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DESCRIPCION
Inmunoensayo para la deteccién de miARNs
Campo de la invencion
La presente invencién se relaciona con métodos para detectar un microARN en una muestra biolégica.
Antecedentes de la invencion

Muy recientemente, el diagndstico molecular ha ganado cada vez mas importancia. Ha encontrado una entrada en el
diagnostico clinico de enfermedades (entre otras, la deteccion de patdgenos infecciosos, la deteccién de mutaciones
del genoma, la deteccién de células enfermas y la identificacién de factores de riesgo para la predisposicion a una
enfermedad). Sin embargo, entretanto los métodos de diagndstico molecular también estan encontrando sus usos en
medicina veterinaria, analisis ambiental y pruebas de alimentos. En particular, a través de la determinacion de la
expresion génica en los tejidos, el andlisis de acidos nucleicos abre nuevas posibilidades muy prometedoras en el
estudio y diagndstico de la enfermedad. Con el fin de reducir los costes y mantener el tiempo de procesamiento desde
la recepcion de la muestra hasta la determinacion del resultado analitico (también denominado "tiempo de resultado")
tan corto como sea posible, es un objetivo prioritario hacer que los métodos para detectar acidos nucleicos sean tan
eficientes como sea posible y en la medida de lo posible realizarlas con automatizacion. Esto se aplica especialmente
a los diagnésticos. Los procedimientos que pueden llevarse a cabo en recipientes de reaccion que difieren lo menos
posible y pueden llevarse a cabo en formatos estandarizados (por ejemplo, un formato de placa de microtitulacion de
96 pozos) son bien adecuados para la automatizacioén ya que en estos métodos pueden utilizarse robots de pipeteo
eficientes. Por lo tanto, en el estado de la técnica existe la necesidad de un analisis de muestras simple, eficiente y
automatizable.

Hoy en dia, las secuencias especificas de acido nucleico se detectan o cuantifican tipicamente por, por ejemplo,
ensayos de hibridacién heterogénea, métodos de PCR o secuenciacion directa. Ese tipo de ensayos tipicamente
tienen un tiempo bastante largo de dar resultados, lo que los hace dificiles de aplicar para situaciones médicas criticas,
por ejemplo, en el curso de eventos cardiacos. Ademas, las pruebas actuales no son adaptables a los analizadores
de inmunoensayo, que son las plataformas mas destacadas en marcos de laboratorio clinico o de puntos de atencién,
tales como salas de emergencia.

Los acidos nucleicos de interés que se han de detectar incluyen ADN gendmico, ARNm expresado y otros ARNSs tales
como MicroARNs (abreviado como miARNS). Los miARNs son una nueva clase de ARNs pequefios con diversas
funciones bioldgicas (A. Keller et al., Nat Methods., 2011 8(10):841-3). Son moléculas de acido ribonucleico (ARN)
cortas (promedio de 20-24 nucle6tidos) encontradas en células eucariotas. Se han identificado varios cientos de
especies diferentes de microARNSs (es decir, varios cientos de secuencias diferentes) en mamiferos. Son importantes
para la regulacion de genes posttranscripcionales y se enlazan a secuencias complementarias en las transcripciones
de ARN mensajero diana (mARNS), que pueden conducir a la represion traslacional o a la degradacién del objetivo y
al silenciamiento de genes. Como tales, también pueden utilizarse como marcadores biolégicos para fines de
investigacion, diagnostico y terapia. En el estado de la técnica anterior, también se detectan y cuantifican miARNs
mediante ensayos de hibridaciéon heterogénea o secuenciacién directa. Es un reto particular cuantificar de manera
fiable los miARNS, ya que estos son de manera intrinseca quimicamente inestables y propensos a la degradacion.
Esto se debe a la inestabilidad quimica del ARN, el hecho de que los miARN estan presentes como acidos nucleicos
de cadena sencilla y debido a su corta longitud.

En un enfoque diferente, Quavit et al. (Anal. Chem., 2011, 83(15), pp 5949-5956) emplean sensores gravimétricos
recubiertos con oligonucledtidos para enlazar miARNSs. Los hibridos resultantes estan enlazados por anticuerpos anti
ADN:ARN y la diferencia de masa entre hibrido e hibrido con anticuerpo enlazado se detecta gravimétricamente. Dado
que las sondas de acido nucleico son parte del sensor, este enfoque es inflexible con respecto al acido nucleico diana
de interés, ya que un sensor individual necesita configurarse para cada acido nucleico diana de interés.

Un problema adicional es que muchas aplicaciones en la investigacion y diagndstico molecular biol6gico requieren la
determinacion de la cantidad o concentracion de acidos nucleicos particulares en una muestra. El método estandar
para cuantificar acidos nucleicos es por reaccion de PCR, empleando un patrén interno de concentraciéon conocida y/o
utilizando PCR en tiempo real. De manera desventajosa, sin embargo, estos métodos tienen un intervalo dinamico
limitado. El intervalo dinamico tipico esta entre 1 a 100 y 1 a 1.000, pero el intervalo de concentraciones de acido
nucleico a medir es a menudo claramente méas grande, por ejemplo 1 a 1.000.000. Ademas, los métodos de PCR se
han percibido como poco fiables para la cuantificacién debido a la posibilidad de contaminacién y cinética enzimatica
no lineal.

Definiciones
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A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el mismo significado que
cominmente entiende una persona experimentada en la técnica a la que pertenece esta invencion.

El término “anticuerpo”, como se usa aqui, se refiere a una proteina de inmunoglobulina o un fragmento del mismo,
siendo dicho fragmento capaz de enlazar especificamente a un antigeno. Un anticuerpo, que incluye un fragmento de
anticuerpo, adecuado para la invencién, puede ser monoclonal, policlonal, de cualquier fuente de organismo huésped,
expresado de forma recombinante o producido artificialmente de otro modo y de cualquier tipo de inmunoglobulina. En
el contexto de lainvencién, el anticuerpo es capaz de enlazar a un antigeno que comprende un hibrido de una molécula
de acido nucleico de interés y una sonda de acido nucleico.

El término "hibridacién", tal como se utiliza aqui, se refiere al proceso de combinacion de acidos nucleicos de cadena
sencilla complementarios o analogos de nucleétidos en una Ginica molécula de doble cadena, el denominado “hibrido”.
Los nucledtidos o analogos de nucledtidos se enlazaran a su complemento bajo condiciones normales, de modo que
dos cadenas complementarias se enlazaran entre si facilmente. Se pueden usar sondas de cadena sencilla para
encontrar secuencias diana complementarias. Si tales secuencias existen en la muestra, las sondas se hibridaran a
dichas secuencias que pueden entonces ser detectadas.

El término "inmunoensayo", tal como se usa aqui, se refiere a la deteccion o cuantificacién de un analito, tal como un
acido nucleico de interés, que comprende una reaccion inmune entre un anticuerpo y un antigeno. En el contexto de
la invencion, el analito a detectar o cuantificar comprende un microARN de interés.

Una "unidad estructural marcadora" en el sentido de la invencion, tendra el significado corriente de este término que
es bien conocido por la persona experimentada en la técnica de biologia molecular. La unidad estructural marcadora
puede comprender un compafiero de enlace de un par de enlace especifico, en el que la reaccion de enlace respectiva
se utiliza para acoplar la unidad estructural marcadora a un marcador detectable. Ademas, la propia unidad estructural
marcadora puede comprender cualquier marcador detectable. La deteccion puede conseguirse de cualquier manera
adecuada, por ejemplo, por deteccion Optica, deteccion quimica, deteccién electroquimica, deteccion radiactiva,
deteccién magnética o cualquier otro modo adecuado de deteccion. Ejemplos de unidades estructurales marcadoras
incluyen marcadores enzimaticos, marcadores cromogénicos, marcadores fluorescentes, marcadores
quimioluminiscentes, marcadores radiactivos y marcadores magnéticos.

El término “marcador” o “biomarcador” se refiere a una molécula biolégica, por ejemplo, un acido nucleico, péptido,
proteina, hormona, etc., cuya presencia o concentracion puede detectarse y correlacionarse con una condicion
conocida, tal como un estado patolégico.

El término “acido nucleico” pretende indicar cualquier molécula de acido nucleico y/o moléculas analogas compuestas
por una secuencia de nucleotidos que incluye ADN, ADNc y/o ADN genémico, ARN, preferiblemente miARN, acido
nucleico peptidico (ANP), acido nucleico cerrado (ANL) y/o morfolino.

"Acido nucleico de interés", dentro del significado de la invencion se refiere a un microARN diana que ha de ser
detectado y/o cuantificado. En particular, este término se refiere a un microARN que tiene una secuencia especifica
predeterminada.

Las "sondas de acido nucleico", en el sentido de la invencidn, tendran el significado corriente de este término que es
bien conocido por el experto en la materia de biologia molecular. En una realizacion preferida de la invencion se
entenderd que son moléculas polinucleétidas que tienen una secuencia idéntica, complementaria u homdloga al
complemento de regiones de un microARN diana de interés que ha de ser detectado o cuantificado. En otra realizacién
mas, los analogos de nucledtidos también estan comprendidos para ser usados como sondas de &acido nucleico.

Los términos "muestra”, "muestra bioldgica" o "muestra clinica", tal como se utilizan aqui, se refieren a cualquier
muestra que contenga un acido nucleico de interés. Se puede obtener una muestra de un paciente. La muestra puede
ser de cualquier tejido o fluido biologico. Tales muestras incluyen, pero no se limitan a, esputo, sangre, suero, plasma,
células sanguineas (por ejemplo, glébulos blancos), tejido, muestras de biopsia, muestras de frotis, muestras de
lavado, muestras de hisopo, fluidos corporales que contienen células, acidos nucleicos de flotacion libre, orina, fluido
peritoneal y liquido pleural, liquido cefalorraquideo, orina, heces, fluido lagrimal o células del mismo. Las muestras
biolégicas también pueden incluir secciones de tejidos tales como secciones congeladas o fijas tomadas con fines
histologicos o células microdisecadas o partes extracelulares de las mismas.

El término "fase sélida", tal como se utiliza aqui, se refiere a un objeto que consiste en un material poroso y/o no
poroso que es insoluble en el sistema disolvente usado (por ejemplo, insoluble en agua). Puede tener una gran
variedad de formas tales como vasos, tubos, placas, esferas, microparticulas, varillas, tiras, papel de filtro, papel de
cromatografia, etc. El término "fase sdlida enlazada" se refiere a un objeto, tal como un anticuerpo, estando unido a la
fase solida de tal manera que no se separe y se disuelva en solucién cuando se realizan los métodos de la invencion
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descritos aqui. El enlace se puede conseguir, por ejemplo, por fisisorcion, quimisorcion, enlace covalente, como se
conoce en la técnica.

Objeto de la invencion

El problema técnico subyacente a la presente invencién es proporcionar un método para la deteccién de microARNs
gue sea facilmente adaptable a microARNs con diferentes secuencias y que sea facilmente adaptable a plataformas
de laboratorio automatizadas o marcos de tipo punto de atencién.

Es otro objeto de la invencion proporcionar un método para la deteccion de microARNs que permita obtener resultados
cuantificables con un intervalo dindmico mejorado.

Estos objetos se cumplen con los métodos de acuerdo con las reivindicaciones independientes de la presente
invencion. Las reivindicaciones dependientes estan relacionadas con realizaciones preferidas.

Resumen de la invencién

La invencion se relaciona con un método de deteccion de microARNs mediante deteccién por inmunoensayo. La
deteccion de un microARN especifico de interés se logra utilizando una sonda de acido nucleico en solucién que se
hibrida en solucién a la molécula de acido nucleico de interés. La deteccion de inmunoensayo se consigue utilizando
un anticuerpo especifico para el hibrido formado por hibridacion de la sonda de acido nucleico al microARN de interés.

La deteccion de un microARN especifico de interés se logra utilizando una sonda de acido nucleico disuelta que se
hibrida al microARN de interés. La deteccion de inmunoensayo se consigue mediante un anticuerpo especifico para
el hibrido formado por hibridacién de la sonda de acido nucleico al microARN de interés. El anticuerpo puede
proporcionarse en una forma que esta enlazada a una fase sélida. Alternativamente, el anticuerpo puede
proporcionarse en solucién y el microARN de interés puede detectarse en un inmunoensayo homogéneo. El hibrido
se proporciona en solucién. Esta solucion se pone en contacto con el anticuerpo. El anticuerpo se enlazara al hibrido
y se podra detectar el complejo de anticuerpo e hibrido enlazado. Esto permite una facil adaptacion a microARNs con
diferentes secuencias y una facil adaptacion a plataformas de laboratorio automatizadas o a marcos de tipo punto de
atencion y dispositivos. Tal anticuerpo puede, por ejemplo, obtenerse inmunizando un organismo huésped con el
hibrido respectivo (por ejemplo, un hibrido de ARN:ADN) y recolectando anticuerpos o células productoras de
anticuerpos, como es conocido en la técnica.

Los métodos de la invencion permiten una deteccién y cuantificacion rapida y homogénea de miARN especificos.

Como los inmunoensayos tienen tipicamente tiempos cortos para dar resultado y son adaptables a analizadores de
inmunoensayo, este novedoso formato de ensayo supera los problemas de los formatos de las pruebas actuales
mencionadas anteriormente.

Para satisfacer la necesidad de un sistema de ensayo flexible para la deteccién y/o cuantificacion de miARNSs, por
ejemplo, en un campo de laboratorio clinico, la presente invenciéon proporciona un método para la deteccion de
inmunoensayos de miARN especificos. Esto proporciona una alternativa a los métodos existentes. La invencién se
refiere a un método para detectar un microARN de interés en una muestra, que comprende las siguientes etapas:

- proporcionar una sonda de acido nucleico en solucién;

- hibridacién del microARN de interés a la sonda de &cido nucleico para obtener hibridos de dicho microARN de
interés y dicha sonda de acido nucleico;

- enlazar dicho hibrido a un anticuerpo capaz de enlazarse especificamente a hibridos de acido nucleico, en el que
el anticuerpo esta enlazado a una fase soélida; y

- detectar el hibrido enlazado al anticuerpo

De acuerdo con este aspecto, el enlace del anticuerpo al hibrido se consigue trayendo el anticuerpo enlazado a la fase
sélida en contacto con la solucion que contiene el hibrido. Debido a que uno de los comparieros de enlace que forman
el complejo detectable de anticuerpo e hibrido esta enlazado a la fase sélida, este aspecto de la invencion se puede
referir como un formato "heterogéneo”. Una ventaja particular de este formato radica en la capacidad de proporcionar
una fase sélida con un anticuerpo enlazado, en el que el anticuerpo sirve como una unidad estructural universal de
captura para los hibridos. Esto permite formatos de ensayo convenientes, en los que el anticuerpo esta prerrecubierto
sobre formatos de fase cominmente usados vendidos tales como placas de microtitulacion, tiras reactivas, articulos
y similares.
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En un aspecto adicional, la invencion se relaciona con un método para detectar un microARN de interés en una
muestra, que comprende las siguientes etapas:

- proporcionar una sonda de acido nucleico en solucién;

- hibridacién del microARN de interés a la sonda de &cido nucleico para obtener hibridos de dicho microARN de
interés y dicha sonda de acido nucleico;

- enlazar dicho hibrido a un anticuerpo capaz de enlazar especificamente a hibridos de acido nucleico, en el que el
anticuerpo esta en solucion; y

- detectar el hibrido enlazado al anticuerpo en solucion.

De acuerdo con este aspecto alternativo, el enlace del anticuerpo al hibrido se consigue trayendo el anticuerpo en
solucién en contacto con la soluciéon que contiene el hibrido. Debido a que ambos comparfieros de enlace forman el
complejo detectable de anticuerpo y el hibrido estando en solucién, este aspecto de la invencion se puede referir como
un formato "homogéneo".

Tanto en el formato homogéneo como en el heterogéneo, la sonda de acido nucleico se proporciona en solucién y la
hibridacion tiene lugar en solucion. Esto hace que ambos formatos sean facilmente adaptables a la deteccién de
diferentes microARNs de interés (por consiguiente seleccionando la sonda de acido nucleico), y también hace que
ambos formatos sean facilmente adaptables a sistemas de analisis automatizados tales como los que se usan
comUnmente en laboratorios clinicos. El anticuerpo esta enlazado a un antigeno competitivo antes del enlace de dicho
primer hibrido y dicho hibrido es detectado por desplazamiento del antigeno competitivo.

El antigeno competitivo es un hibrido competitivo de acidos nucleicos. Ademas, el hibrido competitivo porta una unidad
estructural marcadora. Pueden emplearse tecnologias de deteccion bien conocidas para inmunoensayos competitivos,
tales como FRET (transferencia de energia por resonancia de fluorescencia) o EMIT (técnica de inmunoensayo
multiplicado por enzimas).

Ventajosamente, los métodos de la invencion permiten la deteccion de muchas especies diferentes (es decir, que
tienen diferentes secuencias) de microARNs de interés con el mismo anticuerpo que actia como una unidad
estructural universal de captura. La deteccién especifica de una especie individual se consigue utilizando una sonda
de acido nucleico que se hibrida a las especies individuales del acido nucleico de interés. Ademas, ventajosamente,
estos métodos ofrecen un alto intervalo dinamico. Los inmunoensayos ofrecen rutinariamente un intervalo dinamico
de 1:1.000 a 1:100.000 que puede aumentarse facilmente mediante la realizacion de una simple serie de dilucion.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, la sonda de acido nucleico es un ADN.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, el anticuerpo es especifico para hibridos de ADN/miARN. La
sonda de acido nucleico puede marcarse con una unidad estructural marcadora. De acuerdo con una realizacién
preferida, la unidad estructural marcadora se proporciona por biotinilacién de la sonda de &cido nucleico.

Como varios cientos de especies de miARN son conocidas en seres humanos, los métodos de la invencién son
particularmente adecuados para la deteccion y cuantificacion de miARNs. Simplemente proporcionando la sonda de
acido nucleico apropiada es posible adaptar los métodos de la invencion para la deteccion de cualquier nimero de
mMiARNS.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, la deteccién es una deteccion cuantitativa. Si se desea, la
concentracion se puede medir como una concentracion absoluta, por ejemplo, utilizando un estandar interno (un acido
nucleico conocido con una concentracion inicial conocida, que se afiade a la muestra o se amplifica y se mide en
paralelo). En muchos casos puede ser suficiente determinar la concentracion relativa del acido nucleico de interés en
la muestra de prueba frente a una muestra de referencia, por ejemplo, comparando una muestra de un paciente con
una muestra de un control sano.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién, una pluralidad de microARNSs diferentes de interés se detectan
usando una respectiva pluralidad de sondas de acido nucleico. Se divulga ademas un kit para detectar un microARN
de interés en una muestra, siendo Util dicho kit para llevar a cabo los métodos de la invencion, que comprende al
menos una sonda de &acido nucleico en solucién o en una forma soluble y un anticuerpo capaz de enlazar a un hibrido
de dicho microARN de interés a dicha sonda de acido nucleico. La sonda de acido nucleico puede proporcionarse en
una solucién, ya sea como una solucién de trabajo o como una solucién madre diluible. Alternativamente, puede
proporcionarse en una forma soluble, por ejemplo en forma liofilizada.
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El kit puede comprender ademas cualquiera o todos de los siguientes: controles, estandares, calibradores
desarrollando soluciones para desarrollar reacciones de marcado detectables, soluciones de parada para detener el
desarrollo de reacciones de marcado, soluciones de blogueo para bloquear enlaces o hibridacién inespecifica,
soluciones de lavado para la reduccion de sefial de fondo inespecifica, etc., como se conoce en la técnica. El kit puede
comprender ademas el anticuerpo enlazado a una fase solida. Una ventaja particular de este tipo de kit radica en la
capacidad de proporcionar una fase sélida con un anticuerpo enlazado, en el que el anticuerpo sirve como una unidad
estructural universal de captura para los hibridos. Esto permite formatos de ensayo convenientes, en los que el
anticuerpo esta prerrecubierto sobre formatos de fase vendidos, usados comunmente tales como placas de
microtitulacién, tiras reactivas, articulos y similares. El kit puede comprender ademas un soporte para soportar la fase
sélida a la que esta enlazado el anticuerpo. La fase sélida puede tener una muy amplia variedad de formas, por ejemplo
las de recipientes, tubos, placas de microtitulacion, esferas, microparticulas, barras, tiras, papel de filtro, papel de
cromatografia, etc. Como regla, la superficie de la fase sélida es hidrofila o puede hacerse hidrofila. La fase sélida
puede consistir en una gran variedad de materiales, por ejemplo de materiales inorganicos y/u organicos, de materiales
sintéticos, de materiales de origen natural y/o de materiales de origen natural modificados. Ejemplos de materiales en
fase solida son polimeros, tales como celulosa, nitrocelulosa, acetato de celulosa, cloruro de polivinilo, poliacrilamida,
moléculas de dextrano entrecruzadas, agarosa, poliestireno, polietileno, polipropileno, polimetacrilato o nailon;
ceramica, vidrio 0 metales, en particular metales preciosos tales como oro y plata; magnetita; mezclas o combinaciones
de los mismos; etc. Las células, liposomas y vesiculas de fosfolipidos también estan cubiertas por el término fase
sélida.

La fase solida también puede poseer un recubrimiento que consiste en una 0 mas capas, por ejemplo de proteinas,
carbohidratos, sustancias lipofilicas, biopolimeros o polimeros organicos, o mezclas de los mismos, para, por ejemplo,
suprimir o prevenir el enlace no especifico de los constituyentes de la muestra a la fase sélida o, para, por ejemplo,
conseguir mejoras con respecto a la estabilidad de la suspension de fases solidas particulares, con respecto a la
estabilidad de almacenamiento, con respecto a la estabilidad dimensional o con respecto a la resistencia a la luz UV,
microbios u otros agentes que tengan un efecto destructivo. El soporte puede comprender una placa de microtitulacion.
El soporte puede comprender una tira de prueba. La tira de prueba puede tener un formato de inmersion simple, en el
que la tira se sumerge en un fluido de muestra. También puede estar incrustado en un casete, en el que una gota de
fluido de muestra es transferida a una abertura apropiada del casete.

Debe entenderse que el propio soporte o una porcion del mismo puede servir como fase sélida a la que esta enlazado
el anticuerpo. En el caso de que el soporte sea una placa de microtitulacion con al menos uno o una pluralidad de
pozos, el anticuerpo puede recubrirse sobre la superficie interior (o sobre una parte de la misma) del pozo o pozos.
En el caso de que el soporte sea una tira de prueba, el anticuerpo puede recubrirse sobre una porcién de la tira de
prueba, por ejemplo, en una o varias bandas distintas de la tira, produciendo asi un patrén correspondiente de bandas
marcadas cuando se realiza la prueba.

El soporte puede tener porciones distintas dedicadas a controles, como se conoce en la técnica. El kit puede
comprender el anticuerpo en una forma de fase sélida enlazada sobre placas de microtitulacion prerrecubiertas, perlas
recubiertas, tiras de prueba y similares. De esta manera, el ensayo multiplex es facilmente posible, donde una
combinacion del anticuerpo enlazado a fase sélida con una pluralidad de sondas de acido nucleico puede usarse para
detectar una pluralidad correspondiente de microARNs de interés. Por ejemplo, en una placa de microtitulacion, tal
como una placa de 96 pozos, se puede prerrecubrir con el anticuerpo y se pueden usar diferentes sondas de acido
nucleico en diferentes pozos para detectar diferentes microARNs de interés.

Mediante el uso de un anticuerpo enlazado a una fase sélida como una unidad estructural universal de captura para
hibridos que comprende diferentes combinaciones de microARNSs de interés y sondas de acido nucleico respectivas,
se puede realizar una pluralidad de ensayos en paralelo, por ejemplo, usando la misma fase sdlida, tal como una placa
de microtitulacion recubierta de anticuerpo. La hibridacion puede ser por ejemplo, realizada en una maquina de PCR
o dispositivo de calentamiento similar que permite seleccionar una temperatura predeterminada para la hibridacion. Si
tal dispositivo de calentamiento permite la aplicaciéon de un gradiente de temperatura a través del campo de la placa
de microtitulacién, se puede determinar rapidamente una temperatura 6ptima de hibridacion. Ademas, utilizando un
anticuerpo enlazado a una fase sé6lida como una unidad estructural universal de captura, entonces se hace posible
realizar hibridaciones con una pluralidad de sondas de &cido nucleico a una correspondiente pluralidad de diferentes
temperaturas de hibridacion 6ptimas. Esto se puede hacer, por ejemplo, en pozos separados de la misma placa de
microtitulacion.

El método de la invencidn, en el que el anticuerpo como unidad estructural universal de captura para hibridos se
proporciona en una forma enlazada a una fase sélida y el hibrido (que comprende la sonda de acido nucleico) como
diana de captura se afiade en solucién, ofrece por lo tanto muchas ventajas en términos tanto de adaptar el método a
ensayos multiplex y adaptando el método a los sistemas, dispositivos y flujos de trabajo existentes del analizador.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, el anticuerpo esta enlazado a una fase sélida y la sonda de
acido nucleico estd marcada con una unidad estructural marcadora. Esta realizacion proporciona un protocolo de
ensayo directo y un tiempo corto para dar resultados.



10

15

20

25

30

35

ES 2645733 T3

Los métodos de la invencion proporcionan una manera simple, especifica y sensible para detectar un microARN de
interés que es facilmente adaptable a sistemas de analizador automatizados existentes, tales como los que se usan
en el laboratorio central de hospitales o consultorios médicos.

Los métodos de la invencién han demostrado ser particularmente Utiles para la deteccion de miARNs. Permiten una
deteccion rapida y precisa que puede llevarse a cabo en sistemas de analizadores automatizados.

Breve descripcion de los ejemplos

Detalles adicionales, cualidades, caracteristicas y ventajas se describen adicionalmente en la siguiente descripcion de
los ejemplos respectivos. Brevemente, en una primera etapa, una cantidad definida de oligonucleétido de ADN
especifico de secuencia marcado con biotina se hibrida al miARN a partir de, por ejemplo, una muestra de pacientes
bajo condiciones que sélo una sola especie de miARN puede hibridar. La cantidad de hibridos de ARN:ADN generados
durante esta etapa es proporcional a la cantidad de las especies de miARN especificas presentes en esa muestra. En
una segunda etapa, la mezcla de hibridacién se transfiere a una fase sélida recubierta con un mAb a hibridos de
ARN:ADN; cualquier hibrido presente se enlazara a la fase sélida. El enlace de hibridos de ARN:ADN se detecta
mediante un sistema de marcado adecuado, por ejemplo, Estreptavidina peroxidasa (Estreptavidina-POD). La
cantidad de POD enlazada es proporcional a la cantidad de hibridos de ARN:ADN presentes en la muestra original.

La deteccion y cuantificacion de miARN es inherentemente dificil. Sorprendentemente e inesperadamente, se ha
encontrado que este método permite una deteccion altamente especifica, sensible y reproducible de miARNs. Sin
desear estar ligados a esta teoria, los inventores sospechan que esto puede ser debido a la estabilizacion de miARNs
en un hibrido de doble cadena en solucién, en particular en heterodlplexes de ARN:ADN. Se puede mostrar que los
hibridos en solucién se pueden congelar, almacenar durante largos periodos de tiempo y posteriormente todavia
pueden detectarse con una alta sensibilidad en el método de la invencion.

En un experimento, los miARNs miR-7, miR-380 o miR-1254 se hibridaron con oligonucleétidos de ADN
complementarios, o con un oligonucleétido de ADN no especifico como control. Después de la hibridacion, las
soluciones hibridas de ADN:ARN se transfirieron a los pozos de una placa de ELISA que estaba prerrecubierta con
un anticuerpo de hibridos de ADN:ARN. Después de los pasos de lavado y la deteccion de hibridos ADN:ARN
enlazados a anticuerpo por Estreptavidina peroxidasa, se probé la actividad de peroxidasa de cada pozo.

Los miARNs miR-7, miR-380 y miR-1254 se utilizaron como los acidos nucleicos diana de interés. Cada miARN se
hibrido6 con tres sondas de acido nucleico diferentes especificas a los respectivos miARN de interés. La hibridacion se
realizé a temperaturas variables como se indica en la tabla 2 a continuacién. Como control, el miARN también se
incubé con una sonda de acido nucleico no especifica bajo condiciones idénticas de hibridacion. Las sondas de acido
nucleico se marcaron con biotina.

Los miARNs se diluyeron a 100 pmol/ul en un regulador de almacenamiento adecuado (tal como regulador Tris
HCI/EDTA (TE)) y los oligonucleétidos de ADN sintéticos se diluyeron a 100 pmol/ul en solucién salina reguladora de
TrisHCI 1x (TBS). Se incubaron 30ul de solucién de ARN y 30ul de solucién de ADN durante 2 minutos a 95 °C para
disolver estructuras secundarias y luego se hibridaron a 40-65°C. Después de eso, los hibridos podrian ser usados
inmediatamente o congelados (por ejemplo, a -20 °C) y almacenados para uso posterior.

Las secuencias para las sondas de acidos nucleicos y miARNs se dan en la siguiente tabla 1:

Tabla 1: Secuencias de sondas de acidos nucleicos y miARNs

SEQ ID NO Acido Nucleico Secuencia (5'-3)

1 miR-7 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU
2 miR7 Oligo 1 AACAAAATCACTAGTCTTCCA

3 miR7 Oligo 2 AAAATCACTAGTCTTCCA

4 miR7 Oligo 3 ATCACTAGTCTTCCA
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SEQ ID NO Acido Nucleico Secuencia (5'-3")

5 miR-380 UAUGUAAUAUGGUCCACAUCUU

6 miR380 Oligo 1 AGATGTGGACCATATTACATA

7 miR380 Oligo 2 TGTGGACCATATTACATA

8 miR380 Oligo 3 GGACCATATTACATA

9 miR-1254 AGCCUGGAAGCUGGAGCCUGCAGU
10 miR1254 Oligo 1 GCAGGCTCCAGCTTCCAGGCT

11 miR1254 Oligo 2 GGCTCCAGCTTCCAGGCT

12 miR1254 QOligo 3 TCCAGCTTCCAGGCT

Las placas de ELISA se prerecubrieron con un anticuerpo anti-ADN:ARN-Hibrido bajo condiciones estandar (5 pg/ml
en solucién salina regulada con fosfato (PBS)). Después del recubrimiento, las placas de ELISA se lavaron con una
solucion de lavado comercialmente disponible o con un regulador TRIS/&cido citrico.

Los hibridos se diluyeron 1:100, 1:1.000, 1:10.000 y 1:100.000 en

- PBS,-

- PBScon1 pug/mlide BSAy 0,1 ug/ml de Tween 20,

- PBS con 0,5 pg/ml de BSA y 0,05 pg/ml de Tween 20, o

- PBS con 0,25 pg/ml de BSA y 0,025 pg/ml de Tween 20 respectivamente y se incubaron sobre placas ELISA
recubiertas durante 1 hora a 37 °C. Después de la incubacién, las placas se lavaron e incubaron con un conjugado de
Estreptavidina POD comercialmente disponible. Las placas se lavaron y se afiadié una soluciéon de sustrato
cromogénico (tetrametilbencidina) a las placas. El desarrollo del color se paré mediante la adicion de una solucion de
parada de &cido sulfarico y se leyo la densidad 6ptica (OD) a 450 nm. Los resultados para las diluciones 1:100.000 de

los hibridos 1 a 12 se dan en la tabla 2, a continuacién.

Tabla 2: Valores de OD

Composicion del Hibrido | Hibrido No. Diluyente

1xPBS, 1g/l |1xPBS 0,5¢g/I |1xPBS 0,259/l
1xPBS |BSA, 0,1g/l |BSA, 0,05g/l [BSA, 0,025g/l
Tween 20 Tween 20 Tween 20

1. ARN miR-7 con ADN
miR7 Oligo 1, temperatura |Hibrido 1 3,094 3,289 3,275 3,325
de hibridacién 52,0 °C
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Composicion del Hibrido  |Hibrido No. Diluyente

1xPBS, 1g/l |1xPBS 0,5¢g/I |1xPBS 0,259/l
1xPBS |BSA, 0,1g/l |BSA, 0,05g/l [BSA, 0,025g/I
Tween 20 Tween 20 Tween 20

2. ARN miR-7 con ADN
miR70ligo 2, temperatura |Hibrido 2 3,079 3,306 3,259 3,259
de hibridacién 46,9 °C

3. ARN miR-7 con ADN
miR7 Oligo 3, temperatura |Hibrido 3 2,517 3,164 3,004 2,980
de hibridacion 42,4 °C

4. ARN miR-7 con ADN

miR380 Oligo 1, |Hibrido 4 (no
temperatura de hibridacion |especifico)
52,0 °C

0,021 |0,028 0,022 0,022

5. ARN miR-380 con ADN
miR380 Oligo 1,
temperatura de hibridacion
52,0 °C

Hibrido 5 2,952 (3,104 3,104 3,074

6. ARN miR-380 con ADN
miR380 Oligo 2,
temperatura de hibridacion
46,9 °C

Hibrido 6 2912 3,254 3,173 3,138

7. ARN miR-380 con ADN
miR380 Oligo 3,
temperatura de hibridacion
39,6 °C

Hibrido 7 1,046 2,109 2,128 1,817

8. ARN miR-380 con ADN
miR7 Oligo 1, temperatura
de hibridacion 52,0 °C

Hibrido 8 (no-

s 0,023 |0,029 0,031 0,030
especifico)

9. ARN miR-380 con ADN
miR1254 Oligo 1,
temperatura de hibridacion
65,7 °C

Hibrido 9 3,139 (3,244 3,270 3,215

10.ARN miR-1254 con
ADN miR1254 Oligo 2,
temperatura de hibridacion
60,5 °C

Hibrido 10 3,003 3,230 3,259 3,217

11. ARN miR-1254 con
ADN miR1254 Oligo 3,
temperatura de hibridacion
50,6 °C

Hibrido 11 2,554 (3,164 3,106 3,067
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Composicion del Hibrido  |Hibrido No. Diluyente

1xPBS, 1g/l |1xPBS 0,5¢g/I |1xPBS 0,259/l
1xPBS |BSA, 0,1g/l |BSA, 0,05g/l [BSA, 0,025g/I
Tween 20 Tween 20 Tween 20

12. ARN miR-1254 con

. . Hibrido 12
ADN - miR7 Oligo 1,1 0,027 10,033 0,030 0,030
temperatura de hibridacion especifico)
52,0 °C p
1xPBS (fondo) 0,028 0,032 0,031 0,030

Como puede verse facilmente a partir de los resultados mostrados en la tabla 2, el método permite una deteccién
precisa, sensible, especifica y reproducible de miARNSs.

Todos los hibridos complementarios de ADN:ARN probados resultaron en ODs>>1, mientras que hibridos
inespecificos de ADN:ARN o so6lo regulador dieron como resultado ODs<<0,1. Los valores de OD para controles no
especificos (es decir, hibridos 4, 8 y 12) estaban en el mismo orden de magnitud que los valores cero obtenidos con
sélo PBS en lugar de una muestra hibrida. Por tanto, se ha demostrado por primera vez que los miARN pueden
detectarse con alta sensibilidad y especificidad mediante un método de inmunoensayo. El ensayo descrito en el
ejemplo anterior se ha realizado repetidamente con diversas combinaciones de reguladores y soluciones de lavado,
todos con resultados comparables, demostrando asi un método robusto y reproducible para detectar miARNSs. Las
series de dilucién muestran una buena deteccién en varios 6rdenes de magnitud con alta linealidad y reproducibilidad.

El formato de ensayo ELISA tal como se utiliza, por ejemplo, en el ejemplo anterior es conocido por ser bien adecuado
también para una deteccion cuantitativa de analitos.

Listado de secuencias
<110> Siemens AG

<120> Inmunoensayo para la deteccion de secuencias especificas de acidos nucleicos tales como
miARNs

<130> 201204166
<160> 12

<170> BiSSAP 1.0
<210>1

<211> 23

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> fuente
<222>1..23

<223> /mol_tipo="ARN"
/organismo="Homo sapiens"

10
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<400> 1

uggaagacua gugauuuugu ugu
<210> 2

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221>fuente
<222>1.21

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleoétido"
/organismo="Artificial"
<400> 2

aacaaaatca ctagtcttcc a
<210> 3

<211>18

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> fuente
<222>1..18

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleoétido"
/organismo="Artificial"
<400> 3

aaaatcacta gtcttcca 18
<210>4

<211> 15

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

21

23
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<221> fuente
<222>1..15

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleoétido"
/organismo="Artificial"
<400> 4

atcactagtc ttcca 15
<210>5

<211> 22

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> fuente
<222>1..22

<223> /mol_tipo="ARN"
/organismo="Homo sapiens"
<400>5

uauguaauau gguccacauc uu
<210> 6

<211>21

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> fuente
<222>1.21

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleotido”
/organismo="Artificial"
<400> 6

agatgtggac catattacat a

<210>7

21

22
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<211>18

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> fuente
<222>1..18

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleotido"
/organismo="Artificial"
<400> 7

tgtggaccat attacata
<210> 8

<211> 15

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> fuente
<222>1..15

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleoétido"
/organismo="Artificial"

<400> 8

ggaccatatt acata 15

<210>9

<211> 24

<212> ARN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> fuente
<222>1..24

<223> /mol_tipo="ARN"

ES 2645733 T3
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/nota="miR-1254"
/organismo="Homo sapiens"
<400>9

agccuggaag cuggagccug cagu
<210> 10

<211>21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..21

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleoétido"
/organismo="Artificial"
<400> 10

gcaggctcca gettccaggce t
<210> 11

<211>18

<212> ADN

<213> Attificial

<220>

<221> fuente

<222>1..18

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleotido”
/organismo="Artificial"
<400> 11

ggctccagct tccaggcet 18
<210> 12

<211> 15

<212> ADN

21

24
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<213> Artificial

<220>

<221> fuente
<222>1..15

<223> /mol_tipo="ADN"
/nota="oligonucleoétido"
/organismo="Artificial"
<400> 12

tccagcttce aggct 15

ES 2645733 T3

15



10

15

20

25

30

ES 2645733 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar una molécula de acido nucleico de interés en una muestra, en el que la molécula de acido
nucleico de interés es un microARN, que comprende las siguientes etapas:

- proporcionar una sonda de acido nucleico en solucion;

- hibridacién de la molécula de acido nucleico de interés a la sonda de acido nucleico para obtener un hibrido de dicha
molécula de acido nucleico de interés y dicha sonda de acido nucleico;

- enlazar dicho hibrido a un anticuerpo capaz de enlazar especificamente a hibridos de acido nucleico, en el que el
anticuerpo esta enlazado a una fase soélida; y

- detectar el hibrido enlazado a anticuerpo,

en el que el anticuerpo esta enlazado a un antigeno competitivo antes del enlace de dicho primer hibrido y dicho
hibrido es detectado por desplazamiento del antigeno competitivo, en el que el antigeno competitivo es un hibrido
competitivo de acidos nucleicos, portando dicho hibrido competitivo una unidad estructural marcadora.

2. Un método para detectar una molécula de acido nucleico de interés en una muestra, en el que la molécula de acido
nucleico de interés es un microARN, que comprende las siguientes etapas:

- proporcionar una sonda de acido nucleico en solucion;

- hibridacion de la molécula de acido nucleico de interés a la sonda de acido nucleico para obtener hibridos de dicha
molécula de acido nucleico de interés y dicha sonda de acido nucleico;

- enlazar dicho hibrido a un anticuerpo capaz de enlazar especificamente a hibridos de acido nucleico, en el que el
anticuerpo esta en solucion; y

- detectar el hibrido enlazado a anticuerpo en solucion,

en el que el anticuerpo esta enlazado a un antigeno competitivo antes del enlace de dicho primer hibrido y dicho
hibrido es detectado por desplazamiento del antigeno competitivo, en el que el antigeno competitivo es un hibrido
competitivo de acidos nucleicos, portando dicho hibrido competitivo una unidad estructural marcadora.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriormente mencionadas, en el que la sonda de
acido nucleico es un ADN.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriormente mencionadas, en el que el anticuerpo
es especifico para hibridos de ADN:ARN.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriormente mencionadas, en el que la sonda
de acido nucleico esta marcada con una unidad estructural marcadora.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriormente mencionadas, en el que la deteccion
es una deteccion cuantitativa.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriormente mencionadas, en el que una
pluralidad de diferentes acidos nucleicos de interés se detecta utilizando una respectiva pluralidad de sondas de acido
nucleico.
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