el puente de oligo 3'-bloqueado interfiera con la parte de reaccién de PCR del proceso de PLA mejorado.
En algunas realizaciones, por ejemplo, el agente de bloqueo de 3' puede incluir, pero no se limita a un enlace 3'-
fluoro-, 3'-bromo-, 3'-yodo-, 3'-desoxi-, 3'-metil-, 3'-metoxi, 3'-fosfato, 3'-amino, 3'-amidita abasica o cualquier otro
grupo de modificacién de 3'. Los expertos en la técnica seran capaces de contemplar otros agentes de bloqueo para
Su uso segun se describe en la presente.

Puede utilizarse cualquiera de los métodos de acoplamiento proporcionados en la presente en un ensayo de
acoplamiento. Los ejemplos no limitantes de ensayos de acoplamiento incluyen un ensayo de acoplamiento de
oligonucleétidos (OLA), una reaccion en cadena con ligasa (LCR), una reaccion de deteccion con ligasa (LDR) y
ensayos de combinacion, tales como OLA acoplado con la reaccion en cadena con polimerasa (PCR), por ejemplo,
OLA-PCR y PCR-OLA, la reaccién en cadena combinada ("Combined Chain Reaction", CCR; una combinacion de
PCR y LCR) y PCR-LDR (véase, por ejemplo, Landegren et al., Science, 241:1077-1080, 1988; Barany, Proc. Natl.
Acad. Sci., 88:189-193, 1991; Grossman et al., Nucl. Acids Res., 22(21):4527-4534, 1994; Bi y Stambrook, Nucl.
Acids Res., 25(14):2949-2951, 1997; Zirvi et al., Nucl. Acids Res., 27(24):e40, 1999; patente de EE. UU. n.°
4.988.617; y publicaciones PCT n.®® WO 97/31256 y WO 01/92579. Estos ensayos se han empleado para el analisis
de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP), genotipificacion de SNP, deteccidon de mutaciones, identificacion de
genes de una sola copia, deteccidn de secuencias repetidas de microsatélites, y cartografiado de aductos de ADN,
entre otros. Véase también Whitely et al., patente de EE. UU. n.° 4.883.750; Letsinger et al., patente de EE. UU. n.°
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5.476.930; Fung et al., patente de EE. UU. n.° 5.593.826; Kool, patente de EE. UU. n.° 5.426.180; Landegren et al.,
patente de EE. UU. n.° 5.871.921; Xu y Kool, Nucleic Acids Research, 27:875-881 (1999); Higgins et al., Methods in
Enzymology, 68:50-71 (1979); Engler et al., The Enzymes, 15-3-29 (1982); y Namsaraev, publicacién de patente de
EE. UU. 2004/0110213. Se ha indicado la fidelidad de varias ligasas conocidas, basandose, por ejemplo, en la
evaluacion de las tasas de acoplamiento o de acoplamiento desapareado. Por ejemplo, se ha indicado que la ligasa
dependiente de NAD+ de la bacteria hipertermdfila Aquifex aeolicus genera productos de acoplamiento erréneo 3'
detectables con desapareamientos de C:A, T:G, y G:T (Tong et al., Nucl. Acids Res., 28(6):1447-1454, 2000); se ha
indicado que una preparacion parcialmente purificada de la ADN ligasa Il bovina genera productos de acoplamiento
erréneo 3' detectables con desapareamientos de C:T, G:T, y T:G, mientras que la ligasa | humana genera productos
de acoplamiento erroneo 3' detectables con desapareamientos de C:T y G:T, pero no de T:G (Husain et al., J. Biol.
Chem., 270(16):9683-9690, 1995); y se ha indicado que la ADN ligasa de la bacteria terméfila Thermus thermophilus
(Tth) genera niveles detectables de productos de acoplamiento erréneo 3' detectables con desapareamientos de T:G
y G:T (Luo et al., Nucl. Acids Res., 24(14):3071-3078, 1996). La ADN ligasa del bacteriéfago T4 genera productos de
acoplamiento erréneo detectables con una amplia gama de sustratos desapareados y parece tener menor fidelidad
que las ligasas de especies de Thermus en al menos uno a dos 6rdenes de magnitud (Landegren et al., Science,
241:1077-1080, 1988; Tong et al., Nucl. Acids Res., 27(3):788-794, 1999).

Un ensayo particularmente Gtil es el ensayo de acoplamiento de oligonucleétidos (OLA). EI OLA es un método
conveniente y altamente riguroso que permite la distincion entre variantes de secuencias de ADN conocidas
(Landegren, 1988). Por ejemplo, el analisis multiplex de loci altamente polimorfos es util para la identificacion de
individuos, por ejemplo, para ensayos de paternidad y en la ciencia forense, la correspondencia entre donantes y
receptores en transplantes de érganos, el diagndéstico de enfermedades genéticas, la prognosis, y el asesoramiento
prenatal y otros ensayos con base genética que dependen de la discriminaciéon de diferencias de una sola base en
multiples loci (Delahunty, 1996). Los productos de un OLA multiplex pueden separarse de modo electroforético y de
las sondas no acopladas bajo condiciones desnaturalizantes con deteccion de fluorescencia (Grossman, 1994). Por
ejemplo, dos quimeras de PNA-ADN, una quimera de secuencia de tipo salvaje ("wild-type", WT) y una quimera de
secuencia mutante pueden llevar diferentes tintes fluorescentes. Solo cuando la secuencia mutante esta presente en
la muestra diana es cuando la quimera de secuencia mutante se acopla a la segunda sonda (oligo) acoplada en
posicion adyacente si el par de bases mutante esta en el sitio de acoplamiento. Los productos del acoplamiento
pueden separarse basandose en: (i) el tamafio, empleando electroforesis y/o cromatografia y/o (ii) marcadores
detectables (Grossman, 1994). Con una pluralidad de tintes fluorescentes como marcadores de quimeras con
secuencias que se dirigen a secuencias diana exclusivas, pueden realizarse OLA multiplex en una sola muestra en
un unico recipiente. Los requisitos para un OLA multiplex eficaz incluyen sondas que se asocian y se acoplan de una
manera muy especifica y rapida. Las quimeras y las secuencias de la segunda sonda pueden seleccionarse de
modo que la base mutante, o polimorfismo de una sola base, pueda estar en el 5'-fosfato de la segunda sonda o en
el 3'-terminal de la quimera. Se contempla que los experimentos de OLA de la presente invencion puedan realizarse
sobre soportes solidos, en los que el acido nucleico molde, la sonda quimérica de PNA-ADN, o la segunda sonda
pueden estar inmovilizados sobre una particula sélida o esfera, o una superficie sélida porosa o no porosa. Cuando
estan inmovilizados, el molde, la quimera o la segunda sonda preferiblemente estan unidos covalentemente al
sustrato soélido, por ejemplo, a través de una unidad de monémero terminal. El sustrato sélido puede ser poliestireno,
vidrio de tamafio de poro controlado, gel de silice, silice, poliacrilamida, esferas magnéticas, hidroxietilmetacrilato,
poliamida, polietileno, polietileoxi, y copolimeros e injertos de cualquiera de los anteriores sustratos solidos. La
configuracion o el formato del sustrato sélido puede ser de pequefias particulas o esferas con un diametro de
aproximadamente 1 a 50 um, membranas, fritas, portaobjetos, placas, chips fabricados con micromaquinas, capas
de alcantiol-oro, superficies no porosas y medios inmovilizantes de polinucleétidos.

Tal como se describié anteriormente, el acoplamiento enzimatico generalmente se logra empleando una ligasa, que
puede ser un polipéptido. Las ligasas adecuadas incluyen, por ejemplo, acido nucleico ligasa, oligonucleétido ligasa,
ADN ligasa, ARN ligasa, y similares. Las ARN ligasas adecuadas incluyen las descritas o empleadas, por ejemplo,
en cualquiera de las patentes de EE. UU. n.°® 4.582.802; 5.665.545; 6.194.637; 6.444.429; 6.455.274; 6.576.453;
6.635.425; 6.855.523; 7.811.753; y/o cualquiera de las publicaciones de patente de EE. UU. 2004/0171047A1,
2004/0191871A1, US20050266487A1, 2006/0223098A1, 2007/0037190A1, 20080160526A1; 2009/0061481A1,
2010/0099683A1, y/o 2010/0184618A1. Los ejemplos de ADN ligasas pueden incluir, por ejemplo ADN ligasa de T3,
ADN ligasa de T4, ADN ligasa de T5, ADN ligasa de T7, ADN ligasa del virus de vaccinia, ADN ligasa de E. coli,
ADN ligasa | de mamifero, ADN ligasa Il de mamifero, ADN ligasa Ill de mamifero, ADN ligasa de Tth, ADN ligasa de
KOD, una ADN ligasa termoestable y/o sus derivados, fragmentos y/o combinaciones. Las ARN ligasas adecuadas
incluyen las descritas o empleadas, por ejemplo, en cualquiera de las patentes de EE. UU. n.”° 4.661.450;
5.516.664; 5.602.000; 5.807.674; 6.368.801; 6.492.161; 6.635.453; o cualquiera de las publicaciones de patente de
EE. UU. n.°° 2003/0082536A1; 2004/0058330A1; 2005/0266439A1; 2005/0074774A1; 2008/0045418A1;
2010/00159526A1. Los ejemplos de ARN ligasas pueden incluir, por ejemplo, ARN ligasa de T4, ARN ligasa del
bacteri6fago RB69, ARN ligasa del virus de la polihedrosis nuclear Autographa californica, una ARN ligasa termofila,
ARN ligasa del bacteri6fago RM378, ARN ligasa del bacteri6fago TS2126 y/o sus derivados, fragmentos y/o
combinaciones.

En algunas realizaciones, la ligasa es una "ligasa de huella pequefia” (“small footprint ligase", SFL). Una SFL tiene la
capacidad de acoplarse a polinucleétidos cortos (por ejemplo, al menos aproximadamente 3 nucleétidos). Tal como
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se describe en la presente, una SFL puede acoplarse a oligonucledtidos que tienen una longitud de conector de
oligo de tan solo 3 bases de ADN hibridado adyacentes al 5'-fosfato del ADN hibridado. En algunas realizaciones, la
SFL puede emplearse para acoplar oligonucledtidos que comprenden secuencias solapantes cortas (por ejemplo
longitud corta de conector de oligo). Por ejemplo, la SFL puede emplearse para acoplar oligonucleétidos con una
longitud de diversos nucleétidos, por lo cual cada oligo tiene un solapamiento de al menos 3 nucledtidos con el
puente de oligo. Las ligasas tipicas son mas adecuadas para acoplar oligonucleétidos mas largos (por ejemplo, que
comprenden 9 0 mas nucledtidos; que comprenden 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, etc., nucleédtidos). De esta
forma, también puede reducirse la concentracion de oligonucleétidos para minimizar la probabilidad de que se
produzca un acoplamiento de no unién al antigeno estimulado por la hibridacion en disolucion. Para combinar el
acoplamiento y la reaccién de PCR en una etapa, el ATP (cofactor para la ligasa) puede omitirse de la mezcla de
reaccion. Para mantener la funcién ligasa, la SFL puede preenriquecerse con ATP antes de su purificacién y uso.

Una SFL puede ser una ligasa natural o no natural (por ejemplo, artificial, sintética). Una SFL puede comprender una
secuencia de polipéptido que sea homéloga con una secuencia de ligasa conocida, o cualquier de sus porciones, o
ser uno de sus variantes. Los ejemplos de SFL pueden tener una identidad de secuencia de aminoacidos de al
menos 70%, opcionalmente al menos 85%, opcionalmente al menos 90 o 95%, con una ligasa conocida, y poseen
una o mas actividades funcionales de una ligasa. Por tanto, una SFL puede comprender un polipéptido que presente
una o mas de las siguientes actividades: (1) ataque nucleéfilo al ATP o NAD" que provoca la liberacién de PPi o
NMN y la formacién de un intermedio de ligasa-adenilato covalente; (2) trasladar el adenilato hasta el extremo 5' de
la hebra de ADN terminada en 5'-fosfato para formar ADN-adenilato (por ejemplo, el oxigeno del 5'-fosfato de la
hebra de ADN ataca al fésforo de la ligasa-adenilato); y, (3) formacién de un enlace covalente que une los terminales
del polinucleétido y la liberacion de AMP (por ejemplo, mediante el ataque del 3'-OH al ADN-adenilato).
Opcionalmente, la SFL puede mediar en una o mas de las siguientes transformaciones de enlace: de fosfoanhidrido
(ATP) a fosforamidato (ligasa-adenilato); de fosforamidato (ligasa-adenilato) a fosfoanhidrido (ADN-adenilato); y/o de
fosfoanhidrido (ADN-adenilato) a fosfodiéster (ADN bloqueado). La SFL, en un aspecto, es una enzima que puede
mediar en la formacion de un enlace covalente entre dos terminales de un polinucleétido, por ejemplo, un terminal 3'-
OH y un terminal 5-PO,4 se unen para formar un enlace fosfodiéster. En algunos casos, el acoplamiento de ADN
supone una cualquiera 0 mas de las tres etapas de transferencia de nucleotidilo secuencial, analizada a
continuacion. Las tres etapas quimicas dependen de un cofactor de cation divalente. En un aspecto, la SFL es una
ligasa dependiente de ATP o una ligasa dependiente de NAD".

Por ejemplo, la SFL puede comprender uno cualquiera o mas de los dominios caracteristicos de una ligasa (por
ejemplo, un dominio nucleotidiltransferasa N-terminal (NTasa) y/o un dominio OB C-terminal). EI dominio OB
comprende opcionalmente un beta-barril antiparalelo de cinco hebras mas una alfa-hélice. Dentro del dominio de
NTasa se encuentra un bolsillo de unién a adenilato compuesto de seis motivos de péptidos que definen la familia de
la enzima NTasa covalente de polinucleétido ligasas. Opcionalmente, el dominio de NTasa puede comprender uno
cualquiera o mas de los motivos de aminoacido ligasa I, lll, llla, 1V, y/o V, y preferiblemente los seis motivos. El
motivo | (por ejemplo, KxDGxR o un motivo "KXDG") opcionalmente contienen una lisina. Los ejemplos de
secuencias para cada motivo en la ligasa CV son ATPKIDGIR (motivo 1) (SEQ ID NO:1), SRT (motivo la),
EGSDGEIS (motivo Ill) (SEQ ID NO:2), YWFDY (motivo Illa) (SEQ ID NO:3), EGVMIR (motivo 1V) (SEQ ID NO:4),
LLKMK (motivo V) (SEQ ID NO:5). El motivo 1 pfy contiene un resto lisina. Otros ejemplos del motivo | incluyen
CELKLDGLA (SEQ ID NO:6), VEHKVDGLS (SEQ ID NO:7), CEPKLDGLA (SEQ ID NO:8), CELKLDGVA (SEQ ID
NO:9), AEIKYDGVR (SEQ ID NO:10), CEYKYDGQR (SEQ ID NO:11), VDYKYDGER (SEQ ID NO:12), FEIKYDGAR
(SEQ ID NO:13), FEGKWDGYR (SEQ ID NO:14), AREKIHGTN (SEQ ID NO:15), ACEKVHGTN (SEQ ID NO:16),
ILTKEDGSL (SEQ ID NO:17), y VEEKVDGYN (SEQ ID NO:18). Los ejemplos del motivo la incluyen TRG, SRT,
SRR, SRN, SRS, KRT, KRS, SKG y TRG. Los ejemplos del motivo Ill incluyen LEVRGEVF (SEQ ID NO:19),
VEVRGECY (SEQ ID NO:20), LEVRGEVY (SEQ ID NO:21), LEARGEAF (SEQ ID NO:22), FMLDGELM (SEQ ID
NO:23), EGSDGEIS (SEQ ID NO:24), FILDTEAV (SEQ ID NO:25), FIIEGEIV (SEQ ID NO:26), AIVEGELYV (SEQ ID
NO:27), VVLDGEAV (SEQ ID NO:28), YQVFGEFA (SEQ ID NO:29), LVLNGELF (SEQ ID NO:30), FTANFEFV (SEQ
ID NO:31) y LILVGEMA (SEQ ID NO:32). Los ejemplos del motivo llla incluyen FCYGV (SEQ ID NO:33), FLYTV
(SEQ ID NO:34), TFYAL (SEQ ID NO:35), ICHGL (SEQ ID NO:36), NAYGI (SEQ ID NO:37), FVYGL (SEQ ID
NO:38), KLYAI (SEQ ID NO:39), YWFDY (SEQ ID NO:40), YAFDI (SEQ ID NO:41), FLFDL (SEQ ID NO:42), NLFDV
(SEQ ID NO:43), WAFDL (SEQ ID NO:44), YVFDI (SEQ ID NO:45), FAFDI (SEQ ID NO:46), ILLNA (SEQ ID NO:47),
y FLFDV (SEQ ID NO:48). Los ejemplos del motivo IV incluyen DGVVIK (SEQ ID NO:49), DGIVIK (SEQ ID NO:50),
DGVVVK (SEQ ID NO:51), DGTVLK (SEQ ID NO:52), EGLIVK (SEQ ID NO:53), EGVMIR (SEQ ID NO:54),
EGLMVK (SEQ ID NO:55), EGVMVK (SEQ ID NO:56), EGLMAK (SEQ ID NO:57), EGVIAK (SEQ ID NO:58),
EGYVLK (SEQ ID NO:59), EGVVIR (SEQ ID NO:60), EGYVAV (SEQ ID NO:61), y EGIIMK (SEQ ID NO:62). Los
ejemplos del motivo V incluyen AVAFK (SEQ ID NO:63), AIAYK (SEQ ID NO:64), ALAYK (SEQ ID NO:65), AIAYK
(SEQ ID NO:66), WWKMK (SEQ ID NO:67), LLKMK (SEQ ID NO:68), WLKLK (SEQ ID NO:69), WIKLK (SEQ ID
NO:70), WLKIK (SEQ ID NO:71), WVKDK (SEQ ID NO:72), AIKCK (SEQ ID NO:73), IIKLR (SEQ ID NO:74), HFKIK
(SEQ ID NO:75) e IVKYV (SEQ ID NO:76). La SFL opcionalmente comprende los seis motivos. Opcionalmente, los
seis motivos se encuentran juntos en una ligasa natural, tal como una SFL identificada en la presente. En algunas
realizaciones, la SFL no es una enzima de bloqueo de los extremos del ARN. La ligasa comprende opcionalmente
cualquier porcién funcional de una SFL. La ligasa puede ser homéloga con una SFL, o cualquiera de sus porciones
funcionales, por ejemplo, méas del 75%, 85%, 90%, 95% o 99% homdloga al nivel de aminoacidos. Un ejemplo de
SFL es la ADN ligasa del virus de Chlorella (ChVLig) (Ho, et al., J. Virol., 71(3):1931-19374 (1997)) o uno de sus
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fragmentos funcionales o variantes. Los ejemplos representativos de SFL incluyen ligasa CV, DLX, DLXd, DLXd2 y
ligasa MnM. Una SFL preferida es la ligasa del virus de Chlorella. Se identifican algunos ejemplos de ligasas y se
indica su Gl o nimero de registro en la siguiente Tabla 1:

Tabla 1

PRK08224
B. Acidobacteria

Bacteria; grupo de Fibrobacteres/Acidobacteria; Acidobacteria;
Acidobacteria no clasificada; Candidatus Koribacter; Candidatus
Koribacter versatilis

Candidatus Solibacter usitatus Ellin6076Candidatus Solibacter (1 |ADN ligasa dependiente
proteina) de ATP YP_826317

C. Actinobacteria

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria (clase); Actinobacteridae;
Actinomycetales; Corynebacterineae; Mycobacteriaceae;
Mycobacterium; Mycobacterium marinum

ADN ligasa dependiente
Mycobacterium gilvum PYR-GCKMycobacterium (26 proteinas) de ATP YP_001132524

ADN ligasa dependiente
Mycobacterium vanbaalenii PYR-1Mycobacterium (26 proteinas) de ATP YP_956315

ADN ligasa dependiente
Mycobacterium sp. MCSMycobacterium (26 proteinas) de ATP YP_642076

F. Chlamydiae/Verrucomicrobia

Bacteria; grupo de Chlamydiae/Verrucomicrobia; Verrucomicrobia;
Opitutae; Opitutales; Opitutaceae; Opitutus; Opitutus terrae

ADN ligasa dependiente
Opitutus terrae PB90-10pitutus (1 proteina) de ATP YP_001821013

PRK09125
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro

O. Betaproteobacteria

Neisseria meningitidis Z2491Neisseria (7 proteinas) ADN ligasa YP_002341892
Thiobacillus denitrificans ATCC 25259Thiobacillus (1 proteinas) ADN ligasa YP_314570
Variovorax paradoxus S110Variovorax (1 proteinas) ADN ligasa YP_002944627

14



ES 2632768 T3

PRK08224
B. Acidobacteria

Verminephrobacter eiseniae EF01-2Verminephrobacter (1 proteinas) ADN ligasa

P. Deltaproteobacteria -
Desulfobacterium autotrophicum HRM2Desulfobacterium (1 proteina) LigA2

Myxococcus xanthus DK 1622Myxococcus (1 proteina) ADN ligasa

Q. Epsilonproteobacteria

Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11168Campylobacter (10 |ADN ligasa
proteinas) de ATP

Sulfurimonas denitrificans DSM 1251Sulfurimonas (1 proteinas) ADN ligasa

R. Gammaproteobacteria

dependiente

ADN ligasa dependiente
Aggregatibacter aphrophilus NJ8700Aggregatibacter (2 proteinas) de ATP

ADN ligasa dependiente
Haemophilus influenzae PittEEHaemophilus (3 proteinas) de ATP

ADN ligasa dependiente
Shewanella baltica OS195Shewanella (18 proteinas) de ATP

ADN ligasa dependiente
Shewanella loihica PV-4Shewanella (18 proteinas) de ATP
Vibrio cholerae M66-2Vibrio (9 proteinas) ADN ligasa

PHAO0454

Organismo Nombre de la proteina
b. Virus -

Virus; virus de ADNbc, sin etapa de ARN; Caudovirales; Podoviridae; Autographivirinae; virus

similares a phiKMV

ADN ligasa
virus similares al fago de LKD16phiKMV de Pseudomonas (7 proteinas) de ATP

15

dependiente

YP_998235

YP_002604477

YP_628883

YP_002345037

YP_393098

YP_003007537

YP_001290961

YP_001554317

YP_001093713

YP_002810248

n.° de registro

YP_001522807
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PRK08224
B. Acidobacteria
CLSZ2445448
Organismo Nombre de la protei na |n.° de registro
a. Eukaryota
Eukaryota; Alveolata; Ciliophora; Intramacronucleata;
Oligohymenophorea; Peniculida; Parameciidae; Paramecium;

Paramecium tetraurelia

Paramecium tetraurelia strain d4-2Paramecium (5 proteinas)

ADN ligasa

XP_001347270

PRKO07636

Organismo

Nombre de la proteina

n.° de registro

J. Firmicutes

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Bacillus; Bacillus
clausii

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168Bacillus

ADN ligasa dependiente
de ATP

NP_389932

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Geobacillus

Geobacillus sp. Y412MC10Geobacillus

ADN ligasa dependiente
de ATP

YP_003240778

CLSK2551528

Organismo

Nombre de la proteina

n.° de registro

J. Firmicutes

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Bacillaceae; Geobacillus

Geobacillus sp. Y412MC10Geobacillus (1 proteina)

ADN ligasa dependiente
de ATP

YP_003245332

CLSK2470953

Organismo

Nombre de la proteina

n.° de registro

C. Actinobacteria
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Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria (clase); Actinobacteridae; Actinomycetales; Micrococcineae;
Micrococcaceae; Arthrobacter; Arthrobacter chlorophenolicus

ADN ligasa dependiente
Arthrobacter chlorophenolicus A6 (plasmid)Arthrobacter (2 proteinas) de ATP YP_002478427

CLSK2469924
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
J. Firmicutes

Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Alicyclobacillaceae;
Alicyclobacillus;  Alicyclobacillus  acidocaldarius;  Alicyclobacillus
acidocaldarius subsp. acidocaldarius

Alicyclobacillus acidocaldarius subsp. acidocaldarius DSM |ADN ligasa dependiente | YP_003185050
446Alicyclobacillus de ATP

CLSK2340991
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
N. Alphaproteobacteria

Bacteria;  Proteobacteria;  Alphaproteobacteria;  Caulobacterales;  Caulobacteraceae;  Phenylobacterium;
Phenylobacterium zucineum

Phenylobacterium zucineum HLK1 (plasmido)Phenylobacterium (2 |ADN ligasa dependiente |YP_002128631
proteinas) de ATP

CLSK2333706
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
J. Firmicutes

Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales; Peptococcaceae; Candidatus Desulforudis; Candidatus Desulforudis
audaxviator

Candidatus Desulforudis audaxviator MP104CCandidatus Desulforudis |ADN ligasa dependiente |YP_001716762
(1 proteina) de ATP

CLSK962101

Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
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C .Actinobacteria

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria (clase); Actinobacteridae;
Actinomycetales; Micromonosporineae; Micromonosporaceae; |- -
Salinispora; Salinispora arenicola

regién de la ligasa LigD

Salinispora arenicola CNS-205Salinispora (2 proteinas) de ADN polimerasa

YP_001539124

ADN ligasa dependiente

Salinispora tropica CNB-440Salinispora (2 proteinas) de ATP

YP_001160776

CLSK915249
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
C. Actinobacteria (véase CLSK2303611 anterior)

Bacteria; Actinobacteria; Actinobacteria (clase); Actinobacteridae;
Actinomycetales; Streptomycineae; Streptomycetaceae; Streptomyces;
Streptomyces coelicolor

ADN ligasa dependiente

Streptomyces avermitilis MA-4680 (plasmido)Streptomyces (2 proteinas) de ATP putativa

NP_828839

ADN ligasa dependiente

de ATP putativa YP_001661618

Streptomyces sp. HK1 (plasmido)Streptomyces (2 proteinas)

CLSK862724
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
A. Archaea
Archaea,; Euryarchaeota; Archaeoglobi; Archaeoglobales;

Archaeoglobaceae; Archaeoglobus; Archaeoglobus fulgidus

Archaeoglobus fulgidus DSM 4304Archaeoglobus (1 proteina) ADN ligasa, putativa NP_070553

J. Firmicutes

ADN ligasa dependiente

Pelotomaculum thermopropionicum SIPelotomaculum (1 proteina) YP_001211793

de ATP
Thermoanaerobacter pseudethanolicus ATCC |ADN ligasa dependiente
33223Thermoanaerobacter (2 proteinas) de ATP YP_001664477
CLSK820690
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
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Archaea; Euryarchaeota; muestras ambientales

muestras ambienteles RC-I de arqueas metanogénicas no cultivadas (1 |ADN ligasa dependiente

proteina)
N. Alphaproteobacteria

Bacteria; Proteobacteria;

Alphaproteobacteria;

Rhizobiales;

Bradyrhizobiaceae; Bradyrhizobium; Bradyrhizobium japonicum

Bradyrhizobium japonicum USDA 110Bradyrhizobium (2 proteinas)

Bradyrhizobium sp. BTAilBradyrhizobium (2 proteinas)

CLSK808255
Organismo
N. Alphaproteobacteria

Bacteria; Proteobacteria;
Rhizobiaceae; grupo de
Sinorhizobium medicae

Alphaproteobacteria;
SinorhizobiumlEnsifer;

Rhizobiales;
Sinorhizobium;

Sinorhizobium medicae WSM419Sinorhizobium (2 proteinas)

Sinorhizobium meliloti 1021 (plasmid)Sinorhizobium (2 proteinas)

CLSK806855
Organismo
N. Alphaproteobacteria

Bacteria;
Rhizobiaceae;
Agrobacterium tumefaciens

Proteobacteria;

Agrobacterium tumefaciens str.

proteinas)

Alphaproteobacteria;
grupo de Rhizobium/Agrobacterium;

Rhizobiales;
Agrobacterium;

C58 (plasmido)Agrobacterium (3

Rhizobium leguminosarum bv. trifoli WSM1325 (plasmido)Rhizobium

(10 proteinas)

Rhizobium leguminosarum bv. trifoli WSM2304 (plasmido)Rhizobium

(10 proteinas)

19

de ATP YP_686457

ADN ligasa NP_774671

ADN ligasa dependiente

de ATP putativa YP_001243518

Nombre de la proteina n.° de registro

region de la ligasa LigD

de ADN polimerasa YP_001326990

proteina de ADN ligasa
dependiente de ATP |NP_437750
putativa

Nombre de la proteina n.° de registro

ADN ligasa dependiente

de ATP NP_396032

proteina del dominio de
ligasa LigD de ADN
polimerasa

YP_002973496

proteina del dominio de
ligasa LigD de ADN
polimerasa

YP_002278005
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PRK08224

B. Acidobacteria

CLSK390680
Organismo Nombre de la proteina n.° de registro
N. Alphaproteobacteria
Bacteria; Proteobacteria; Alphaproteobacteria; Rhizobiales; Phyllobacteriaceae; Mesorhizobium; Mesorhizobium loti

Mesorhizobium loti MAFF303099Mesorhizobium (3 proteinas) proteina hipotética NP_108282

Otros ejemplos de SFL pueden incluir, por ejemplo:

MAITKPLLAATLENIEDVQFPCLATPKIDGIRSVKQTQMLSRTFKPIRNSV
MNRLLTELLPEGSDGEISIEGATFQDTTSAVMTGHKMYNAKFSYYWFDYVTDDP
LKKYIDRVEDMKNYITVHPHILEHAQVKIIPLIPVEINNITELLQYERDVLSKGFEG
VMIRKPDGKYKFGRSTLKEGILLKMKQFKDAEATIISMTALFKNTNTKTKDNFG
YSKRSTHKSGKVEEDVMGSIEVDYDGVVFSIGTGFDADQRRDFWQNKESYIGK
MVKFKYFEMGSKDCPRFPVFIGIRHEEDR (ADN ligasa SF, GenBank ID AAC96909.1, de virus 1 de Paramecium
bursaria Chlorella) (SEQ ID NO:77);

MSGVPYGFKPNLAATLTKPELIKFPVWASPKIDGIRCVFFGGVAYSRSLKP
IPNPVVQEFAKAYANLLEGLDGELTVGSPTDANCMQNSMAVMSKAAAPDFTFH
VFDWFHPAQAHIEFWQRSDVVEDRIVQFYDRYPEVDIRAAPQVLCTSLAHLDTN
EARWLADGYEGMMIRDHCGRYKFGRSTEREGGLVKVKRFTDAEAIVIGFEEEM
HNANEAKRDATGRTERSTSKAGLHGKGTLGALVVKNERGIVFNIGTGFTAAQRA
DYWANHPSLFGKMVKFKHFDHGTVDAPRHPVFIGFRHPEDM (ADN ligasa MnM, GenBank ID YP_333052.1, de
Burkholderia pseudomallei 1710b (secuencia equivalente a ABA50091)) (SEQ ID NO:78);

MKFYRTLLLFFASSFAFANSDLMLLHTYNNQPIEGWVMSEKLDGVRGYW
NGKQLLTRQGQRLSPPAYFIKDFPPFAIDGELFSERNHFEEISTITKSFKGDGWEKL
KLYVFDVPDAEGNLFERLAKLKAHLLEHPTTYIEIEQIPVKDKTHLYQFLAQVEN
LQGEGVVVRNPNAPYERKRSSQILKLKTARGEECTVIAHHKGKGQFENVMGALT
CKNHRGEFKIGSGFNLNERENPPPIGSVITYKYRGITNSGKPRFATYWREKK (ADN ligasa Hin, GenBank ID P44121,
de Haemophilus influenza) (SEQ ID NO:79);

MKFYRTLLLFFASSFAFANSDLMLLHTYNNQPIEGWVMSEKLDGVRGYW
NGKQLLTRQGQRLSPPAYFIKDFPPFAIDGELFSERNHFEEISSITKSFKGDGWEKL
KLYVFDVPDAEGNLFERLAKLKAHLLEHPTTYIEIEQIPVKDKTHLYQFLAQVEN
LQGEGVVVRNPNAPYERKRSSQILKLKTARGEECTVIAHHKGKGQFENVMGALT
CKNHRGEFKIGSGFNLNERENPPPIGSVITYKYRGITNSGKPRFATYWREKK (ADN ligasa DLX, ligasa artificial
derivada de la ADN ligasa Hin de Haemophilus influenza) (SEQ ID NO:80);

MKFYRTLLLFFASSFAFANSDLMLLHTYNNQPIEGWVMSEKLDGVRGYW
NGKQLLTRQGQRLSPPAYFIKDFPPFAIDGELFSERNHFEEISSITKSFKGDGWEKL
KLYVFDVPDAEGNLFERLAKLKAHLLEHPTTYIEIEQIPVKDKTHLYQFLAQVEN
LQGEGVVVRNPNAPYERKRSSQILKLKTARDEECTVIAHHKGKGQFENVMGALT
CKNHRGEFKIGSGFNLNERENPPPIGSVITYKYRGITNSGKPRFATYWREKK (ADN ligasa DLXd, ligasa artificial
derivada de la ADN ligasa Hin de Haemophilus influenza) (SEQ ID NO:81); y,

MLLHTYNNQPIEGWVMSEKLDGVRGYWNGKQLLTRQGQRLSPPAYFIK
DFPPFAIDGELFSERNHFEEISSITKSFKGDGWEKLKLYVFDVPDAEGNLFERLAK
LKAHLLEHPTTYIEIIEQIPVKDKTHLYQFLAQVENLQGEGVVVRNPNAPYERKR
SSQILKLKTARDEECTVIAHHKGKGQFENVMGALTCKNHRGEFKIGSGFNLNERE
NPPPIGSVITYKYRGITNSGKPRFATYWREKK (ADN ligasa DLXd2 (Gammaproteobacteria, Haemophilus influenza)
(modificada)) (SEQ ID NO:82).
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Tal como se emplean en la presente, los términos y la expresion "amplificacién”, "amplificacién d acidos nucleicos", o
"amplificar" se refieren a la produccién de mudltiples copias de un molde de acido nucleico, o la produccion de
multiples copias de secuencias de acidos nucleicos que son complementarios con el molde de acido nucleico. La
reaccion fe amplificacion puede ser una reaccion de extension mediada por polimerasa, tal como, por ejemplo, una
reaccion en cadena con polimerasa (PCR). Sin embargo, cualquiera de las reacciones de amplificacion conocidas
puede resultar adecuada para su uso segun se describe en la presente. El término "amplificar”, que generalmente se
refiere a un aumento "exponencial" en el acido nucleico diana, puede emplearse en la presente para describir
aumentos lineales y exponenciales en el nimero de una secuencia diana de &cido nucleico seleccionada. La
expresion "mezcla de reaccién de amplificacién" y/o "mezcla maestra” puede indicar una disolucion acuosa que
comprende los diversos reactivos (algunos o todos) empleados para amplificar un acido nucleico diana. Estas
reacciones también pueden realizarse empleando soportes solidos (por ejemplo, una matriz). Las reacciones
también pueden realizarse en forma individual o mdltiplex, segin lo desee el usuario. Estas reacciones
generalmente incluyen enzimas, tampones acuosos, sales, cebadores de amplificacion, acido nucleico diana y
nucleésidos trifosfato. Dependiendo del contexto, la mezcla puede ser una mezcla de reaccion de amplificacion
completa o incompleta. El método empleado para amplificar el acido nucleico diana puede estar disponible para los
expertos en la técnica. Puede utilizarse cualquier medio in vitro para multiplicar las copias de una secuencia diana
de acido nucleico. Estos incluyen métodos lineales, logaritmicos y/o cualquier otro método de amplificacién. Aunque
esta descripcion analiza la PCR, en general, como reaccion de amplificacion de &cidos nucleicos, se espera que
también puedan ser adecuados otros tipos de reacciones de amplificacion de acidos nucleicos, que incluyen
reacciones de amplificacion mediadas por polimerasa (tales como HDA, RPA, y RCA), asi como reacciones de
amplificacion mediadas por ligasa (tales como LDR, LCR, y las versiones con huecos de cada una), y
combinaciones de reacciones de amplificacion de acidos nucleicos, tales como LDR y PCR (véase, por ejemplo, la
patente de EE. UU. 6.797.470). Por ejemplo, ademas de las reacciones descritas en otro punto en la presente, se
emplean diversas reacciones mediadas por acoplamiento, en las que, por ejemplo, se emplean cebadores de
acoplamiento, en oposicion a los cebadores de PCR. Otros ejemplos de métodos incluyen la reaccion en cadena con
polimerasa (PCR; véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°® 4.683.202; 4.683.195; 4.965.188; y/o
5.035.996), procedimientos isotérmicos (empleando una o mas ARN polimerasas (véase, por ejemplo, el documento
WO 2006/081222), desplazamiento de hebra (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° RE39007E), la
destruccion parcial de moléculas de cebador (véase, por ejemplo, el documento WO2006087574)), reaccién en
cadena con ligasa (LCR) (véase, por ejemplo, Wu, et al., Genomics, 4:560-569 (1990)), y/o Barany, et al., PNAS
USA, 88:189-193 (1991)), sistemas de ARN replicasa QB (véase, por ejemplo, el documento W0/1994/016108),
sistemas basados en la transcripcion del ARN (por ejemplo, TAS, 3SR), amplificaciéon de circulo rodante (RCA)
(véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.854.033; publicacion de EE. UU. n.° 2004/265897; Lizardi et al.,
Nat. Genet., 19:225-232 (1998); y/o Banér et al., Nucleic Acid Res., 26:5073-5078 (1998)), y amplificacion por
desplazamiento de hebra (SDA) (Little, et al., Clin. Chem., 45:777-784 (1999)), entre otros. Estos sistemas, junto con
los muchos otros sistemas disponibles para los expertos en la técnica, pueden resultar adecuados para amplificar
acidos nucleicos diana para su uso segun se describe en la presente.

La "eficacia de amplificacion" puede indicar cualquier producto que pueda cuantificarse para determinar el nimero
de copias (por ejemplo, la expresion puede referirse a un amplicén de PCR, un producto del acoplamiento de LCR
y/o un producto similar). Las reacciones pueden compararse realizando al menos dos reacciones de amplificacion
distintas, llevandose a cabo cada reaccion en ausencia y en presencia, respectivamente, de un reactivo y/o etapa, y
cuantificando la amplificacion que se produce en cada reaccion.

También se proporcionan métodos para amplificar un acido nucleico empleando al menos una polimerasa, al menos
un cebador, dNTP, y acoplando y amplificando el acido nucleico diana. En algunas realizaciones de dichos métodos,
se utiliza al menos un cebador. En ciertas realizaciones, se proporciona una mezcla o mezclas de reacciones de
amplificaciéon de acidos nucleicos que comprenden al menos una polimerasa, dNTP, y al menos un cebador. En
otras realizaciones, se proporcionan métodos para emplear dicha mezcla o mezclas. Los acidos nucleicos diana
pueden amplificarse empleando cualquiera de una diversidad de reacciones y sistemas. Los ejemplos de métodos
para amplificar acidos nucleicos incluyen, por ejemplo, reacciones de extension mediadas por polimerasa. Por
ejemplo, la reaccion de extensién mediada por polimerasa puede ser la reaccion en cadena con polimerasa (PCR).
En otras realizaciones, la reaccion de amplificacién de acidos nucleicos es una reacciéon mdltiplex. Por ejemplo, los
ejemplos de métodos para amplificar y detectar acidos nucleicos adecuados para su uso como se describe en la
presente estan disponibles en el mercado como TaqMan® (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.*®
4.889.818; 5.079.352; 5.210.015; 5.436.134; 5.487.972; 5.658.751; 5.210.015; 5.487.972; 5.538.848; 5.618.711;
5.677.152; 5.723.591; 5.773.258; 5.789.224; 5.801.155; 5.804.375; 5.876.930; 5.994.056; 6.030.787; 6.084.102;
6.127.155; 6.171.785; 6.214.979; 6.258.569; 6.814.934; 6.821.727; 7.141.377; ylo 7.445.900). Los ensayos
TaqMan® generalmente se llevan a cabo realizando una amplificacion de acido nucleicos de un polinucleétido diana
empleando una acido nucleico polimerasa que tiene actividad nucleasa 5'-3', un cebador capaz de hibridarse con
dicho polinucledtido diana, y una sonda oligonucleotidica capaz de hibridarse con dicho polinucleétido diana en 3'
con relacion a dicho cebador. En algunas realizaciones, la sonda oligonucleotidica incluye un marcador detectable
(por ejemplo, una molécula indicadora fluorescente) y una molécula extintora capaz de extinguir la fluorescencia de
dicha molécula indicadora. En ciertas realizaciones, el marcador detectable y la molécula extintora son parte de una
Unica sonda. A medida que avanza la amplificacion, la polimerasa digiere la sonda para separar el marcador
detectable de la molécula extintora. El marcador detectable (por ejemplo, fluorescencia) puede controlarse durante la
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reaccion, y la deteccion del marcador se corresponde con la aparicion de una amplificacién de acidos nucleicos (por
ejemplo, cuanto mayor sea la sefial, mayor es la cantidad de amplificacién). En la técnica se conocen variaciones de
los ensayos TaqMan® (por ejemplo, ensayo TaqMan® sembrado LNA™) y seran adecuados para su uso en los
métodos descritos en la presente.

Otro ejemplo de sistema adecuado para su uso segun se describe en la presente emplea sondas bicatenarias en
métodos de hibridacion por desplazamiento (véase, por ejemplo, Morrison et al., Anal. Biochem., 18:231-244 (1989);
y/o Li, et al., Nucleic Acids Res., 30(2,e5) (2002)). En estos métodos, la sonda generalmente incluye dos
oligonucleétidos complementarios de diferente longitud, en los que uno incluye un marcador detectable y el otro
incluye una molécula extintora. Cuando no esta unido a un acido nucleico diana, el extintor elimina la sefial del
marcador detectable. La sonda se convierte en detectable tras la hibridacion por desplazamiento con un &cido
nucleico diana. Pueden emplearse miltiples sondas, y cada una contiene diferentes marcadores detectables, de
modo que pueden interrogarse multiples acidos nucleicos diana en una Unica reaccion.

Otros ejemplos de métodos para amplificar y detectar acidos nucleicos diana adecuados para su uso segin se
describe en la presente incluyen "balizas moleculares”, que son sondas oligonucleotidicas con forma de horquilla
monocatenarias. En presencia de la secuencia diana, la sonda se despliega, se une y emite una sefial (por ejemplo,
fluoresce). Una baliza molecular generalmente incluye al menos cuatro componentes: 1) el "bucle”, una regién de
18-30 nucledtidos que es complementaria con la secuencia diana; 2) dos "tallos" de 5-7 nucleétidos que se
encuentran a cada extremo del bucle y son complementarios entre si; 3) en el extremo 5', un marcador detectable; y
4) en el extremo 3', un tinte extintor que evita que el marcador detectable emita una sefial cuando la sonda esta en
forma de bucle cerrado (por ejemplo, no unida a un acido nucleico diana). Por tanto, en presencia de una diana
complementaria, la porcién de "tallo" de la baliza se separa, provocando que la sonda se hibride con la diana. Otros
tipos de balizas moleculares también son conocidas y pueden resultar adecuadas para su uso en los métodos
descritos en la presente. Las balizas moleculares pueden emplearse en una diversidad de sistemas de ensayo. Uno
de estos sistemas es una amplificacién basada en la secuencia de acidos nucleicos (NASBA®), un proceso isotermo
de una sola etapa para amplificar ARN para producir ADN bicatenario sin ciclos de temperatura. Una reaccién
NASBA generalmente requiere el virus de la mieloblastosis aviar (AMV), transcriptasa inversa (RT), ARN polimerasa
de T7, ARNasa H, y dos sondas oligonucleotidicas. Después de la amplificacion, el acido nucleico diana amplificado
puede detectarse empleando una baliza molecular. Otros usos para las balizas moleculares son conocidos en la
técnica y seran adecuados para su uso en los métodos descritos en la presente.

El sistema Scorpion es otro ejemplo de formato de ensayo que puede utilizarse en los métodos descritos en la
presente. Los cebadores de Scorpion son moléculas bifuncionales en las que un cebador esta unido covalentemente
con la sonda, junto con un marcador detectable (por ejemplo, un fluoréforo) y un extintor. En presencia de un acido
nucleico diana, el marcador detectable y el extintor se separan, lo cual conduce a un aumento en la sefial emitida del
marcador detectable. Generalmente, un cebador empleado en la reaccién de amplificacion incluye un elemento de
sonda en el extremo 5', junto con un elemento "bloqueante de PCR" (por ejemplo, un mondémero de hexetilenglicol
(HEG) (Whitcombe, et al., Nat. Biotech., 17:804-807 (1999)) al comienzo del bucle con forma de horquilla. La sonda
generalmente incluye una secuencia de tallo autocomplementaria con un marcador detectable en un extremo y un
extintor en el otro. En los ciclos de amplificacion iniciales (por ejemplo, PCR), el cebador se hibrida con la diana y se
produce la extension debido a la accion de la polimerasa. El sistema Scorpion puede utilizarse para estudiar e
identificar mutaciones puntuales empleando miltiples sondas que pueden ser marcadas de modo diferente para
distinguir las distintas sondas. Empleando una PCR como ejemplo, después de completar un ciclo de extension, la
regién diana recién sintetizada se unira a la misma hebra que la sonda. Después del segundo ciclo de
desnaturalizacion y reasociacion, la sonda y la diana se hibridan. La secuencia de horquilla entones se hibrida con
una parte del producto de PCR recién producido. Esto provoca la separacién del marcador detectable del extintor y
provoca la emisién de la sefial. Otros usos para las balizas moleculares son conocidos en la técnica y seran
adecuados para su uso en los métodos descritos en la presente.

Las acido nucleico polimerasas que pueden emplearse en las reacciones de amplificacion de acidos nucleicos
descritas pueden ser cualquiera que actle para realizar la reaccion deseada e incluyen, por ejemplo, una acido
nucleico polimerasa de procariotas, fangica, virica, de bacteriéfago, de plantas y/o de eucariotas. Tal como se
emplea en la presente, la expresién "ADN polimerasa" se refiere a una enzima que sintetiza una hebra de ADN de
novo empleando una hebra de acido nucleico como molde. Las ADN polimerasas emplean un ADN o ARN existente
como molde para la sintesis de ADN y catalizan la polimerizacion de desoxirribonucleétidos a lo largo de la hebra
molde, que leen. La hebra de ADN recién sintetizada es complementaria con la hebra molde. La ADN polimerasa
puede afiadir nucledtidos libres solo al extremo 3'-hidroxilo de la hebra que se esta formando. Sintetiza
oligonucledtidos por medio de la transferencia de un nucledsido monofosfato desde un desoxirribonucleésido
trifosfato (ANTP) al grupo 3'-hidroxilo de una cadena oligonucleotidica en crecimiento. Esto provoca el alargamiento
de la nueva hebra en la direccién 5' a 3'. Puesto que la ADN polimerasa solo puede afiadir un nucleétido a un grupo
3'-OH preexistente, para comenzar la reaccion de sintesis de ADN, la ADN polimerasa necesita un cebador al que
afiadir el primer nucleétido. Los cebadores adecuados pueden comprender oligonucleétidos de ARN o ADN, o sus
quimeras (por ejemplo, cebadores quiméricos de ARN/ADN). Las ADN polimerasas pueden ser ADN polimerasas
naturales o una variante de la enzima natural que tenga la actividad mencionada anteriormente. Por ejemplo, puede
incluir una ADN polimerasa que tenga una actividad de desplazamiento de hebra, una ADN polimerasa que carezca
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de actividad exonucleasa 5' a 3', una ADN polimerasa que tenga una actividad de transcriptasa inversa, o una ADN
polimerasa que tenga actividad endonucleasa.

Las acido nucleico polimerasas adecuadas también pueden comprender holoenzimas, porciones funcionales de
holoenzimas, polimerasas quiméricas o cualquier polimerasa modificada que pueda efectuar la sintesis de una
molécula de acido nucleico. Dentro de esta descripcién, una ADN polimerasa también puede incluir una polimerasa,
transferasa terminal, transcriptasa inversa, telomerasa y/o polinucleétido fosforilasa. Los ejemplos no limitantes de
polimerasas pueden incluir, por ejemplo, ADN polimerasa de T7, ADN polimerasa y de ADN mitocondrial eucariota,
ADN polimerasa |, II, Ill, IV y/o V de procariotas; polimerasa q, B, y, 0, €, n, {, t y/o Kk de eucariotas; ADN polimerasa |
de E. coli; subunidades alfa y/o épsilon de ADN polimerasa Il de E. coli; polimerasa IV de E. coli, polimerasa V de E.
coli; ADN polimerasa | de T. aquaticus; ADN polimerasa | de B. stearothermophilus; polimerasas de Euryarchaeota;
desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT); polimerasa 4 de S. cerevisiae; polimerasas de sintesis de translesion;
transcriptasa inversa; y/o telomerasa. Los ejemplos no limitantes de ADN polimerasas termoestables adecuadas que
pueden emplearse incluyen las ADN polimerasas Taq, Tfl, Pfu, y Vent™, cualquier ADN polimerasa genéticamente
modificada, cualquier polimerasa que tenga una actividad exonucleasa 3' a 5' reducida o insignificante (por ejemplo,
ADN polimerasa SuperScript™), y/o ADN polimerasas genéticamente modificadas (por ejemplo, las que presentan el
sitio de mutacién activo F667Y o el equivalente de F667Y (por ejemplo, en Tth), AmpliTagFS, ThermoSequenase™),
Therminator |, Therminator I, Therminator Ill, Therminator Gamma (todas disponibles en NEB) y/o cualquiera de sus
derivados y fragmentos. Otras acido nucleico polimerasas también pueden ser adecuadas, tal como entenderan los
expertos en la técnica.

En otro aspecto, la presente descripcion proporciona mezclas de reaccion para amplificar una secuencia de acido
nucleico de interés (por ejemplo, una secuencia diana). En algunas realizaciones, la mezcla de reaccion puede
comprender ademas un compuesto generador de sefiales (SGC) y/o un marcador detectable. Los métodos también
pueden incluir una o méas etapas para detectar el SGC y/o el marcador detectable para cuantificar el acido nucleico
amplificado.

Un SGC puede ser una sustancia que en si misma sea detectable en un ensayo elegido, o que es capaz de
reaccionar para formar una entidad quimica o fisica (por ejemplo, un producto de reaccion) que sea detectable en un
ensayo elegido. Los ejemplos representativos de productos de reaccion incluyen precipitados, sefiales fluorescentes,
compuestos que tienen color, y similares. Los SGC representativos incluyen, por ejemplo, compuestos
bioluminiscentes (por ejemplo, luciferasa), fluor6foros (por ejemplo, véase a continuacién), compuestos
bioluminiscentes y quimioluminiscentes, radioisétopos (por ejemplo, **!1, *°I, **C, *H, **S, %P y similares), enzimas
(por ejemplo, véase a continuacion), proteinas de unién (por ejemplo, biotina, avidina, estreptavidina y similares),
particulas magnéticas, compuestos quimicamente reactivos (por ejemplo, tintes coloreados), oligonucle6tidos
marcados; sondas moleculares (por ejemplo, CY3, Research Organics, Inc.), y similares. Los fluoréforos
representativos incluyen isotiocianato de fluoresceina, succinilfluoresceina, rodamina B, lisamina, 9,10-
difenilantraceno, perileno, rubreno, pireno y sus derivados fluorescentes, tales como isocianato, isotiocianato, cloruro
de acido o cloruro de sulfonilo, umbeliferona, quelatos de tierras raras de lantanidos, tales como europio (Eu) y
similares. Los SGC representativos Utiles en un conjugado generador de sefiales incluyen las enzimas de: IUB clase
1, en especial 1.1.1 y 1.6 (por ejemplo, alcohol deshidrogenasa, glicerol deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa,
malato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y similares);
IUB de clase 1.11.1 (por ejemplo, catalasa, peroxidasa, aminoacido oxidasa, galactosa oxidasa, glucosa oxidasa,
ascorbato oxidasa, diaforasa, ureasa y similares); IUB de clase 2, en especial 2.7 y 2.7.1 (por ejemplo, hexoquinasa
y similares); IUB de clase 3, en especial 3.2.1 y 3.1.3 (por ejemplo, alfa amilasa, celulasa, B-galacturonidasa,
amiloglucosidasa, B-glucuronidasa, fosfatasa alcalina, fosfatasa acida y similares); IUB de clase 4 (por ejemplo,
liasas); IUB de clase 5, en especial 5.3 y 5.4 (por ejemplo, fosfoglucosa isomerasa, triosa fosfato isomerasa,
fosfoglucosa mutasa y similares.) Los SGC también pueden generar productos detectables por medio de longitudes
de onda fluorescentes y quimioluminiscentes, por ejemplo, tintes de secuenciacion, luciferasa, metales emisores de
fluorescencia, tales como 152Eu, u otros de la serie de los lantanidos; compuestos tales como luminol, isoluminol,
sales de acridinio y similares; compuestos bioluminiscentes, tales como luciferina; proteinas fluorescentes (por
ejemplo, GFP o sus variantes); y similares. La unién de ciertos SGC a agentes puede realizarse a través de grupos
quelantes de metales, tales como EDTA. El SGC concreto comparte la propiedad comun de permitir la deteccién y/o
la cuantificacion de una molécula unida. Los SGC pueden detectarse opcionalmente empleando un método visual u
Optico, preferiblemente, con un método que pueda automatizarse, tal como un método espectrofotométrico, un
método de fluorescencia, un método quimioluminiscente, un método nanométrico eléctrico que implique, por
ejemplo, un cambio en la conductancia, la impedancia, la resistencia y similares, y un método de campo magnético.
Algunos SGC pueden detectarse opcionalmente con el ojo desnudo o con un aparato de detecciéon de sefiales.
Algunos SGC no son en si mismos detectables, pero se convierten en detectables cuando se someten a un posterior
tratamiento. El SGC puede unirse de cualquier modo (por ejemplo, a través de enlaces covalentes 0 no covalentes)
a un agente de unién de interés (por ejemplo, un anticuerpo o un polipéptido PDZ). Los SGC adecuados para la
unién a agentes, tales como anticuerpos, incluyen oro coloidal, anticuerpos fluorescentes, europio, particulas de
latex y enzimas. Los agentes que se unen a NS1 y NP pueden comprender, cada uno, SGC diferenciados. Por
ejemplo, pueden conjugarse particulas de latex rojo con anticuerpos anti-NS1, y pueden conjugarse particulas de
latex azul a anticuerpos anti-NP. Otros SGC detectables adecuados para su uso en un formato de flujo lateral
incluyen cualquier resto que sea detectable por medios espectroscéopicos, fotoquimicos, bioquimicos,
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inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos, quimicos u otros medios. Por ejemplo, los SGC adecuados incluyen biotina
para la tincion con un conjugado de estreptavidina marcado, tintes fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rojo de
Texas, rodamina, proteina fluorescente verde y similares), radiomarcadores, enzimas (por ejemplo, peroxidasa de
rabano, fosfatasa alcalina y otras empleadas habitualmente en un ELISA), y SGC colorimétricos, tales como oro
coloidal o vidrio o plastico coloreado (por ejemplo, poliestireno, polipropileno, esferas de latex). Las patentes que
describen el uso de dichos marcadores incluyen las patentes de EE. UU. n.°® 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350;
3.996.345; 4.277.437; 4.275.149; y 4.366.241. Véase también Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals (62 ed., Molecular Probes, Inc., Eugene Oreg.). Los radiomarcadores pueden detectarse empleando una
pelicula fotografica o contadores de centelleo, y los marcadores fluorescentes pueden detectarse empleando un
fotodetector para detectar luz emitida.

De modo similar, la expresion "marcador detectable” puede indicar cualquiera de una diversidad de moléculas de
sefializacion que indican una amplificacion. Por ejemplo, SYBR GREEN y otros tintes de union al ADN son
marcadores detectables. Estos marcadores detectables pueden comprender o pueden ser, por ejemplo, agentes
intercalantes de acidos nucleicos o agentes no intercalantes. Tal como se emplean en la presente, un agente
intercalante es un agente o resto capaz de realizar una insercion no covalente entre pares de bases apiladas de una
molécula de acido nucleico bicatenaria. Un agente no intercalante es un agente que no se inserta en una molécula
de acido nucleico bicatenaria. El agente de unién al acido nucleico puede producir una sefial detectable directa o
indirectamente. La sefial puede detectarse directamente empleando, por ejemplo, fluorescencia y/o absorbancia, o
indirectamente empleando, por ejemplo, cualquier resto o ligando adecuado cuya deteccion se ve afectada por la
proximidad a un acido nucleico bicatenario, tal como un resto marcador sustituido o ligando de union unido al agente
de unidn al acido nucleico. Generalmente, es necesario que el agente de unién al acido nucleico produzca una sefial
detectable cuando esté unido a un acido nucleico bicatenario que pueda distinguirse de la sefial producida cuando
ese mismo agente esta en disoluciébn o unido a un acido nucleico monocatenario. Por ejemplo, agentes
intercalantes, tales como bromuro de etidio, fluorescen con mas intensidad cuando se intercalan en ADN bicatenario
que cuando estan unidos a ADN monocatenario, ARN o estan en disolucion (véanse, por ejemplo, las patentes de
EE. UU. n.°® 5.994.056; 6.171.785; y/o 6.814.934). De modo similar, la actinomicina D fluoresce con fluorescencia
roja cuando esta unida a acidos nucleicos monocatenarios, y verde cuando estd unida a &cidos nucleicos
bicatenarios. En otro ejemplo, se ha indicado que el psoraleno fotorreactivo 4-aminometil-4-5'8-trimetilpsoraleno
(AMT) muestra menor absorciéon a longitudes de onda larga y fluoresce tras intercalarse en ADN bicatenario
(Johnson et al., Photochem. & Photobiol., 33:785-791 (1981)). Por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.257.774
indica la unién directa de intercalantes fluorescentes en el ADN (por ejemplo, sales de etidio, daunomicina,
mepacrina y naranja de acridina, 4'6-diamidino-a-fenilindol). También pueden ser adecuados agentes no
intercalantes (por ejemplo, ligantes del surco menor segun se describe en la presente, tales como Hoechst 33258,
distamicina, netropsina) para su uso. Por ejemplo, Hoechst 33258 (Searle, et al., Nuc. Acids Res., 18(13):3753-3762
(1990)) muestra una fluorescencia alterada a medida que aumenta la cantidad de diana. Los ligantes del surco
menor se describen con méas detalle en otro punto en la presente.

Los expertos en la técnica pueden acceder a otros tintes de union al ADN y estos pueden utilizarse por si solos o en
combinacién con otros agentes y/o componentes de un sistema de ensayo. Los ejemplos de tintes de unién al ADN
pueden incluir, por ejemplo, acridinas (por ejemplo, naranja de acridina, acriflavina), actinomicina D (Jain, et al., J.
Mol. Biol., 68:21 (1972)), antramicina, BOBO™-1, BOBO™-3, BO-PRO™-1, cromomicina, DAPI (Kapuseinski, et al.,
Nuc. Acids Res., 6(112):3519 (1979)), daunomicina, distamicina (por ejemplo, distamicina D), los tintes descritos en
la patente de EE. UU. n.° 7.387.887, elipticina, sales de etidio (por ejemplo, bromuro de etidio), fluorcumanina,
intercalantes fluorescentes segln se describen en la patente de EE. UU. n.° 4.257.774, GelStar® (Cambrex Bio
Science Rockland Inc., Rockland, Me.), Hoechst 33258 (Searle y Embrey, 1990, Nuc. Acids Res., 18:3753-3762),
Hoechst 33342, homidio, JO-PRO™-1, tintes LIZ, LO-PRO™-1, mepacrina, mitramicina, tintes NED, netropsina, 4'6-
diamidino-a-fenilindol, proflavina, POPO™-1, POPO™-3, PO-PRO™-1, yoduro de propidio, polipiridilos de rutenio,
S5, SYBR® oro, SYBR® verde | (patentes de EE. UU. n.”® 5.436.134 y 5.658.751), SYBR® verde Il, SYTOX azul ,
SYTOX verde, SYTO® 43, SYTO® 44, SYTO® 45, SYTOX® azul, TO-PRO®-1, SYTO® 11, SYTO® 13, SYTO® 15,
SYTO® 16, SYTO® 20, SYTO® 23, naranja de tiazol (Aldrich Chemical Co., Milwaukee, Wis.), TOTO™-3, YO-
PRO®-1, y YOYO®-3 (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR), entre otros. Por ejemplo, se ha empleado SYBR® verde
| (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.*® 5.436.134; 5.658.751; y/o 6.569.927), para controlar reacciones
de PCR. Otros tintes de union al ADN también pueden ser adecuados, tal como entenderan los expertos en la
técnica.

Para su uso segun se describe en la presente, uno o mas marcadores detectables y/o agentes extintores pueden
unirse a uno o mas cebadores y/o sondas (por ejemplo, un marcador detectable). El marcador detectable puede
emitir una sefial cuando esta libre o cuando esta unido a uno de los acidos nucleicos diana. El marcador detectable
también puede emitir una sefial cuando esta proximo a otro marcador detectable. Los marcadores detectables
también pueden emplearse con moléculas extintoras, de modo que la sefial solo pueda detectarse cuando no estan
suficientemente cerca de la molécula extintora. Por ejemplo, en algunas realizaciones, el sistema de ensayo puede
provocar que el marcador detectable se libere de la molécula extintora. Puede emplearse cualquiera de varios
marcadores detectables para marcar las sondas y los cebadores empleados en los métodos descritos en la
presente. Tal como se menciond anteriormente, en algunas realizaciones, el marcador detectable puede estar unido
a una sonda, que puede incorporarse en un cebador, o puede unirse de otro modo al acido nucleico diana
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amplificado (por ejemplo, un agente de unién a un &acido nucleico detectable, tal como tinte intercalante o no
intercalante). Cuando se emplea mas de un marcador detectable, cada uno debe diferir en sus propiedades
espectrales, de modo que los marcadores puedan distinguirse entre si, o0 de modo que, juntos, los marcadores
detectables emitan una sefial que no es emitida por cada uno de los marcadores detectables por si solos. Los
ejemplos de marcadores detectables incluyen, por ejemplo, un tinte fluorescente o fluoréforo (por ejemplo, un grupo
guimico que pueda ser excitado por la luz para que emita fluorescencia o fosforescencia), "tintes aceptores" capaces
de extinguir una sefial fluorescente de un tinte donador fluorescente, y similares. Los marcadores detectables
adecuados pueden incluir, por ejemplo, fluoresceinas (por ejemplo, 5-carboxi-2,7-diclorofluoresceina; 5-
carboxifluoresceina (5-FAM); 5-HAT (hidroxitriptamina); 5-hidroxitriptamina (HAT); 6-JOE; 6-carboxifluoresceina (6-
FAM); FITC; 6-carboxi-1,4-dicloro-2',7'-diclorofluoresceina (TET); 6-carboxi-1,4-dicloro-2',4',5',7'-
tetraclorofluoresceina (HEX); 6-carboxi-4',5'-dicloro-2',7'-dimetoxifluoresceina (JOE); Alexafluors (por ejemplo, 350,
405, 430, 488, 500, 514, 532, 546, 555, 568, 594, 610, 633, 635, 647, 660, 680, 700, 750); fluor6foros BODIPY (por
ejemplo, 492/515, 493/503, 500/510, 505/515, 530/550, 542/563, 558/568, 564/570, 576/589, 581/591, 630/650-X,
650/665-X, 665/676, FL, FL ATP, Fl-ceramida, R6G SE, TMR, conjugado de TMR-X, TMR-X, SE, TR, TR ATP, TR-X
SE), cumarinas (por ejemplo, 7-amino-4-metilcumarina, AMC, AMCA, AMCA-S, AMCA-X, ABQ, CPM metilcumarina,
cumarinfaloidina, hidroxicumarina, CMFDA, metoxicumarina), calceina, calceina AM, azul de calceina, tintes de
calcio (por ejemplo, escarlata de calcio, verde de calcio, naranja de calcio, blanco de calcofllor), azul cascada,
amarillo cascada; tintes Cy™ (por ejemplo, 3, 3.18, 3.5, 5, 5.18, 5.5, 7), GFP cian, fluorodetector de AMP ciclico
(FICRhR), proteinas fluorescentes (por ejemplo, proteina fluorescente verde (por ejemplo, GFP, EGFP), proteina
fluorescente azul (por ejemplo, BFP, EBFP, EBFP2, azurita, mKalamal), proteina fluorescente cian (por ejemplo,
ECFP, ceruleano, CyPet), proteina fluorescente amarilla (por ejemplo, YFP, citrina, Venus, YPet), parejas de
donante/aceptor de FRET (por ejemplo, fluoresceinal/tetrametilrodamina, IAEDANS/fluoresceina, EDANS/dabcilo,
fluoresceinalfluoresceina, BODIPY FL/BODIPY FL, fluoresceina/QSY7 y QSY9), LysoTracker y LysoSensor (por
ejemplo, LysoTracker azul DND-22, LysoTracker azul-blanco DPX, LysoTracker amarillo HCK-123, LysoTracker
verde DND-26, LysoTracker rojo DND-99, LysoSensor azul DND-167, LysoSensor verde DND-189, LysoSensor
verde DND-153, LysoSensor amarillo/azul DND-160, LysoSensor amarillo/azul, dextrano de 10.000 PM), verde de
Oregdn (por ejemplo, 488, 488-X, 500, 514); rodaminas (por ejemplo, 110, 123, B, B 200, BB, BG, B extra, 5-
carboxitetrametilrodamina (5-TAMRA), 5 GLD, 6-carboxirodamina 6G, lisamina, lisamina rodamina B, falicidina,
faloidina, rojo, Rhod-2, ROX (6-carboxi-X-rodamina), 5-ROX (carboxi-X-rodamina), sulforrodamina B can C,
sulforrodamina G Extra, TAMRA (6-carboxitetrametilrrodamina), tetrametilrrodamina (TRITC), WT), rojo de Texas,
rojo de Texas-X, VIC y otros marcadores descritos, por ejemplo, en la publicacién de EE. UU. n.° 2009/0197254,
entre otros, segun sabran los expertos en la técnica. También pueden emplearse otros marcadores detectables
(véase, por ejemplo, la publicacién de EE. UU. n.° 2009/0197254), segln sabran los expertos en la técnica. Puede
utilizarse cualquiera de estos sistemas y marcadores detectables, asi como muchos otros, para detectar acidos
nucleicos diana amplificados.

Algunos marcadores detectables pueden basarse en la secuencia (también denominados en la presente
"marcadores detectables especificos de locus"), por ejemplo, sondas de 5' nucleasa. Estas sondas pueden
comprender uno o mas marcadores detectables. En la técnica se conocen diversos marcadores detectables, por
ejemplo, las sondas TaqMan® descritas en la presente (véase también la patente de EE. UU. n.° 5.538.848),
diversas balizas moleculares de tallo-bucle (véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.*® 6.103.476 y
5.925.517, y Tyagi y Kramer, 1996, Nature Biotechnology, 14:303-308), balizas sin tallo o lineales (véase, por
ejemplo, el documento WO 99/21881; patente de EE. UU. n.° 6.485.901), PNA Molecular Beacons™ (véanse, por
ejemplo, las patentes de EE. UU. n.”® 6.355.421 y 6.593.091), balizas de PNA lineales (véase, por ejemplo, Kubista
et al., 2001, SPIE 4264:53-58), sondas no FRET (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.150.097), sondas
Sunrise®/AmpIiquor® (patente de EE. UU. n.° 6.548.250), sondas de tallo-bucle y diplex de Scorpion™ (Solinas et
al., 2001, Nucleic Acids Research, 29:E96 y patente de EE. UU. n.° 6.589.743), sondas de bucle protuberante
(patente de EE. UU. n.° 6.590.091), sondas de seudonudo (patente de EE. UU. n.° 6.589.250), cicliconas (patente de
EE. UU. n.° 6.383.752), sonda MGB Eclipse™ (Epoch Biosciences), sondas de horquilla (patente de EE. UU. n.°
6.596.490), sondas de acido nucleico peptidico (PNA) de encendido (Svanvik, et al., Anal. Biochem., 281:26-35
(2001)), sondas de nanoparticulas de autoensamblaje, sondas modificadas con ferroceno descritas, por ejemplo, en
la patente de EE. UU. n.° 6.485.901; Mhlanga et al., 2001, Methods, 25:463-471; Whitcombe et al., 1999, Nature
Biotechnology, 17:804-807; Isacsson et al., 2000, Molecular Cell Probes, 14:321-328; Svanvik et al., 2000, Anal
Biochem., 281:26-35; Wolffs et al., 2001, Biotechniques, 766:769-771; Tsourkas et al., 2002, Nucleic Acids
Research, 30:4208-4215; Riccelli et al., 2002, Nucleic Acids Research, 30:4088-4093; Zhang et al., 2002, Shanghai,
34:329-332; Maxwell et al., 2002, J. Am. Chem. Soc., 124:9606-9612; Broude et al., 2002, Trends Biotechnol.,
20:249-256; Huang et al., 2002, Chem. Res. Toxicol.s 15:118-126; y Yu et al., 2001, J. Am. Chem. Soc., 14:11155-
11161; QuantiProbes (www.giagen.com), HyBeacons (French, et al., Mol. Cell. Probes, 15:363-374 (2001)), sondas
de desplazamiento (Li, et al., Nucleic Acids Res., 30:e5 (2002)), HybProbes (Cardullo, et al., PNAS, 85:8790-8794
(1988)), MGB Alert (www.nanogen.com), Q-PNA (Fiandaca, et al., Genome Res., 11:609-611 (2001)), Plexor
(www.Promega.com), cebadores LUX (Nazarenko, et al., Nucleic Acids Res., 30:e37 (2002)), cebadores DzyNA
(Todd, et al., Clin. Chem., 46:625-630 (2000)). Los marcadores detectables también pueden comprender extintores
de agujero negro (Biosearch), lowa Black (IDT), extintor QSY (Molecular Probes), y extintores de
sulfonato/carboxilato de dabsilo y dabcel (Epoch). Los marcadores detectables también pueden comprender dos
sondas en las que, por ejemplo, en una sonda haya fllor y en la otra un extintor, en los que la hibridacién de las dos
sondas entre si sobre una diana extingue la sefial, o en los que la hibridaciéon sobre una diana altera la firma de
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sefial por un cambio en la fluorescencia. Los ejemplos de sistemas también pueden incluir FRET, sistemas de
salicilato/ligando de DTPA (véase, por ejemplo, Oser et al., Angew. Chem. Int. Engl.,, 29(10):1167 (1990)),
hibridaciéon por desplazamiento, sondas homélogas y/o ensayos descritos en el documento EP 070685 y/o en la
patente de EE. UU. n.° 6.238.927. Los marcadores detectables también pueden comprender derivados de sulfonato
de tintes de fluoresceina con SOz en lugar del grupo carboxilato, formas de fosforamidita de fluoresceina, formas de
fosforamidita de CY5 (disponible en Amersham).

Los términos "polipéptido,” "péptido" y "proteina” se emplean de modo intercambiable en la presente para indicar un
polimero de restos aminoacidos o cualquiera de sus variantes o fragmentos funcionales. Los términos se aplican a
polimeros de aminoacidos, en los que uno o mas restos aminoacidos son un mimético quimico artificial de un
correspondiente aminoacido natural, asi como a los polimeros de aminoacidos naturales y polimeros de
aminoacidos no naturales. El término "aminoacido" incluye los aminoacidos naturales y sintéticos, asi como a los
analogos de aminoéacidos y miméticos de aminoacidos que actian de una manera similar a los aminoacidos
naturales. Los aminoacidos naturales son los que estan codificados por el cddigo genético, asi como los
aminoacidos que son posteriormente modificados, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato, y O-fosfoserina.
Los analogos de aminoacidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un
aminoéacido natural, por ejemplo, un carbono que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino, y
un grupo R, por ejemplo, homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metionina metil sulfonio. Estos analogos
tienen grupos R modificados (por ejemplo, norleucina) o esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la
misma estructura quimica basica que un aminoacido natural. Los miméticos de aminoacidos se refieren a
compuestos quimicos que tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoécido,
pero que actian de una manera similar a un aminoacido natural.

Con respecto a las secuencias de aminoacidos, los expertos en la técnica reconoceran que las sustituciones,
deleciones o adiciones individuales a una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que alteran,
afiaden o delecionan un (nico aminoacido o un pequefio porcentaje de aminoacidos en la secuencia codificada
forman un "variante modificado de modo conservativo", en el que la alteracién produce la sustituciéon de un
aminoacido por otro aminoacido similar desde el punto de vista quimico. En la técnica se conocen tablas de
sustituciones conservativas que proporcionan aminoacidos con una funcionalidad similar. Estos variantes
modificados de forma conservativa son, ademas de los siguientes y sin excluirlos, variantes polimérficos, homélogos
interespecificos y alelos de la invencion. Los siguientes ocho grupos contienen cada uno aminoacidos que son
sustituciones conservativas entre si: 1) alanina (A), glicina (G); 2) acido aspartico (D), acido glutamico (E); 3)
asparagina (N), glutamina (Q); 4) arginina (R), lisina (K); 5) isoleucina (1), leucina (L), metionina (M), valina (V); 6)
fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W); 7) serina (S), treonina (T); y 8) cisteina (C), metionina (M) (véase, por
ejemplo, Creighton, Proteins (1984)). Los variantes de una secuencia de nucleétidos o secuencia de polipéptido
concreta son opcionalmente variantes modificados de forma conservativa. Con respecto a las secuencias de acidos
nucleicos concretas, los variantes modificados de forma conservativa se refieren a los acidos nucleicos que codifican
secuencias de aminoacidos idénticas o fundamentalmente idénticas o, cuando el acido nucleico no codifica una
secuencia de aminoacidos, a secuencias fundamentalmente idénticas.

El término "anticuerpo” o "anticuerpos" puede incluir anticuerpos completos y/o fragmentos y/o derivados de
anticuerpos en forma no purificada o parcialmente purificada (por ejemplo, sobrenadante de hibridoma, fluido de
ascitis, antisuero policlonal) o en forma purificada. Un anticuerpo "purificado” puede ser un anticuerpo que esta
separado de al menos aproximadamente 50% de las proteinas con las que se encuentra en un principio (por
ejemplo, como parte de un sobrenadante de hibridoma o preparacion de fluido de ascitis). Preferiblemente, un
anticuerpo purificado esta separado de al menos aproximadamente 60%, 75%, 90%, o0 95% de las proteinas con las
gque se encuentra en un principio. Los derivados adecuados pueden incluir fragmentos (por ejemplo, Fab, Fab; o
anticuerpos monocatenarios (Fv, por ejemplo)), tal como se conocen en la técnica. Los anticuerpos pueden tener
cualquier forma u origen adecuado que incluye, por ejemplo, murino (por ejemplo, producidos por células de
hibridoma murino), o pueden expresarse como anticuerpos humanizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanos y similares. Los métodos para preparar y utilizar diversos tipos de anticuerpos son muy conocidos por los
expertos en la técnica y son adecuados para su uso (véase, por ejemplo, Harlow, et al., Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988; Harlow, et al., Using Antibodies: A Laboratory Manual, protocolo
portatil n.° 1, 1998; Kohler y Milstein, Nature, 256:495 (1975)); Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Riechmann
et al., Nature, 332:323-329 (1988); Presta (Curr. Op. Struct. Biol., 2:593-596 (1992); Verhoeyen et al. (Science,
239:1534-1536 (1988); Hoogenboom et al., J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581 (1991);
Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., J. Immunol.,
147(1):86-95 (1991); Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature, 368, 856-859 (1994);
Morrison, Nature, 368, 812-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology, 14, 845-851 (1996); Neuberger, Nature
Biotechnology, 14, 826 (1996); Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13, 65-93 (1995); asi como las patentes de
EE. UU. n.*® 4.816.567; 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016).

En ciertas aplicaciones, los anticuerpos pueden estar contenidos dentro de un sobrenadante de hibridoma o fluido
de ascitis y utilizarse directamente o después de una concentracién empleando técnicas convencionales. En otras
aplicaciones, los anticuerpos pueden purificarse ain mas empleando, por ejemplo, fraccionamiento de sales y
cromatografia de intercambio i6nico, o cromatografia de afinidad empleando ligandos de proteina A, proteina G,
proteina A/G, y/o proteina L acoplados covalentemente a un soporte soélido, tal como esferas de agarosa, o
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combinaciones de estas técnicas. Los anticuerpos pueden conservarse en cualquier formato adecuado, que incluye
como una preparacion congelada (por ejemplo, aproximadamente -20 °C o -70 °C), en forma liofilizada, o bajo
condiciones de refrigeracion normales (por ejemplo, aproximadamente 4 °C). Cuando se conservan en forma liquida,
se prefiere utilizar un tampon adecuado, tal como disolucién salina tamponada con Tris (TBS) o disolucion salina
tamponada con fosfato (PBS). Los anticuerpos y sus derivados pueden incorporarse en composiciones (por ejemplo,
unirse a oligonucledtidos) descritas en la presente para su uso in vitro o in vivo. Los anticuerpos también pueden
modificarse mediante el uso, por ejemplo, de una biotinilacién. También pueden ser adecuados para su uso otros
métodos para fabricar y emplear anticuerpos disponibles para los expertos en la técnica.

Los métodos descritos en la presente pueden ser (tiles para detectar y/o cuantificar una diversidad de acidos
nucleicos diana de una muestra de ensayo (por ejemplo, una muestra biolégica). Un acido nucleico diana es
cualquier acido nucleico para el cual se disefia un sistema de ensayo para identificar o detectar su presencia (0
ausencia) y/o para su cuantificacién en una muestra de ensayo. Estos acidos nucleicos pueden incluir, por ejemplo,
acidos nucleicos de agentes infecciosos (por ejemplo, virus, bacterias, parasitos y similares), un proceso de
enfermedad, tal como céancer, diabetes, o similares, o para medir una respuesta inmunoldégica. Los ejemplos de
"muestra de ensayo" incluyen diversos tipos de muestras, tales como muestras bioldgicas. Los ejemplos de
muestras bioldgicas incluyen, por ejemplo, un fluido corporal (por ejemplo, sangre, saliva, fluido espinal), una
muestra de tejido, un producto alimentario (por ejemplo, carne) o bebida (por ejemplo, leche) o similares. Otros
ejemplos de muestras bioldgicas pueden incluir sangre completa, suero, plasma, orina, fluido sinovial, saliva, fluido
cerebroespinal, infiltrado de tejidos, exudado cervical o vaginal, efusién pleural, fluido de lavado bronquioalveolar,
fluido de lavado gastrico, contenidos del intestino delgado o grueso, y especimenes de frotis de diversos orificios
corporales dispersos en un medio adecuado. Los acidos nucleicos expresados pueden incluir, por ejemplo, genes
cuya expresion (o falta de expresion) esta asociada con trastornos médicos, tales como enfermedades infecciosas
(por ejemplo, infecciones bacterianas, viricas, fangicas, protozoarias) o cancer. Los métodos descritos en la
presente también pueden utilizarse para detectar contaminantes (por ejemplo, bacterias, virus, hongos y/o
protozoos) en productos farmacéuticos, alimentarios o bebidas. Los métodos descritos en la presente también
pueden utilizarse para detectar alelos raros en presencia de alelos de tipo salvaje (por ejemplo, un alelo mutante en
presencia de 10°-10° alelos de tipo salvaje). Los métodos son (Utiles, por ejemplo, para detectar una enfermedad
residual minima (por ejemplo, células de cancer raras remanentes durante la remision, en especial mutaciones en el
gen p53 u otros genes supresores de tumores previamente identificados dentro de los tumores) y/o medir la carga
de mutacién (por ejemplo, la frecuencia de mutaciones somaticas especificas presentes en tejidos normales, tales
Ccomo sangre u orina).

También se proporcionan kits para realizar los métodos descritos en la presente. El kit puede comprender una o mas
sondas (por ejemplo, un anticuerpo conjugado con un oligonucleétido), una pareja de oligonuclettidos para
amplificar al menos un acido nucleico diana a partir de una muestra, un biocatalizador (por ejemplo, ADN
polimerasa) y/o las correspondientes una o mas sondas marcadas con un marcador detectable. El kit también puede
incluir muestras que contengan acidos nucleicos diana predefinidos para ser empleados en reacciones de control. El
kit también puede incluir opcionalmente disoluciones madre, tampones, enzimas, marcadores detectables o
reactivos necesarios para la deteccion, tubos, membranas y similares que pueden utilizarse para completar la
reaccion de amplificacion. En algunas realizaciones, se incluyen mdltiples conjuntos de cebadores. También se
contemplan otras realizaciones de sistemas y kits concretos, tal como entienden los expertos en la técnica.

Los expertos en la técnica reconoceran, o pueden determinar, sin emplear mas que la experimentacion habitual,
muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invencion descrita en la presente. El alcance de la
presente invencién no pretende estar limitado a esta descripcion.

A menos que sea evidente por el contexto, cualquier caracteristica puede ser reivindicada en combinacién con
cualquier otra, o puede ser reivindicada como no presente en combinacién con otra caracteristica. Una caracteristica
puede ser cualquier informacién que pueda caracterizar una invencién o que pueda limitar el alcance de una
reivindicacion, por ejemplo, cualquier variacién, etapa, caracteristica, propiedad, composicién, método, etapa, grado,
nivel, componente, material, sustancia, elemento, modo, variable, aspecto, medicién, cantidad, opcién, realizacion,
clausula, término descriptivo, elemento de reivindicacién o limitacion.

Las formas en singular "un/una” y "el/la" incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Pueden emplearse expresiones de aproximacion, tal como se emplean en la presente a lo
largo de la memoria descriptiva y reivindicaciones, para modificar cualquier representacién cuantitativa que pueda
variar permisivamente sin provocar un cambio en la funcién basica con la que se relacionada. Por consiguiente, un
valor modificado con un término tal como "aproximadamente” no se limita al valor concreto especificado. Cuando sea
necesario, se suministran intervalos, y estos intervalos incluyen todos los subintervalos incluidos en ellos.

En esta descripcion, el uso del singular puede incluir el plural, a menos que se indique especificamente lo contrario,
0 a menos, tal como entenderan los expertos en la técnica a la luz de la presente descripcién, que el singular sea la
Unica realizacion funcional. Asi, por ejemplo, "un/una" puede significar mas de uno o una, y "una realizacion" puede
significar que la descripcién se aplica a mdltiples realizaciones. La expresion "y/o" indica una manera abreviada de
indicar que la combinacién especifica se contempla en combinacion y por separado, en la alternativa.
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Se apreciara que existe un "aproximadamente" implicito antes de las temperaturas, concentraciones, tiempos, etc.,
analizados en las presentes indicaciones, de modo que las desviaciones ligeras e insustanciales estan dentro del
alcance de las presentes indicaciones. Ademas, el uso de "comprende”, "que comprende”, "comprendiendo”,
"contiene”, "que contiene”, "conteniendo”, "incluye", "que incluye", e "incluyendo" no pretende ser limitante. Se
entendera que tanto la anterior descripcion general como la descripcién detallada son solo ejemplos y explicaciones,
y no son restringen la invencion.

A menos que se indique especificamente en la anterior memoria descriptiva, las realizaciones en la anterior memoria
descriptiva que indiquen que "comprenden” diversos componentes también se contemplan como que "consisten” o
"consisten fundamentalmente" en los componentes indicados; las realizaciones en la anterior memoria descriptiva
que indiquen que "consisten" en diversos componentes también se contemplan como que "comprenden” o
"comprenden fundamentalmente” los componentes indicados; y las realizaciones en la anterior memoria descriptiva
qgue indiguen que "consisten fundamentalmente" en diversos componentes también se contemplan como que
"consisten en" o "comprenden” los componentes indicados (este intercambio no se aplica al uso de estos términos
en las reivindicaciones).

En general, las caracteristicas descritas en la presente pretenden ser opcionales a menos que se indique
explicitamente que sean necesarias en la memoria descriptiva. Los ejemplos no limitantes de expresiones que
indican que una caracteristica se considera opcional en la memoria descriptiva incluyen términos y expresiones tales
como ‘variacién,” "en ellla que,” "aunque,” "cuando,” "opcionalmente,” “incluye,” "preferido," "especial,"
"recomendado,” "aconsejable," "particular," "debe," "alternativa," "tipico," "representativo,” "diversos," "tal como,"
"similares," "puede," "ejemplo," "realizacién,” o "aspecto,” "en algunos/algunas,” "como ejemplo, o]
cualquier combinacion y/o variacion de estos términos o expresiones.

caso", "si

"Aislado" o "purificado" se refiere, en general, al aislamiento de una sustancia (compuesto, polinucleétido, proteina,
polipéptido, composicion de polipéptidos), de modo que la sustancia comprende un porcentaje significativo (por
ejemplo, mas del 2%, mas del 5%, mas del 10%, mas del 20%, mas del 50%, o mas, a veces mas del 90%, 95% o
99%) de la muestra en que reside. En ciertas realizaciones, un componente sustancialmente purificado comprende
al menos 50%, 80%-85%, 0 90-95% de la muestra. Las técnicas para purificar polinucleétidos y polipéptidos de
interés son muy conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia
de afinidad y sedimentacién segun la densidad. En general, una sustancia esta purificada cuando existe en una
muestra en una proporcion mayor que la que se encuentra en la naturaleza.

La identidad de secuencia (también llamada homologia) se refiere a la similitud en secuencia de dos o mas
secuencias (por ejemplo, secuencias de nucledtidos o de polipéptido). En el contexto de dos o mas secuencias
homélogas, el porcentaje de identidad u homologia de las secuencias o0 sus subsecuencias indica el porcentaje de
todas las unidades monoméricas (por ejemplo, nucledtidos o aminoacidos) que son iguales (por ejemplo, una
identidad de aproximadamente 70%, preferiblemente una identidad de 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99%). El
porcentaje de identidad puede indicarse con respecto a una region especificada, cuando se compara y se alinea
para su maxima correspondencia a lo largo de una ventana de comparacion, o una region designada, medida
empleando algoritmos de comparacion de secuencias BLAST o BLAST 2.0 con los parametros por defecto descritos
a continuacién, o mediante alineamiento manual e inspeccion visual. Se dice que las secuencias son
"sustancialmente idénticas" cuando existe al menos 90% de identidad al nivel de aminoacidos o al nivel de
nucleétidos. Esta definicion también se refiere al complemento de una secuencia de ensayo. Preferiblemente, la
identidad existe a lo largo de una regién que tiene una longitud de al menos aproximadamente 25, 50, o 100 restos,
0 a lo largo de la longitud completa de al menos una secuencia comparada. Un algoritmo preferido para determinar
el porcentaje de identidad de secuencia y de similitud de secuencia son los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, que se
describen en Altschul et al., Nuc. Acids Res., 25:3389-3402 (1977). Otros métodos incluyen los algoritmos de Smith
y Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), y Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol., 48:443 (1970), etc. Otra
indicacion de que dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus
complementos se hibridan entre si bajo condiciones rigurosas.

Cualquier indicacion de que una caracteristica sea opcional pretende proporcionar un apoyo adecuado (por ejemplo,
art. 83 y 84 de EPC) para las reivindicaciones que incluyen expresiones cerradas o exclusivas 0 negativas con
referencia a la caracteristica opcional. Las expresiones exclusivas excluyen especificamente la caracteristica
concreta enunciada de incluir cualquier otra cuestion. Por ejemplo, si se indica que A puede ser un farmaco X, esta
expresion pretende proporcionar apoyo para una reivindicacion que explicitamente especifica que A solo consiste en
X, 0 que A no incluye ningln otro farmaco aparte de X. Las expresiones "negativas" explicitamente excluyen la
propia caracteristica opcional del alcance de las reivindicaciones. Por ejemplo, si se indica que el elemento A puede
incluir a X, esta expresion pretende proporcionar apoyo para una reivindicacion que explicitamente especifica que A
no incluye a X. Los ejemplos no limitantes de expresiones y términos exclusivos o negativos incluyen "solo,"
"solamente," "consiste en," "consiste fundamentalmente en," "por si solo/sola,” "sin", "en ausencia de (por ejemplo,
otros articulos del mismo tipo, estructura y/o funcién)" "excluyendo,” "no incluye"”, "no", "no puede,” o cualquier
combinacién y/o variacion de dichas expresiones.

De modo similar, los referentes tales como "un," "una," "dicho," o "el/la," pretenden apoyar tanto el singular como el
plural, a menos que el contexto indique lo contrario. Por ejemplo "un perro” pretende apoyar un perro, no mas de un
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perro, al menos un perro, una pluralidad de perros, etc. Los ejemplos no limitantes de expresiones y términos
calificativos que indican singularidad incluyen "un Gnico", "uno," "solo", "solo uno," "no mas de uno", etc. Los
ejemplos no limitantes de expresiones y términos calificativos que indican pluralidad (potencial o real) incluyen "al
menos uno," "uno o mas," "mas de uno," "dos o0 mas," "una multiplicidad," "una pluralidad," "cualquier combinacion
de," "cualquier permutaciéon de," "uno/una cualquiera o mas de," etc. Las reivindicaciones o las descripciones que
incluye "0" entre uno o mas miembros de un grupo se consideran satisfechas si uno o mas de uno o todos los
miembros del grupo estan presentes, son empleados o resultan pertinentes de otra forma en un producto o proceso
concreto a menos que se indique lo contrario 0 que sea evidente de otro modo a partir del contexto.

En las reivindicaciones, cualquier verbo activo (0 su gerundio) pretende indicar la correspondiente accién real o
intentada, aunque no se produzca ninguna accion real. Por ejemplo, el verbo "hibridar" y su forma en gerundio
"hibridando" y similares se refieren a la hibridacién real o al intento de hibridacion poniendo en contacto secuencias
de acidos nucleicos bajo condiciones adecuadas para la hibridacion, aunque no se produzca una hibridacion real. De
forma similar, "detectar" y "deteccion”, cuando se emplean en las reivindicaciones, se refieren a la deteccion real o al
intento de deteccidn, aunque no se detecte realmente ninguna diana.

Cuando en la presente se mencionan intervalos, se incluyen los limites finales. Ademas, debe entenderse que, a
menos que se indique lo contrario 0 que sea evidente de otro modo a partir del contexto y comprension de los
expertos en la técnica, los valores que se expresan como intervalos pueden asumir cualquier valor especifico o
subintervalo dentro de los intervalos mencionados en diferentes realizaciones de la invencion, hasta una décima
parte de la unidad del limite inferior del intervalo, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Ciertas realizaciones se describen mas fondo en los siguientes ejemplos.
Ejemplos
Ejemplo 1

En un ejemplo de una realizacion de procesos de ensayo de acoplamiento por proximidad (PLA) tipicos (Fig. 1), la
mezcla de sondas (por ejemplo, que comprende dos sondas, A y B (cada sonda comprende un componente de oligo
de estreptavidina "SAO" y un componente de anticuerpo "Ab") en un tampdn de dilucion de sondas "PDB") y una
muestra de ensayo (en tampon de dilucion de muestra "SDB") se relinen en una reaccion de unién. Después de la
reaccion de union (por ejemplo, a 37 °C durante 1 hora), la mezcla de reaccidon de acoplamiento se afiade para
realizar la reaccion de acoplamiento. Para preparar la mezcla de reaccion de acoplamiento, se diluyen una ligasa y
el tampén de acoplamiento. Después de la reaccion de acoplamiento (por ejemplo, a 37 °C durante 10 minutos), el
producto acoplado se estabiliza mediante una digestion con proteasas; la proteasa después se inactiva (por ejemplo,
empleando calor mediante una incubacion a at 37 °C durante 10 minutos, seguido de 95 °C durante 5 minutos).
Habitualmente, una porcion del producto acoplado se traslada a la mezcla de reaccién de PCR a tiempo real (que
comprende cebadores de PCR y la mezcla de sondas de proximidad "PCR-PP"), y después se coloca en la placa de
reaccion de PCR en un instrumento de gPCR. Entonces puede desarrollarse la deteccion y la cuantificacion del
producto acoplado empleando técnicas convencionales.

Se ilustra un diagrama esquematico de un ejemplo de un proceso de PLA mejorado en Fig. 2. Tal como se muestra
en la figura, la reaccién de unién es la misma que la mostrada en Fig. 1. Sin embargo, en algunas realizaciones de
los procesos mejorados descritos en la presente, tal como se muestra en Fig. 2, se aflade ligasa a la mezcla de
PCR a tiempo real (que comprende una mezcla de cebadores de PCR, sondas de proximidad y puentes "PCR-PPS")
que entonces se afiade directamente a la reaccidon de unién. En ciertas realizaciones de los procesos de PLA
mejorados, se prepara una muestra de ensayo (por ejemplo, un lisado celular), se deja que se desarrolle una
reaccion de union y después se afiade directamente a esta un tampén de acoplamiento. A esta mezcla después se
le afiade una mezcla de sondas de proximidad y una mezcla de PCR. Esta mezcla de reaccion combinada después
se incuba durante una cantidad de tiempo adecuada (por ejemplo, a temperatura ambiente durante 20 minutos y
después a 96 °C durante 5 min) y se realiza una PCR. La mezcla de reacciéon de PCR después se deposita sobre la
placa de reaccién en un instrumento de gPCR y entonces puede desarrollarse la deteccién y la cuantificacion del
producto acoplado empleando técnicas convencionales (como en los procesos de PLA tipicos).

Ejemplo 2

También se comparan ejemplos de realizaciones de procesos de PLA tipicos y mejorados en Figs. 3A y 3B. Tal
como se muestra en las realizaciones ilustradas en estas figuras, los procesos tipicos incluyen la preparacion de la
muestra, una reaccion de unién, acoplamiento, inactivacion de la ligasa empleando una proteasa, inactivacion de la
proteasa (por ejemplo, empleando calor), seguido de una PCR a tiempo real. Para realizar la etapa de PCR, una
porcién de la mezcla de reaccion que contiene la ligasa y la proteasa inactivadas se traslada a una placa de PCR, y
se afiade a esta la "mezcla de PCR" (por ejemplo, que contiene cebadores, dNTP, polimerasa y similares).

Tal como se muestra en Fig. 3B, el proceso mejorado puede eliminar el uso de una proteasa y la dilucion de la
mezcla de reaccion antes de la PCR. Tal como se muestra en la figura, la ligasa puede inactivarse empleando calor,
y la mezcla de reaccion resultante puede colocarse directamente en el ensayo de qPCR. Asi, algunas realizaciones
del flujo de trabajo de PLA mejorado emplean los productos de la reaccion de unidon completos en el pocillo de la
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PCR a tiempo real. Esto proporciona un flujo de trabajo simplificado y una dilucién reducida de la mezcla de
reaccion. Como resultado, en algunas realizaciones preferidas de los procesos de PLA mejorados, la mezcla de
reaccion de PCR contiene una mayor concentracion del producto acoplado (por ejemplo, el acido nucleico diana).

Para reducir el acoplamiento de sondas de no unién, puede reducirse la concentracién de las sondas. También
puede reducirse la longitud del puente (por ejemplo, conector) de oligo y la concentracion para minimizar la
probabilidad de una hibridacién en disolucién estimulada por un acoplamiento de no unién al antigeno (por ejemplo,
una longitud de los oligonucle6tidos conectores de al menos 14 bases (por ejemplo, 9 bases que se solapan con una
primera sonda de oligo y 5 bases que se solapan con una segunda sonda de oligo (9+5)) frente a una longitud de los
oligonucleétidos conectores de al menos 18 bases (por ejemplo, 9 bases que se solapan con una primera sonda de
oligo y 9 que se solapan con una segunda sonda de oligo (9+9)). En estas realizaciones, puede emplearse una
ligasa de huella pequefia (SFL). Tal como se describe en la presente, una SFL puede acoplarse a oligonucle6tidos
que tienen una longitud de conector de oligo de tan solo 3 bases de ADN hibridado adyacentes al 5'-fosfato del ADN
hibridado. Para combinar el acoplamiento y la reaccion de PCR en una etapa, en algunas realizaciones el ATP
(cofactor para la ligasa) puede omitirse opcionalmente de la mezcla de reaccién. Para mantener la funcion ligasa, en
otras realizaciones, la SFL puede preenriquecerse con ATP antes de su purificacion y uso.

En algunas realizaciones de los procesos de PLA mejorados, pueden utilizarse puentes de oligos considerados
como puentes simétricos o puentes asimétricos dependiendo del nimero de nucleétidos que se hibridan con cada
una de las dos sondas de oligos que conectan. La Fig. 4 es un diagrama de tipos de puentes asimétricos y
simétricos para su uso en los procesos de PLA mejorados descritos en la presente. Los puentes asimétricos (0
"conectores") se extienden a través de las dos sondas de oligos separadas (por ejemplo, la sonda de oligo A y B),
teniendo uno de los extremos del puente (por ejemplo, cualquiera de los extremos 3' 0 5') mas nucledtidos que se
hibridan con una de las sondas de oligos que el otro extremo del puente que tiene nucleotidos que se hibridan con la
sonda de oligo alternativa (Fig. 4A). Los puentes simétricos se extienden a través de las dos sondas de oligos
separadas (por ejemplo, la sonda de oligo A y B), teniendo ambos extremos del puente (por ejemplo, el extremo 3'y
el extremo 5') el mismo ndimero de nucleétidos que se hibridan con cada una de las dos sondas de oligos (Fig.
4BA).

Tanto los puentes asimétricos como los simétricos pueden tener cualquier nimero de nucleétidos intermedios entre
cada uno de sus extremos 3'y 5' que se hibridan con las sondas de oligos separadas. Como alternativa, pueden no
existir nucledtidos intermedios entre cada uno de los extremos 3'y 5' que se hibridan con las sondas de oligos.

Ejemplo 3

Fig. 5 proporciona una comparacion entre los resultados obtenidos empleando ejemplos de realizaciones de un
proceso tipico (kit abierto de ensayos de proteinas TagMan de Life Technologies, Inc.; "PLA1") y un proceso
mejorado (empleando los métodos descritos en la presente; "PLA2"). Ambos ensayos se disefiaron para detectar
CSTB en un lisado de células NTera2. La reaccién de union es idéntica para PLAL1 y PLA2 empleando el protocolo y
los reactivos recomendados por el fabricante (Life Technologies, Inc.) en reacciones de unién con un volumen de 4
pl. Después de la reaccion de unién, PLA1 avanza siguiendo el protocolo y con los reactivos del fabricante. La
reaccion de PLA2 se combiné con 16 pl de la mezcla de reaccién de acoplamiento-PCR. La mezcla de reaccion de
acoplamiento-PCR consiste en 10 pl de la mezcla maestra rapida de ensayo de proteinas TagMan (Life
Technologies, Inc.), 1 ul de ensayo de PCR universal y el oligonucleétido conector 9+5 y la ligasa SFL, y 5 pl de
agua destilada. Se dejo que la reaccion de acoplamiento se desarrollase durante 10 minutos. El producto acoplado
después se colocd en un instrumento de PCR a tiempo real (SteplPlus) y se utiliza segun las instrucciones del
fabricante.

Tal como se describid anteriormente, en algunas realizaciones, el proceso mejorado (PLA2) introduce mas
moléculas diana en la etapa de PCR (por ejemplo, lo cual provoca que se generen mas amplicones). La mejora
proporcionada con ello se muestra en Fig. 5. Tal como se muestra en la figura, la dCT del proceso mejorado (PLA2)
es mucho mejor comparada con el proceso tipico (PLA1l). En este ejemplo de realizacién, el proceso mejorado
proporciona una mejora de al menos aproximadamente una a tres veces en dCt frente al proceso tipico.

El proceso mejorado también proporciona una mayor sensibilidad de ensayo. Tal como se muestra en el ejemplo de
realizacién en Fig. 6, el proceso mejorado proporciona un aumento en aproximadamente dos a diez veces en la
sensibilidad frente al proceso tipico (Fig. 6). La sensibilidad se calcula como el cambio en nimero de veces de la
cuantificacion relativa (RQ) empleando los resultados del proceso tipico como calibrador. La dCt del proceso
mejorado se calcula como la mejora en nimero de veces frente al proceso tipico. Puesto que la RQ se calcula a
partir de un umbral de dCt de 2, el cambio en nimero de veces es, por tanto, indicativo de la mejora en la
sensibilidad. Los datos demuestran que la sensibilidad del ensayo mejora en al menos 2 veces, determinada
empleando cinco dianas diferentes (GFP, hCSTB, hICAM1, hLIN28, y hOCT3/4). Los datos de GFP se generaron
utilizando los procesos tipico (por ejemplo, PLA1) y mejorado (por ejemplo, PLA2) segun se describié anteriormente,
empleando un lisado de células al cual se le afiadié rGFP (por ejemplo, un lisado de células "sembrado") y usando
una sonda de GFP.
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Ejemplo 4
En este ejemplo, se ensayaron dos longitudes de puente diferentes a diversas concentraciones.

Los experimentos de PLA se realizaron empleando condiciones de PLA tipicas (kit abierto de ensayo de proteinas
TagMan de Life Technologies, Inc.) segun las instrucciones del fabricante empleando una ligasa de T4, excepto que
se variaron las concentraciones del puente dentro del intervalo de 3,1 nM a 1000 nM. También se disefiaron puentes
que tienen dos longitudes de puente diferentes de 18 (9+9; "99") o 16 (8+8; "88"). Se emplearon sondas de ensayo
de cistatina B (CSTB) (del kit de ensayo de expresién de proteinas TagMan (Human CSTB); Life Technologies, Inc.)
para detectar 1000 pM o 0 pM (sin control de proteinas; "NPC") de proteina CSTB recombinante en el tampon. Los
valores de Ct se representaron graficamente para cada concentracion de puente y los valores de delta Ct (valores de
NPC Ct menos los valores de CSTB Ct) y se representaron graficamente para cada concentraciéon usada.

Tal como se muestra en Fig. 7, se observé una reduccion en delta Ct para el puente 99 a una concentracion baja de
3,1 nM, comparado con las concentraciones mas altas usadas. También se observé una delta Ct para el puente 88 a
una concentracion de 25 nM comparado con concentraciones mas altas. De modo global, estos datos demuestran
que se reducen los productos acoplados cuando la longitud del puente disminuye cuando se emplea la ligasa de T4.

Ejemplo 5
En este ejemplo, se ensayaron cinco longitudes de puente diferentes empleando una Unica concentracién.

Los experimentos de PLA se realizaron empleando métodos similares al descrito en el ejemplo 4, excepto que se
empled la ligasa SF en lugar de la ligasa de T4. Brevemente, se disefiaron puentes para que tuvieran diferentes
longitudes de puente de 12 (3+9), 13 (4+9), 14 (5+9 o 7+7), 17 (8+9), o 18 (9+9). La concentracion utilizada para
cada uno de estos puentes fue de 100 nM. Se preparé un lisado de Raji (kit de control de lisados de expresion de
proteinas de Life Technologies, Inc.) a 500 células/reaccion o 0 células/reaccion ("NPC") y se emplearon sondas de
ensayo de CSTB (del kit de ensayo de expresion de proteinas TagMan (CSTB humana); Life Technologies, Inc.)
segun las instrucciones del fabricante. Los valores de Ct se representaron graficamente para cada tipo de puente y
los valores de delta Ct (valores de NPC Ct menos los valores de Ct de 500 células de entrada ) y se representaron
graficamente para cada uno.

Tal como se muestra en Fig. 8, se observo un aumento en dCT para los puentes con una longitud de 12 nucledétidos
hasta 14 nucledtidos (que incluyen tipos de puentes asimétricos y simétricos). Esto demuestra que la ligasa SF es
capaz de acoplar puentes asimétricos y simétricos de longitudes mas cortas y mas largas.

Ejemplo 6
En este ejemplo se comparé la ligasa de T4 con dos ligasas SF diferentes (por ejemplo, SF y DLxD).

Se realizaron experimentos de PLA empleando métodos similares al descrito en el ejemplo 5, empleando las ligasas
indicadas y los puentes de longitud variable, segun se indica. Brevemente, se disefiaron puentes que tienen dos
longitudes de puente diferentes de 14 (5+9; "95") 0 18 (9+9; "99"). La concentracién utilizada para cada uno de estos
puentes fue de 100 nM. Se prepar6 un lisado de Raiji (kit de control de lisados de expresion de proteinas de Life
Technologies, Inc.) a 500 células/reaccion o 0 células/reaccion ("NPC") y se emplearon sondas de ensayo de CSTB
(del kit de ensayo de expresion de proteinas TagMan (CSTB humana); Life Technologies, Inc.) segun las
instrucciones del fabricante. Los valores de Ct se representaron graficamente para cada tipo de ligasa y de puente y
los valores de delta Ct (valores de NPC Ct menos los valores de Ct de 500 células de entrada ) y se representaron
graficamente para cada uno.

Tal como se muestra en Fig. 9, la ligasa de T4 no produjo una dCt perceptible empleando el puente de 5+9. Sin
embargo, ambas ligasas SF, SF y DLxD, fueron capaces de acoplar el ADN diana empleando tipos de puentes mas
cortos. En este experimento, la SF empleada con el puente de 5+9 produjo la dCt mas alta.

Los procesos mejorados descritos en la presente y ejemplificados a lo largo de los anteriores ejemplos, proporcionan
unos tiempos mas rapidos desde el inicio del proceso hasta la obtencion de resultados (mas rapidos), reducen el
tiempo de manipulacién (mas sencillos y mas baratos), reducen la utilizacion de equipo de laboratorio de plastico
(mas baratos y mas verdes), y aumentan las sefiales y las sensibilidades. Estos procesos mejorados proporcionan
un flujo de trabajo simplificado combinando las etapas de acoplamiento y PCR, reducen el factor de dilucion desde la
etapa de union a la del acoplamiento, reducen la concentracion de sonda de union para permitir un factor de dilucién
reducido, el uso de oligos conectores mas cortos para controlar la sefial de fondo, el uso de una concentracion mas
baja de oligos conectores para controlar la sefial de fondo, el uso de una ligasa SF para poder utilizar una longitud
de oligo conector mas corta, un esquema de ligasa SF enriquecido en ATP para omitir el ATP en la etapa de
acoplamiento-PCR, y permiten el uso del volumen de reaccion completo para mejorar la sefial y la sensibilidad del
PLA.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para acoplar al menos dos oligonucleétidos para producir un oligonucleétido acoplado y amplificar el
oligonucledtido acoplado, en el que el acoplamiento y la amplificacion se producen en una Unica mezcla de reaccion,
comprendiendo dicho método las etapas, en combinacién, de:

a) poner en contacto una proteina diana o analito con al menos una primera y una segunda sonda, teniendo cada
sonda una especificidad de unién por la proteina o el analito y estando unida al menos a un tipo de oligonucledtido;

b) acoplar entre si los oligonucleétidos sobre la primera y la segunda sonda empleando

(i) una ligasa seleccionada del grupo que consiste en la ligasa de SEQ ID NO:77, la ligasa de SEQ ID NO:78, la
ligasa de SEQ ID NO:79, la ligasa de SEQ ID NO:80, la ligasa de SEQ ID NO:81, la ligasa de SEQ ID NO:82, y sus
combinaciones, y

(i) un puente oligonucleotidico, en el que dicho puente oligonucleotidico comprende un extremo 3' de cuatro a nueve
bases de longitud, y un extremo 5' de cuatro a nueve bases de longitud,

para producir un acido nucleico diana y amplificar el acido nucleico diana; y,
c¢) detectar el acido nucleico diana amplificado.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que al menos uno de dichos oligonucleétidos comprende al menos tres
nucledtidos.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que dichos oligonucleétidos sobre dicha primera y segunda sonda son al
menos parcialmente complementarios entre si.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho oligonucleétido acoplado se amplifica
empleando la reaccion en cadena con polimerasa (PCR), y en el que dicho oligonucleétido acoplado amplificado se
detecta empleando una PCR cuantitativa (QPCR).

5. Un método para detectar una diana en una muestra, en el que:

a) se une una primera y una segunda sonda, cada una de las cuales se une especificamente a la diana, en las que
cada una de las sondas comprende una cola oligonucleotidica;

b) se acoplan la primera y la segunda cola oligonucleotidica empleando

(i) una ligasa seleccionada del grupo que consiste en la ligasa de SEQ ID NO: 77, la ligasa de SEQ ID NO: 78, la
ligasa de SEQ ID NO: 79, la ligasa de SEQ ID NO: 80, la ligasa de SEQ ID NO: 81, la ligasa de SEQ ID NO: 82,y
sus combinaciones, y

(i) un puente oligonucleotidico, en el que dicho puente oligonucleotidico comprende un extremo 3' de cuatro a nueve
bases de longitud, y un extremo 5' de cuatro a nueve bases de longitud,

produciendo con ello un molde oligonucleotidico acoplado; y,

c) se realiza una reaccion en cadena de polimerasa (PCR) del molde oligonucleotidico a lo largo del primer y el
segundo oligonucleétido para cuantificar el molde, en el que las etapas b) y ¢) se realizan en la misma mezcla de
reaccion.

6. El método de la reivindicacion 5, en el que la longitud de dicha primera y segunda cola oligonucleotidica es de al
menos 3 nucledtidos.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dicho extremo 3' de dicho puente oligonucleotidico se solapa con al
menos 3 nucledtidos de dicha primera cola oligonucleotidica y/o dicho extremo 5' de dicho puente oligonucleotidico
se solapa con al menos 3 nucleétidos de dicha segunda cola oligonucleotidica.

8. El método de las reivindicaciones 6 o 7, en el que los extremos 3'y 5' de dicho puente oligonucleotidico son
simétricos o asimétricos entre si.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 5 a 8, en el que dicha primera y/o segunda sonda
comprende ademas un anticuerpo o una porcion de anticuerpo especificos para dicha diana.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que dicho puente oligonucleotidico esta
blogueado en su extremo 3.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que se omite el ATP de la mezcla de reaccion
en la etapa b), y en el que dicha ligasa se pone en contacto con adenosina trifosfato antes del uso en la etapa b).
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12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que dicha ligasa se inactiva después del
acoplamiento empleando calor.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que dicho molde se cuantifica empleando una
PCR a tiempo real.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, en el que dicho ensayo de PCR a tiempo real es un
ensayo TaqMan.
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FIGURA 1
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FIGURA 2

PLA mejorado
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FIGURA 3
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FIGURA 4

Puentes de oligos asimétricos y simétricos
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FIGURA 5
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FIGURA 6

Cambio en n.° de veces (lineal)
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FIGURA7
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FIGURA 8

Efecto de la longitud del puente con ligasa SF
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FIGURA 9

3 ligasas comparadas
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