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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para la hibridacién de acidos nucleicos
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al sector de los procedimientos y ensayos que implican la hibridacién de acidos
nucleicos.

ANTECEDENTES

Las sondas de doble marcado (DLP, de “dual-labelled probe”) incluyen polinucleétidos marcados en un extremo con
un colorante fluorescente (informador) y en el extremo opuesto con una molécula desactivadora de la fluorescencia.
Estas sondas se utilizan con frecuencia en diferentes ensayos de hibridacién entre los que se incluyen PCR en
tiempo real. En los procedimientos que utilizan DLP, cuando la desactivadora de la sonda esta fisicamente cerca del
informador, la fluorescencia se desactivamediante mecanismos fisico-quimicos de los que el FRET (Transferencia
de Energia por Resonancia de Fluorescencia) es el mas comun.

La eficiencia de desactivacion de un desactivador puede disminuir rapidamente con el aumento de la distancia entre
el informador y el desactivador. La distancia entre el desactivador y las moléculas informadoras en una molécula
DLP unica libre (no enlazada) intacta, en parte, puede ser dependiente de la estructura secundaria de la DLP que
depende de la secuencia de la sonda. Aquellas DLP con mas estructura secundaria pueden existir en una
conformacién superenrollada en la que el desactivador y el informador estdn muy proximos y la eficiencia de
desactivacion es elevada. Se supone que aquellas DLP con poca o ninguna estructura secundaria han de existir en
una conformacién mas relajada, en la que el desactivador y el informador estan mas separados y se reduce la
eficiencia de desactivacion. Las DLP con una eficiencia de desactivacion inferior pueden tener un fondo fluorescente
elevado debido a que cierta cantidad de fluorescencia del informador “se escapa” del efecto del desactivador. Un
fondo fluorescente elevado no es deseable en ensayos de PCR en tiempo real ya que, por ejemplo, se obtiene una
baja proporcion de sefial a ruido, dando como resultado una baja sensibilidad del ensayo o una deriva de la sefial
por la que la sefial fluorescente de muestras negativas cruza el umbral. Cuando la sefial de una muestra investigada
cruza el umbral, se le asigna un valor Ct. En el analisis automatizado de datos en el que la discriminacién de
muestras se basa en valores Cr, las muestras negativas que muestran deriva de la sefial pueden ser clasificadas
como positivas provocando un trabajo extra innecesario.

Una forma de evitar las DLP con fondo fluorescente elevado es utilizar sondas dobles universales enlazadas (AUDP,
de “attached universal duplex probes”), tal como se ha descrito en la bibliografia, en lugar de DLP. En las AUDP, el
informador y desactivador estan unidos respectivamente a los extremos -5'- y -3'- de 2 moléculas diferentes del
complejo de la sonda que estan unidas entre si. De este modo, el informador y el desactivador estan siempre muy
préximos hasta que la sonda que lleva el desactivador se desplaza y se libera la fluorescencia. Sin embargo, debido
a su caracter universal, las AUDP no ofrecen la entrada de especificidad adicional para los ensayos de PCR que
ofrecen las DLP.

El documento WO 2006/045009 da a conocer composiciones y procedimientos para la deteccion y medicién de
acidos nucleicos dianas. Las sondas que se dan a conocer en dicho documento comprenden un complejo de tres
sondas de oligonucleétidos que incluyen: una primera sonda de oligonucleétidos, una segunda sonda de
oligonucledtidos y una sonda de oligonucle6tidos de puente. En la mayoria de los aspectos, la primera y la segunda
sondas hibridizan preferentemente con los oligonucleétidos de puente en ausencia de un acido nucleico diana. La
primera sonda contiene un miembro de un par interactivo de marcadores y la segunda sonda contiene el otro
miembro del par interactivo de marcadores.

Existe la necesidad de superar las limitaciones, discutidas anteriormente, de las sondas y ensayos de hibridacion
convencionales, particularmente, la necesidad de dar a conocer composiciones, procedimientos y kits que sean
eficaces para mejorar el rendimiento de las sondas de acidos nucleicos, en particular de las sondas de acidos
nucleicos de doble marcado.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencion da a conocer el uso de una composicion que comprende:

a) una envoltura de sonda para la hibridacién a una sonda de &cido nucleico en la que la envoltura de sonda
comprende un primer segmento de envoltura de sonda y un segundo segmento de envoltura de sonda que esta
cadena abajo del primero; y

b) una sonda de acido nucleico para la deteccion de una secuencia diana en la que la sonda comprende un par

FRET, en la que la sonda comprende un primer segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo
del primer segmento de sonda;
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en el que la secuencia del primer segmento de envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homdloga al
complemento inverso de la secuencia del primer segmento de sonda, en el que la secuencia del segundo segmento
de envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homologa al complemento inverso de la secuencia del segundo
segmento de sonda;

en el que la temperatura de fusion (Tm) del complejo sonda/diana es mayor que la temperatura de fusion del
complejo sonda/envoltura de sonda, para determinar la presencia de un acido nucleico diana en una muestra.

En otro aspecto, la presente invencidn da a conocer una composicion que comprende:

a) una envoltura de sonda para la hibridacién a una sonda de acido nucleico en la que la envoltura de sonda
comprende un primer segmento de envoltura de sonda y un segundo segmento de envoltura de sonda que esta
cadena abajo del primero; y

b) una sonda de acido nucleico para la deteccion de una secuencia diana en la que la sonda comprende un par
FRET, en la que la sonda comprende un primer segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo
del primer segmento de sonda;

en el que la secuencia del primer segmento de envoltura de sonda es de 90% a 96% homdloga al complemento
inverso de la secuencia del primer segmento de sonda, y en el que la secuencia del segundo segmento de envoltura
de sonda es de 90% a 96% homologa al complemento inverso de la secuencia del segundo segmento de sonda;

En algunos aspectos, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la determinacion de la presencia de
un &cido nucleico diana en una muestra. El procedimiento comprende:

a) determinar la sefial de fluorescencia en un primer nivel a una temperatura de deteccion cuando una sonda se
hibrida a una envoltura de sonda;

b) poner en contacto la muestra con la sonda en presencia de la envoltura de sonda, en el que la envoltura de
sonda tiene un primer segmento de envoltura de sonda y un segundo segmento de envoltura de sonda que esta
cadena abajo del primero, en el que la sonda es una sonda de acido nucleico para la deteccién de un acido nucleico
diana, en la que la sonda comprende un primer segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo
del primer segmento de sonda, en el que la secuencia del primer segmento de envoltura de sonda es, como minimo,
un 90% homologa al complemento inverso de la secuencia del primer segmento de sonda, en el que la secuencia
del segundo segmento de envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homologa al complemento inverso de la
secuencia del segundo segmento de sonda, en el que la sonda comprende ademas un par FRET, en el que el
primer y el segundo segmentos de sonda son capaces de hibridar con el primer y el segundo segmentos de
envolturas de sondas respectivamente, en ausencia de una acido nucleico diana para formar un complejo
sonda/envoltura de sonda, en el que en presencia del acido nucleico diana, la sonda es capaz de hibridar
preferentemente con el acido nucleico diana para formar un complejo sonda/complejo diana.

¢) determinar el cambio de la sefial de fluorescencia de la sonda a la temperatura de deteccion;

en el que el fluoréforo tiene una sefial de fluorescencia a un primer nivel cuando la envoltura de la sonda se hibrida
con la sonda; en el que la sefial de fluorescencia es mayor que la del primer nivel cuando el acido nucleico diana
esté presente en la muestra.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

La figura 1 es una representacion esquematica de una realizacién de una "envoltura de sonda" de la presente
invencion hibridada con una sonda.

La figura 2 es una representacion esquematica de algunas realizaciones de la presente invencién: una sonda que
tiene una secuencia tal como la que expone en SEC ID No. 1 se representa con una envoltura de sonda que tiene
una secuencia tal como la que expone en la SEC ID No. 2. Fluoréforo 0; Desactivador e.

La figura 3 es una representacion esquematica que muestra, en una realizacién, una envoltura de sonda y una
sonda, en la que la sonda se hibrida con una secuencia diana.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto, la presente invencién da a conocer un polinucledtido (en el presente documento también
denominado como una "envoltura de sonda" o “probe wrapper”) para la hibridacion con una sonda de acido nucleico
utilizada para la deteccion de secuencias de acidos nucleicos diana. Generalmente, la envoltura de sonda hibrida, en
condiciones definidas, tanto con regiones cadena arriba como cadena abajo de la sonda de acido nucleico.
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La figura 1 ilustra esquematicamente una realizacién de la envoltura de sonda -1- hibridada con una DLP -2-
mediante el emparejamiento de bases complementarias -3-. En la realizacién mostrada en la figura 1, la envoltura de
sonda es un polinucleétido monocatenario que tiene un primer segmento de polinucleétido -4- contiguo a un
segundo segmento de polinucleodtido -5- que esta cadena abajo del primero -4-. La secuencia del primer segmento
de polinucleétido -4- es complementaria a una primera secuencia de la sonda que define un primer segmento de
sonda -6- de la sonda -2- que comprende, ademas, un segundo segmento de sonda -7- cadena abajo respecto al
primer segmento de sonda -6-, comprendiendo ademas el segundo segmento de sonda -7- una secuencia de acido
nucleico. La secuencia del segundo segmento de polinucleétido -5- de la envoltura de sonda -1- es complementaria
a la secuencia del segundo segmento de sonda -7- de la sonda -2-. En la figura 1, la sonda -2- se representa
comprendiendo, ademas, un informador -8- y un desactivador -9- en sus extremos -5'- y -3'-, respectivamente.

En general, el primer segmento de sonda, el segundo segmento de sonda, o0 ambos, son total o suficientemente
complementarios a una secuencia diana para permitir la hibridacion de la sonda con la diana de una forma
especifica de secuencia.

Aunque, en algunas realizaciones, las secuencias del primer y segundo segmentos de polinucleétido de envoltura de
sonda son totalmente complementarias a las secuencias del primer y segundo segmentos de una sonda, en otras
realizaciones, la hibridacion de una envoltura de sonda con una sonda no se limita a una hibridacién de sus
respectivos segmentos mediante secuencias que son totalmente complementarias. En otras palabras, las
secuencias de los segmentos de hibridacion pueden no ser necesariamente totalmente complementarias, siempre y
cuando el polinucleétido (es decir, la envoltura de sonda) se una especificamente a la sonda; pueden contener una o
mas bases universales, por ejemplo, inosina o 5-nitroindol; y pueden contener parcialmente una base o una
secuencia que no es complementaria.

En una realizacion, la secuencia del primer segmento de polinucleétido de envoltura de sonda es homéloga a la
complementaria inversa de la secuencia del primer segmento de sonda. En otra realizacién, un porcentaje de
homologia entre la secuencia del primer segmento de polinucleétido y la complementaria inversa de la secuencia del
primer segmento de sonda es, como minimo, aproximadamente el 90%, de forma ilustrativa, de aproximadamente el
90 a aproximadamente el 100%, y de aproximadamente el 94 a aproximadamente el 96%. En algunas realizaciones,
la secuencia del primer segmento de polinucleétido es la complementaria inversa de la secuencia del primer
segmento de sonda.

En otra realizacién, la secuencia del segundo segmento de polinucleétido de envoltura de sonda es homéloga a la
complementaria inversa de la secuencia del segundo segmento de sonda de la sonda. En otra realizacion, un
porcentaje de homologia entre la secuencia del segundo segmento de polinucleétido y la complementaria inversa de
la secuencia del segundo segmento de sonda es, como minimo, aproximadamente, el 90%, de forma ilustrativa, de
aproximadamente el 90 a aproximadamente el 100%, y de aproximadamente el 94 a aproximadamente el 96%. En
algunas realizaciones, la secuencia del segundo segmento de polinucleétido es la complementaria inversa de la
secuencia del segundo segmento de sonda.

En realizaciones preferentes, la envoltura de sonda es capaz de hibridar con una DLP que tiene un informador y un
desactivador. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la DLP es un polinucleétido monocatenario marcado en un
extremo con un colorante fluorescente (informador) y en el extremo opuesto con una molécula desactivadora. Sin
guerer unirse a ninguna teoria particular, se cree que cuando el desactivador estéa fisicamente cerca del informador,
la fluorescencia se extingue por mecanismos fisico-quimicos de los cuales la Transferencia de Energia por
Resonancia de Fluorescencia (FRET) es el mas habitual. La envoltura de sonda de la presente invenciéon puede
hibridar, en condiciones definidas, con ambos segmentos cadena arriba y cadena abajo de la DLP posicionando de
este modo al informador y al desactivador muy proximos entre si (figura 1). Esta "envuelta” puede aumentar la
eficiencia de extincion de fluorescencia por la molécula desactivadora, reduciendo de este modo el fondo
fluorescente de la DLP en forma libre (es decir, no restringida o no acoplada en la deteccion de diana) por ejemplo,
durante la etapa de deteccién de un ciclo de PCR. Esto se traduce en la eliminacién o reduccion significativa de la
deriva de la sefial que puede causar un resultado falso positivo. Ademas, la interaccion entre la DLP y la envoltura
de sonda es reversible - por ejemplo, las moléculas se separan durante la etapa de desnaturalizacién en un ciclo de
PCR asegurando la disponibilidad de la DLP para el siguiente ciclo de deteccién de dianas.

En el disefio de la envoltura de sonda, por ejemplo, para su utilizacion con una DLP con marcadores interactivos
(por ejemplo, informador/desactivador), los segmentos cadena arriba y cadena abajo (es decir, el primer y segundo
segmentos de polinucleétido, respectivamente) de la envoltura de sonda deben ser de una longitud suficiente para
que, en las condiciones de ensayo y a una temperatura de deteccioén, cuando la DLP no esta enlazada a un objetivo,
la envoltura de sonda y la sonda estén asociados y los restos marcadores de la sonda se mantengan muy préximos
entre si. Dependiendo de las condiciones de ensayo utilizadas, cada uno de los primer y segundo segmentos de
polinucleétido de la envoltura de sonda, de forma independiente, pueden tener, como minimo, aproximadamente 3
nucleétidos de longitud, de forma ilustrativa, de aproximadamente 3 a aproximadamente 50 nucledtidos, de
aproximadamente 5 a 30 nucle6tidos, de aproximadamente 9 a aproximadamente 20 y de aproximadamente 11 a
aproximadamente 15 nucleétidos. En una realizacién, cada segmento, independientemente, es de aproximadamente
9 a aproximadamente 11 nuclettidos de longitud. Ademas, segmentos de la envoltura de sonda de grandes
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longitudes (por ejemplo, mayor de aproximadamente 50 nucledtidos) se pueden emplear también en funcion de las
condiciones de ensayo, incluyendo la sonda y/o secuencias diana. La longitud real de cada segmento de
polinucleétido de una envoltura de sonda se puede elegir en referencia a la sonda y/o secuencias diana, de tal
manera que la sonda permanezca unida a la envoltura de sonda en ausencia de diana durante una etapa de
deteccion.

Para la envoltura de sonda/sonda representados en la figura 2, el primer y segundo segmentos de polinucleétido de
la envoltura de sonda se muestran, cada uno, con una longitud de 11 nucle6tidos que son totalmente
complementarios a los respectivos segmentos de sonda, que es un polinucleétido monocatenario que tiene una
longitud total de 30 nucleétidos.

En algunas realizaciones, la envoltura de sonda se une a una DLP que tiene un solo par de restos marcadores. En
otras realizaciones, la DLP tiene mas de un par de restos marcadores. Ademas, no hay ningln requisito para una
correspondencia molecular uno a uno entre los miembros de un par marcador, especialmente cuando un miembro
puede afectar, o estar afectado por, mas de una molécula del otro miembro. Los restos marcadores pueden
interactuar de forma que, como minimo, un resto puede alterar, como minimo, una caracteristica fisica medible de
otro resto marcador de una forma dependiente de proximidad. La sefial caracteristica del par marcador es de forma
detectable diferente dependiendo de si la sonda se enlaza a la envoltura de sonda o a la diana. En algunas
realizaciones, un par marcador comprende un resto fluorescente emparejado con dos 0 mas restos de extincion.

Por ejemplo, en referencia a la figura 1, los restos marcadores preferentes son un Gnico par FRET, mas
preferentemente un fluoréforo -8- y desactivador -9-. En esa realizacion, la sefial caracteristica es la fluorescencia de
una longitud de onda determinada. Cuando la sonda se une a la envoltura de sonda, el resto desactivador es capaz
de extinguir la fluorescencia del resto informador, en el que si el resto informador se estimula mediante una
frecuencia adecuada de luz, una sefial fluorescente se determina en un primer nivel, que puede ser relativamente
bajo o aproximadamente nulo. Cuando la sonda no esta enlazada a una envoltura de sonda, el resto desactivador es
incapaz de extinguir la fluorescencia del resto informador tan eficientemente como en el caso en el que la sonday la
envoltura de sonda estan unidos entre si, en el que si el resto informador se estimula mediante una frecuencia
apropiada de luz, se puede determinar una sefal fluorescente en un segundo nivel que, preferentemente, es mayor
que el primer nivel. Ademas, si una secuencia diana estd presente, se puede determinar una sefial en un tercer
nivel, en el que el tercer nivel es mayor que el primer o el segundo nivel.

En algunas realizaciones, la envoltura de sonda, durante condiciones de ensayo, se une reversiblemente de forma
suficientemente fuerte a la sonda en condiciones de deteccién en ausencia de la secuencia diana, pero de forma
suficientemente débil para que la hibridacién de la sonda y su secuencia diana, si esta presente, esté favorecida
termodinamicamente respecto a la interaccién de la envoltura de sonda con la sonda.

En algunas realizaciones, entre los colorantes fluorescentes se incluyen, pero sin que constituyan limitacién, FAM,
BODIPY FL, Cy3® Cy3.5°, Cy5°, Cy5.5°, EDANS, fluoresceina, HEX, IAEDANS, JOE, Oregon Green®,
(LC)Red640, (LC)Red705, ROX, TAMRA, TET, tetrametilrrodamina, Texas Red® o combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, entre los colorantes desactivadores se incluyen, pero sin que constitu%/an limitacion, BHQ-1®,
BHQ-2®, BHQ-3®, DABCYL, agregados metalicos, tales como nanoparticulas de oro, y QSY7".

En una realizacion, entre los marcadores interactivos se incluyen, pero sin que constituyan limitacion, pares
donador/aceptor tales como, por ejemplo, FAM/BHQ-1, fluoresceina/tetrametilrodamina, fluoresceina/fluoresceina,
fluoresceina/QSY7, fluoresceina/LC REDG640, fluoresceina/LC Red705 IAEDANS/fluoresceina, EDANS/DABCYL,
BODIPY FL/BODIPY FL, TET/BHQ-1, JOE/BHQ-1, HEX/BHQ-1, Oregon Green/BHQ-1, TAMRA/BHQ-2,
ROX/BHQ-2, Cy3/BHQ-2, Cy3.5/BHQ-2, Texas Red/BHQ-2, Texas Red/BHQ-2, Cy5/BHQ-3 y Cy5.5/BHQ-3.

En algunas realizaciones, la sonda comprende, ademas, otros pares de marcadores utiles incluyendo una enzima
informadora y el inhibidor apropiado.

En otra realizacion, la envoltura de sonda es capaz de hibridar con una DLP que tiene el extremo -5- y el -3'-
marcados con un grupo FAM y un BHQ1, respectivamente.

Aungue el segundo segmento es contiguo al primer segmento e inmediatamente cadena abajo del mismo, tal como
se muestra en la figura 1, en otras realizaciones, la envoltura de sonda puede comprender, ademas, un espaciador
entre el primer segmento de polinucleétido y el segundo segmento de polinucleétido.

En la presente memoria descriptiva, el término "espaciador” se refiere a una molécula que tiene un primer extremo
unido al primer segmento de polinucleétido y un segundo extremo unido al segundo segmento de polinucleétido de
la envoltura de sonda. De este modo, la molécula espaciadora separa el primer y el segundo segmentos, pero esta
unida a ambos. Los espaciadores se pueden sintetizar directamente o, preferentemente, enlazarse como un todo a
la envoltura de sonda en lugares especificos. Entre los enlaces dentro del espaciador se pueden incluir, pero sin que
constituyan limitacion, enlaces sencillos carbono-carbono, enlaces dobles carbono-carbono, enlaces sencillos
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carbono-nitrégeno, o enlaces sencillos carbono-oxigeno. Entre los espaciadores adecuados para su utilizacién en la
presente invencion se incluyen, por ejemplo, nucleétidos que contienen adenina, guanina, citosina y timina como
bases y desoxirribosa como el elemento estructural. Ademas, un nucledtido puede, sin embargo, comprender
también cualquier base artificial conocida en la técnica, que sea capaz de apareamiento de bases utilizando, como
minimo, una de las bases antes mencionadas (por ejemplo, inosina). Los espaciadores preferentes comprenden
también espaciadores de timidina, que pueden tener una longitud variable. El espaciador puede contener, ademas,
grupos reactivos adecuados, preferentemente en cada extremo para la conexion al primer y segundo segmentos.
Estos grupos reactivos pueden comprender, por ejemplo, grupos hidroxi, tiol, aldehido, amida y tioamida. Ademas, el
espaciador puede tener cadenas laterales u otras sustituciones. El grupo activo se puede hacer reaccionar mediante
procedimientos adecuados conocidos en la técnica, por ejemplo, preferentemente un enlace covalente entre el
espaciador y un segmento dela envoltura de sonda para formar una Unica molécula de envoltura de sonda contigua
que tiene el espaciador entre el primer y el segundo segmentos de envoltura de sonda.

En una realizacion, la envoltura de sonda tiene un extremo -3'- que se ha modificado para evitar la extension de
polimerasa mediante una polimerasa. En otra realizacion, la envoltura de sonda comprende un extremo terminal -3'-
modificado con un grupo fosfato, un éster de fosfato o un enlace -3'-3'- invertido. Otros procedimientos y tipos de
bloqueo son conocidos por el experto en la materia y pueden utilizarse facilmente con la envoltura de sonda para
evitar la extension de polimerasa de su extremo -3'-.

En la Tabla 1 se dan a conocer ejemplos no limitantes de envolturas de sonda y DLP.

Tabla 1: Ejemplos de secuencias de DLP y envolturas.

Funcién de oligonucleétido Secuencia de oligonucle6t ido (5'a 3"
Sonda de deteccion de VIH1 | FAM/ACCATCAATGAGGAAGCTGCAGAATGGGAT/BHQ-1 (SEC ID No. 1)
Sonda de deteccion de VIH 2 | TCATTGATGGTATCCCATTCTGfosfato (SEC ID No. 2)

Un experto en la materia reconocera que el comportamiento de las moléculas de acidos nucleicos en soluciones
complejas no siempre se puede predecir con certeza, por lo tanto, las pruebas empiricas son muy Utiles en la
adaptacion de las envolturas de sonda y/o sondas segun la presente invencion para que funcionen éptimamente en
las condiciones particulares de ensayo.

En otros aspectos, la presente invenciéon da a conocer una composiciéon que comprende la envoltura de sonda y la
sonda, tal como se define en la reivindicacion 5.

En algunas realizaciones, la composicién comprende:

a) una envoltura de sonda, en la que ela envoltura de sonda es un polinucleétido que tiene un primer segmento de
polinucleétido contiguo a un segundo segmento de polinucleétido que esta cadena abajo del primero, y

b) una sonda de acido nucleico para detectar una secuencia diana, en el que la sonda comprende un primer
segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo del primer segmento de sonda;

En algunas realizaciones, la secuencia del primer segmento de polinucleétido es complementaria a la secuencia del
primer segmento de sonda, en el que la secuencia del segundo segmento de polinucledtido es complementaria a la
secuencia del segundo segmento de sonda.

En una realizacion, la secuencia del primer segmento de polinucleétido es la complementaria inversa de la
secuencia del primer segmento de sonda. En otra realizacion, la secuencia del segundo segmento de polinucleétido
de la envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homodloga a la complementaria inversa de la secuencia del
segundo segmento de sonda de la sonda.

En realizaciones preferentes, la cadena de acido nucleico de la sonda, en condiciones de hibridacion a una
temperatura de deteccion, especificamente, se hibrida de forma reversible con la cadena de acidos nucleicos dela
envoltura de sonda en ausencia de una cadena de acidos nucleicos diana para formar un complejo esonda/envoltura
de sonda que tiene una T, de sonda/envoltura de sonda, en el que, en presencia de la cadena de acido nucleico
diana, la cadena de acido nucleico de la sonda preferentemente hibrida con la cadena de acido nucleico diana para
formar una Tr, de sonda/diana.

Preferentemente, la T, de sonda/diana es mayor que la T, sonda/envoltura de sonda. En otra realizacion, la Tr, de
sonda/envoltura de sonda es mayor que la temperatura de deteccion.

En algunas realizaciones, en las que la sonda comprende un informador generador de sefiales (por ejemplo, un
fluoréforo), se puede determinar una sefial del informador en un primer nivel cuando la sonda hibrida con la
envoltura de sonda. En otras realizaciones, el primer nivel es menor que una sefial determinada donde esta presente
una secuencia diana.
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En una realizacion, la sonda comprende, ademas, un informador y un desactivador.

Sin querer unirse a ninguna teoria particular, se cree que la separacion de las cadenas de la sonda/envoltura de
sonda esta impulsada por la termodinamica de la formacion de la hélice sonda/diana. La formacion de la hélice
sonda/diana puede superar la atraccion del par sonda/envoltura de sonda en las condiciones de ensayo.

Las moléculas de acido nucleico de la presente invencion, incluyendo las envolturas de sonda y las sondas, se
pueden preparar a partir de ADN, ARN, o combinaciones de los mismos. Ademas, aparte de los segmentos de
cadena sencilla que participan en la hibridacion con las secuencias de la sonda, en otras realizaciones, las
moléculas de acidos nucleicos pueden comprender también regiones de acidos nucleicos que son de doble cadena.
Ademas, las moléculas de acidos nucleicos pueden incluir nucleétidos modificados. Los enlaces internucleotidicos
modificados son (tiles en las moléculas de acidos nucleicos que comprenden desoxirribonuclettidos y
ribonucleétidos para alterar, por ejemplo, la fuerza de hibridacion y la resistencia a la degradacion no especifica 'y a
las nucleasas. Los enlaces entre los nucleétidos pueden incluir enlaces que no sean enlaces fosfodiéster, por
ejemplo, enlaces peptidicos. Los enlaces internucleotidicos modificados son bien conocidos en la técnica e incluyen
metilfosfonatos, fosforotioatos, fosforoditionatos, fosforamiditas y enlaces de ésteres de fosfato. También son
conocidos los “enlaces sin fosfato”, tales como puentes entre los nucleétidos e incluyen siloxano, carbonato, éster
carboximetilico, acetamidato, carbamato y puentes de tioéter. EI "ADN plastico", que tiene enlaces internucleotidicos,
por ejemplo, N-vinilo, metacriloxietilo, metacrilamida o etilenimina también se puede utilizar en las moléculas de
4cidos nucleicos de la presente invencion. "Acido Nucleico Peptidico” (ANP) es particularmente atil debido a su
resistencia a la degradacion por nucleasas y porque forma un hibrido mas fuerte con los acidos nucleicos naturales.

En otros aspectos adicionales, la presente invencion da a conocer un procedimiento para determinar la presencia,
como minimo, de una cadena de acido nucleico diana en una muestra. El procedimiento comprende: poner en
contacto la muestra con una sonda en presencia de un envoltura de sonda.

En una realizacién, la envoltura de sonda es un polinucleétido que tiene un primer segmento de polinucleétido
contiguo a un segundo segmento de polinucledtido que esta cadena abajo del primero y la sonda es una sonda de
acido nucleico para detectar una secuencia diana, en el que la sonda comprende un primer segmento de sonda y un
segundo segmento de sonda cadena abajo del primer segmento de sonda; en el que la secuencia del primer
segmento de polinucleétido es complementaria a la secuencia del primer segmento de sonda, en el que la secuencia
del segundo segmento de polinucleétido es complementaria a la secuencia del segundo segmento de sonda, en el
que la sonda comprende, ademas, un par FRET que comprende un fluoréforo y un desactivador.

En otra realizacion, el primer y segundo segmentos de sonda, en condiciones de hibridacion a una temperatura de
deteccion, son capaces de hibridar de forma especifica y reversible, respectivamente, con el primer y segundo
segmentos de polinucleétido de la envoltura de sonda, en ausencia de una cadena de acido nucleico diana, para
formar un complejo sonda/envoltura de sonda que tiene una Tn de sonda/envoltura de sonda, en el que, en
presencia de la cadena de acido nucleico diana, la sonda es capaz de hibridar preferentemente con la cadena de
acido nucleico diana para formar una T, sonda/diana.

En algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas la determinacién de un cambio en una sefial de
fluorescencia de la sonda a la temperatura de deteccion.

En otras realizaciones, se determina una sefial de fluorescencia en un primer nivel a la temperatura de deteccion
cuando la sonda hibrida con la envoltura de sonda, en la que la sefial de fluorescencia a la temperatura de deteccién
es mayor que el primer nivel en el que la cadena de acido nucleico diana esta presente en la muestra.

En otras realizaciones mas, los ensayos de acuerdo con la presente invencién pueden ser multiplexados, es decir,
puede ser detectado mas de un analito de acido nucleico diana en un ensayo. Tipicamente, en un ensayo multiple,
se afiade a la mezcla que ha de ensayarse mas de una sonda especifica de &cido nucleico que difiere en la
naturaleza de sus colorantes enlazados covalentemente. Los colorantes se pueden seleccionar para producir
sefiales fluorescentes distinguibles a partir de cada sonda especifica de acido nucleico. Las sefiales de las
diferentes combinaciones de colorantes de las sondas de &cidos nucleicos se pueden registrar simultaneamente
para detectar y/o cuantificar los acidos nucleicos diana correspondientes al mismo tiempo.

En una realizacién, el procedimiento es PCR en tiempo real. En otra realizacion, el procedimiento es un ensayo
multiplexado que incluye mdltiples envolturas de sonda, sondas y/o dianas en el mismo ensayo. En algunas
realizaciones, el procedimiento es PCR multiplexado en tiempo real que incluye dos o0 mas sondas diferentes y sus
correspondientes envolturas de sonda, segun la presente invencién.

Ademas de los ensayos homogéneos, las moléculas de acido nucleico de la presente invencion pueden, en otras
realizaciones, utilizarse en ensayos que se llevan a cabo en micromatrices de acidos nucleicos mediante los cuales
el analito de acido nucleico diana puede ser una mezcla de secuencias de acidos nucleicos, que comprende hasta
cientos de secuencias de acidos nucleicos y, en algunos casos, hasta decenas de miles de secuencias de acidos
nucleicos. Este ejemplo se aplica particularmente a andlisis de la expresion, en el que se analizan muchas o todas
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las secuencias de ARNm que estan presentes en un sistema bioldgico, por ejemplo un tipo de célula determinado a
partir de un cultivo celular. Habitualmente, las secuencias de ARNm pueden amplificarse mediante PCR de
transcripcion inversa con cebadores universales antes de su utilizacion como analitos en el ensayo. En esta
configuracion, todas las secuencias de acidos nucleicos presentes en el analito se aplican simultaneamente a la
micromatriz junto con la envoltura o envolturas de sonda apropiados, permitiendo de este modo la interaccion de
todas las secuencias de acidos nucleicos del analito con todos los acidos nucleicos que estan presentes en la
matriz. En otros casos, el analito de &cido nucleico diana contiene un nimero limitado de hasta unos cientos de
secuencias de acidos nucleicos y, en algunos casos, sélo una secuencia de acido nucleico. Generalmente, en el
analisis de micromatrices, las sefiales fluorescentes generadas se convierten en los resultados especificos de
secuencias a través de la relacién conocida de la localizaciéon de un punto en la matriz y la secuencia de la sonda
unida al mismo.

Entre las aplicaciones de las moléculas de acido nucleico de la presente invencion se incluyen los sectores de
diagndstico in vitro, entre los que se incluyen el diagndéstico clinico, investigacion en los sectores de la biologia
molecular, deteccion de drogas de alto rendimiento, diagndstico veterinario, pruebas agrogenéticas, pruebas
medioambientales, analisis de alimentos, monitorizacion industrial de procesos, analisis forense y analisis periciales.
El diagnostico in vitro y el diagnéstico clinico estan relacionados con el andlisis de muestras de acidos nucleicos
extraidas del cuerpo para detectar la existencia de un patégeno (por ejemplo, virus, bacterias), una enfermedad o
afeccion, su fase de desarrollo y/o gravedad, y la respuesta del paciente al tratamiento. En el cribado y el desarrollo
de farmacos de alto rendimiento se utilizan acidos nucleicos de manera similar a otros agentes, tales como
antigenos, anticuerpos, receptores, etc., para analizar la respuesta de los sistemas biolégicos tras la exposicion a
uno o mas compuestos en una disposicion de un numero elevado de muestras para identificar farmacos precursores
(“drug leads”). El diagnostico veterinario y las pruebas agrogenéticas implican muestras de un animal no-humano o
de una especie vegetal similares a las del diagnéstico in vitro y proporcionan procedimientos de control de calidad
para productos y procesos agrogenéticos. En las pruebas medioambientales, se pueden analizar los organismos y
sus toxinas, que indican la contaminacién de un medio ambiente, por ejemplo, suelo, agua, aire, etc. El andlisis de
los alimentos incluye la cuantificacion de organismos, por ejemplo, bacterias, hongos, etc., como un procedimiento
de control de calidad. En la monitorizacién de procesos industriales, se detectan y/o cuantifican acidos nucleicos,
para indicar el control adecuado de un proceso de produccion y/o generar una sefial si estos procesos estan fuera
de control. En las pruebas periciales, se identifican los organismos y/o sus toxinas en las pruebas de deteccion para
determinar la categoria de riesgo de un cliente o para ayudar a aprobar a los candidatos. Un experto en la materia
reconocera que las envolturas de sonda y las sondas de la presente invencion se pueden utilizar para muchas otras
aplicaciones de deteccién y/o cuantificacion de acidos nucleicos y nuevas aplicaciones se estan desarrollando
constantemente.

En una realizacion, las moléculas de &cidos nucleicos de la presente invencion, incluyendo las envolturas de sonday
las sondas, se pueden utilizar en ensayos para examinar donaciones de plasma y/o la fabricacién de plasma. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, los ensayos incluyen pruebas de PCR de donaciones y/o fabricacion de plasma
para detectar la presencia o ausencia de agentes infecciosos tales como, sin que constituyan limitacion, el VIH,
VHC, parvovirus, bacterias, levaduras, etc.

En algunas realizaciones, se detectan y/o cuantifican moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm, ARN gendmico viral)
de una fuente bioldgica (por ejemplo, sangre, semen, saliva, orina, liquido cefalorraquideo, piel). Tipicamente, las
moléculas de ARN, si estan presentes, se convierten en moléculas de ADNc y/o se amplifican mediante PCR para
proporcionar el analito diana de acido nucleico que se va a determinar.

En otras realizaciones, los ensayos se llevan a cabo con muestras de ARNm obtenidas a partir de un sistema
biolégico en diferentes condiciones ambientales, tales como la exposicion a concentraciones variables de un
farmaco candidato o mezclas de farmacos candidatos, lo que puede proporcionar datos sobre la eficacia, el perfil de
seguridad, el mecanismo de accién y otras propiedades de los farmacos candidatos que se requieren en el
desarrollo de farmacos.

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico de la presente invencion se pueden utilizar para detectar
o cuantificar dianas de ADN (por ejemplo, ADN genoémico viral, polimorfismos de ADN) que pueden estar presentes
en una muestra.

Los siguientes ejemplos se dan a conocer solamente a modo de ilustracion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Determinacion de VIH

Se determiné la presencia de ARN de VIH en muestras de plasma utilizando tecnologia de PCR en tiempo real
(RT-PCR) utilizando protocolos estandar. Se utilizaron muestras de plasma humano normal negativas para el VIH
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como controles negativos.

Se sometié al ARN del VIH extraido a partir de plasma a amplificacién por PCR en tiempo real 2por transcriptasa
inversa de etapa Unica, en presencia de una mezcla maestra que comprende tampones, iones Mg“*, dNTP, DMSO,
transcriptasa inversa MMLV, polimerasa Tag, cebadores especificos de VIH y la sonda -1-, con la envoltura de
sonda -1- o sin la misma. La reaccion de PCR en tiempo real por transcriptasa inversa se llevé a cabo utilizando un
AB 7300 (Applied Biosystems, Foster City, California), en condiciones de termociclado segin la temperatura de
fusion de la sonda/envoltura de sonda. Tras la amplificacion por PCR, se analizé la sefial fluorescente generada
utilizando el software Sistema de Deteccion de Secuencias (SDS) (Applied Biosystems, Foster City, California)
conocido en la técnica.

Los resultados muestran deteccién de VIH en muestras de plasma positivas para VIH con valores de Cr menores de
40. Los controles negativos tuvieron un fondo fluorescente bajo que queda por debajo del umbral establecido en
presencia de la envoltura de sonda. En ausencia de la envoltura de sonda, el fondo fluorescente en los controles
negativos fue alto, cruzando algunas muestras el umbral fijado en el valor de Cr menor de 40, lo que produjo
resultados falsos positivos.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una composicion que comprende:

a) una envoltura de sonda para la hibridacién a una sonda de acido nucleico en la que la envoltura de sonda
comprende un primer segmento de envoltura de sonda y un segundo segmento de envoltura de sonda que esta
cadena abajo del primero; y

b) una sonda de acido nucleico para la deteccién de una secuencia diana en la que la sonda comprende un par
FRET, en la que

la sonda comprende un primer segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo del primer
segmento de sonda;

en el que la secuencia del primer segmento de envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homodloga al
complemento inverso de la secuencia del primer segmento de sonda, en el que la secuencia del segundo segmento
de envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homologa al complemento inverso de la secuencia del segundo
segmento de sonda;

en el que la temperatura de fusion (Tm) del complejo sonda/diana es mayor que la temperatura de fusion del
complejo sonda/envoltura de sonda, para determinar la presencia de un acido nucleico diana en una muestra.

2. Uso, segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia del primer y segundo segmentos de envoltura de sonda
son, respectivamente, 100% homologos a los complementos inversos de las secuencias del primer y segundo
segmentos de sonda.

3. Uso, segun la reivindicacion 1, en el que la envoltura de sonda comprende ademas un espaciador entre el primer
y el segundo segmentos de envoltura de sonda.

4. Uso, segun la reivindicacionl, en el que el par FRET es un fluoréforo y un desactivador.

5. Procedimiento para la determinacién de la presencia de un acido nucleico diana en una muestra, comprendiendo
el procedimiento las etapas de:

a) determinar la sefial de fluorescencia en un primer nivel a una temperatura de deteccion cuando una sonda se
hibrida a una envoltura de sonda;

b) poner en contacto la muestra con la sonda en presencia de la envoltura de sonda, en el que la envoltura de
sonda tiene un primer segmento de envoltura de sonda y un segundo segmento de envoltura de sonda que esta
cadena abajo del primero, en el que la sonda es una sonda de acido nucleico para la deteccién de un acido nucleico
diana, en la que la sonda comprende un primer segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo
del primer segmento de sonda, en el que la secuencia del primer segmento de envoltura de sonda es, como minimo,
un 90% homdloga al complemento inverso de la secuencia del primer segmento de sonda, en el que la secuencia
del segundo segmento de envoltura de sonda es, como minimo, un 90% homologa al complemento inverso de la
secuencia del segundo segmento de sonda, en el que la sonda comprende ademas un par FRET, en el que el
primer y el segundo segmentos de sonda son capaces de hibridar con el primer y el segundo segmentos de
envolturas de sondas respectivamente, en ausencia de una acido nucleico diana para formar un complejo
sonda/envoltura de sonda, en el que en presencia del acido nucleico diana, la sonda es capaz de hibridar
preferentemente con el acido nucleico diana para formar un complejo sonda/complejo diana.

c) determinar el cambio de la sefial de fluorescencia de la sonda a la temperatura de deteccion; en el que el
fluoréforo tiene una sefial de fluorescencia a un primer nivel cuando la envoltura de la sonda se hibrida con la sonda;
en el que la sefial de fluorescencia es mayor que la del primer nivel cuando el acido nucleico diana esta presente en
la muestra.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, en el que el par FRET es un fluoréforo y un desactivador.
7. Composiciéon que comprende:

a) una envoltura de sonda para la hibridacién a una sonda de acido nucleico en la que la envoltura de sonda
comprende un primer segmento de envoltura de sonda y un segundo segmento de envoltura de sonda que esta
cadena abajo del primero; y

b) una sonda de acido nucleico para la deteccién de una secuencia diana en la que la sonda comprende un par
FRET, en la que la sonda comprende un primer segmento de sonda y un segundo segmento de sonda cadena abajo
del primer segmento de sonda;

en el que la secuencia del primer segmento de envoltura de sonda es de 90% a 96% homdloga al complemento

inverso de la secuencia del primer segmento de sonda, y en el que la secuencia del segundo segmento de envoltura
de sonda es de 90% a 96% homologa al complemento inverso de la secuencia del segundo segmento de sonda.
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