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DESCRIPCION

Conversion de secuencia y ADN amplificador de sefal que tiene acidos nucleicos bloqueados y métodos de
deteccién que usan los mismos

Antecedentes

La deteccién de acido nucleico objetivo en muestras de prueba es importante en varios campos, incluyendo
medicina y biologia. Muchas composiciones, plataformas de ensayo y procedimientos estan disponibles para la
deteccion de moléculas de acido nucleico especificas. Para que la deteccion sea reproducible y precisa, estos
procedimientos requieren niveles bajos o nulos de amplificacion de fondo no especifica. Sin embargo, los métodos
de amplificacion pueden dar lugar a falsas sefales positivas que afectan a la calidad, la exactitud, la reproducibilidad
y la fiabilidad general de los resultados. En algunos ensayos, estas sefales positivas "falsas" se pueden detectar en
muestras, incluidas muestras de control que contienen ADN sin molde (ADN no diana) o incluso muestras que
carecen de molde de ADN.

Un método comun utilizado para la amplificacién de secuencias especificas de una poblacién de secuencias mixtas
de acido nucleico es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Dado que una PCR tipica se lleva a cabo a tres
temperaturas diferentes, la reaccidon puede estar asociada con desafios tales como la dificultad para mantener
temperaturas precisas y que la pérdida de tiempo aumenta en proporcién al nimero de ciclos de amplificacion. La
desnaturalizacion de un ADN molde de doble cadena en cadenas simples (aunque depende en cierta medida de la
secuencia particular) a menudo requiere el uso de altas temperaturas de "fusion", que limita la clase de ADN
polimerasas que pueden usarse para aquellas que son altamente termoestables. Por consiguiente, se han
desarrollado tecnologias de plataforma de amplificacion isotérmica para detectar acidos nucleicos en condiciones de
reaccion que son mas leves que las utilizadas en la PCR. No obstante, estas tecnologias de amplificacion isotérmica
no han abordado los desafios que presentan los eventos de amplificacion no especificos y las sefiales de fondo altas
que pueden interferir con la deteccion de la secuencia objetivo. En el documento WO 2012/077819, se describe el
mismo método de deteccion, excepto por la presencia de un acido nucleico bloqueado (LNA) en la construccion de
oligonucledtidos utilizada.

La publicacion SILAHTAROGLU et al., NATURE PROTOCOLS, vol. 2, n.° 10, 2007, describe el uso de oligos
modificados con LNA para ensayos de hibridacion in situ con fluorescencia (FISH) y YANG CHAOYONG JAMES et
al., NUCLEIC ACIDS RESEARCH, vol. 35, n.° 12, 2007, describe el uso de modificaciones de LNA en sondas de
baliza molecular.

La siguiente divulgaciéon proporciona métodos y composiciones alternativos para detectar una secuencia de acido
nucleico (tal como ADN o ARN) en condiciones de reaccidon que son menos rigurosas que las usadas en la PCR. Los
métodos y composiciones mantienen la selectividad y sensibilidad de secuencia que permiten la deteccion de
moléculas de acido nucleico que pueden estar en una muestra a bajas concentraciones y/o moléculas de acido
nucleico de corta longitud. Los métodos y composiciones también reducen cualquier sefial de fondo que pueda dar
como resultado eventos de amplificacién no especificos y/o independientes del objetivo. Entre otros aspectos, la
divulgacion proporciona nuevos métodos y moléculas de acido nucleico que pueden mejorar el limite de deteccion
de acidos nucleicos objetivo en una muestra a baja temperatura, condiciones isotérmicas y puede simplificar o
mejorar la preparacion de muestras y métodos automatizados de deteccion.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método para detectar un acido nucleico diana en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con: un oligonucleétido (ADN de conversion de
secuencia o ADN SC) que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (A),
un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido
nucleico diana, y que tiene al menos un nucleétido quimicamente modificado; una polimerasa; y una endonucleasa
para una reaccioén de corte. En realizaciones de este aspecto, el método también comprende determinar la presencia
o ausencia de un ADN sefal, en el que la presencia del ADN sefial indica la presencia del acido nucleico diana en la
muestra.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método para detectar un acido nucleico diana en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con: un primer oligonucleétido (ADN de conversion
de secuencia o ADN SC) que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefal
(A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido
nucleico diana, y que tiene al menos un nucleétido quimicamente modificado; un segundo oligonucleétido (ADN
amplificador de sefial o ADN SA) que comprende, en la direcciéon de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de
sefial (D) que es homodloga a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) del primer oligonucleétido, un sitio de
reconocimiento de endonucleasa (E) (que puede ser igual o diferente del sitio de reconocimiento de endonucleasa
(B) en el ADN SA) y una secuencia (F) que es homodloga a la secuencia de generacién de ADN de seiial (A) del
primer oligonucleétido, y que tiene al menos un nucledtido modificado quimicamente; una polimerasa; y una
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endonucleasa para una reaccion de corte. En realizaciones de este aspecto, el método también comprende
determinar la presencia o ausencia de un ADN sefial, en el que la presencia del ADN sefial indica la presencia del
acido nucleico diana en la muestra.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para detectar un acido nucleico diana en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con: un oligonucleétido (ADN de conversion de
secuencia o ADN SC) que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (A),
un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido
nucleico diana, y que tiene al menos un acido nucleico bloqueado (LNA); una polimerasa; y una endonucleasa para
una reaccién de corte. En realizaciones de este aspecto, el método también comprende determinar la presencia o
ausencia de un ADN sefial, en el que la presencia del ADN sefial indica la presencia del acido nucleico diana en la
muestra.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método para detectar un acido nucleico diana en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con: un primer oligonucleétido (ADN de conversion
de secuencia o ADN SC) que comprende, en la direcciéon de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefal
(A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido
nucleico diana, y que tiene al menos un acido nucleico bloqueado (LNA); un segundo oligonucleétido (ADN
amplificador de sefial o ADN SA) que comprende, en la direcciéon de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de
sefial (D) que es homodloga a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) del primer oligonucleétido, un sitio de
reconocimiento de endonucleasa (E) (que puede ser igual o diferente del sitio de reconocimiento de endonucleasa
(B) en el ADN SA) y una secuencia (F) que es homodloga a la secuencia de generacién de ADN de seial (A) del
primer oligonucledtido, y que tiene al menos un LNA; una polimerasa; y una endonucleasa para una reaccion de
corte. En realizaciones de este aspecto, el método también comprende determinar la presencia o ausencia de un
ADN senfal, en el que la presencia del ADN sefal indica la presencia del acido nucleico diana en la muestra.

En ciertas realizaciones, el LNA presente en la secuencia (C) del ADN SC o en la secuencia (F) del ADN SA puede
comprender cualquier LNA tal como, por ejemplo, G, T, U, Ay C, asi como derivados de los mismos modificados
quimicamente. En realizaciones en las que las moléculas de nucleétidos comprenden mas de un LNA, cada LNA
puede seleccionarse independientemente de cualquier LNA (por ejemplo, G, T, U, A y C), asi como derivados
quimicamente modificados de los mismos o cualquier combinacion de los mismos. En ciertas realizaciones hay al
menos un LNA ubicado en la posicion 1 a 50, 1 a45, 1a40,1a35,1a30,1a25,1a20,1a15,1a1001a5
desde el extremo 3' del ADN SA (dentro de la secuencia (F)), y el ADN SC (dentro de la secuencia (C)). Como se
trata mas adelante, los inventores han ilustrado ciertas realizaciones de la divulgacion que ejemplifican que incluir
uno o mas LNA en el ADN SA y en el ADN SC, reduce las sefiales de fondo en el rendimiento de los métodos
descritos en el presente documento (por ejemplo, como resultado de la amplificacion independiente del objetivo).

En algunas realizaciones que incorporan LNA en la secuencia (F) del ADN SA, y en la secuencia (C) del ADN SC,
puede eliminar la generacion de sefiales de fondo no especificas en una reaccion de amplificacion. En otras
realizaciones, la incorporacion de LNA en las moléculas de ADN SA y SC puede retrasar la generacion de eventos
de amplificacion inespecificos durante un periodo de tiempo que permita la medicion especifica y precisa del acido
nucleico diana. Por tanto, la divulgacion proporciona moléculas de acido nucleico, composiciones, kits y métodos
que permiten la medicion de la secuencia o secuencias de sefial que indican la presencia de un acido nucleico diana
antes de que se genere una sefal de fondo interferente no especifica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una
sefal resultante de la presencia de acido nucleico diana de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 1 fM en una
muestra es detectable aproximadamente 10 a aproximadamente 120 minutos antes de que se detecte cualquier
sefal de fondo no especifica interferente.

En ciertas realizaciones, la polimerasa puede tener actividad de desplazamiento de cadena. En realizaciones
adicionales, la polimerasa puede ser deficiente en exonucleasa 3' a 5', deficiente en exonucleasa 5' a 3' o deficiente
en exonucleasa 3' a 5' y deficiente en exonucleasa 5' a 3'. En algunas realizaciones, la polimerasa comprende una
ADN polimerasa.

En realizaciones, la endonucleasa puede comprender una endonucleasa de corte o una endonucleasa de restriccion
que puede usarse en una reaccion que corta un oligonucleétido.

Si bien el método descrito en el presente documento puede realizarse en condiciones de amplificaciéon de ADN
tipicas (por ejemplo, temperaturas tipicas asociadas con PCR estandar, concentraciones del reactivo, ciclos de
tiempo, etc.), En algunas realizaciones, el método puede realizarse en condiciones isotérmicas o bajo temperaturas
sustancialmente constantes. En realizaciones adicionales, el método puede realizarse a temperaturas que son
inferiores a las temperaturas utilizadas en los métodos de PCR estandar. Como ejemplo, algunas realizaciones del
método pueden realizarse a una temperatura igual o inferior a una temperatura de hibridacién o recocido éptima
calculada, o una temperatura de hibridacion o recocido determinada experimentalmente, del acido nucleico diana (T)
y la secuencia (C) del ADN SC, o del ADN sefial (S) y la secuencia (F) del ADN SA como se describe a continuacion.
En realizaciones, el método se puede realizar a una temperatura que esta por debajo de la temperatura de fusién del
acido nucleico diana (T) unido a la secuencia (C) del ADN SC, o el ADN sefal (S) unido a la secuencia (F) del ADN
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SA. En otras realizaciones mas, el método puede realizarse a temperaturas que permitan la actividad de polimerasa
y/o endonucleasa. En realizaciones adicionales, el método se puede realizar a temperaturas que estan a la
temperatura de reaccion optima para la polimerasa y/o endonucleasa presente en la mezcla de reaccion o para la
deteccion de un acido nucleico diana en una muestra.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un oligonucleétido modificado quimicamente, que se puede denominar en
el presente documento como un "ADN de conversion de secuencia” (o "ADN SC") que comprende, en la direccién de
5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una
secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido nucleico diana, y que tiene al menos un acido nucleico
bloqueado (LNA).

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un oligonucleétido modificado quimicamente, que puede denominarse en
el presente documento "ADN amplificador de sefal" (o "ADN SA") que comprende, en la direccion de 5' a 3', una
secuencia de generacion de ADN de sefial (D) homdloga a una secuencia de generacion de ADN de sefial (A) de un
ADN de conversion de secuencia (ADN SC), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) y una secuencia que
tiene al menos un acido nucleico bloqueado (LNA) y que es homdlogo a una secuencia de generacion de ADN sefial
(A) de un ADN de conversion de secuencia (ADN SC).

La secuencia de acido nucleico diana puede ser cualquier secuencia de nucledtidos de interés y en algunas
realizaciones puede comprender una secuencia que se origina a partir de un agente infeccioso o un micro-ARN. En
otras realizaciones, el acido nucleico diana puede comprender una secuencia de un gen que puede estar asociado
con una enfermedad o un trastorno.

En algunas realizaciones, el sitio de reconocimiento de endonucleasa comprende una secuencia que es
complementaria a una secuencia que es cortada por una endonucleasa. En otras realizaciones, la secuencia que es
cortada por la endonucleasa es adyacente (corriente abajo o corriente arriba) a la secuencia que la endonucleasa
reconoce especificamente.

En un aspecto adicional, la divulgacion se refiere a una composicion para detectar un acido nucleico diana en una
muestra, comprendiendo dicha composicion: un oligonucledtido (ADN de conversion de secuencia o ADN SC) que
comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacién de ADN de sefial (A), un sitio de reconocimiento
de endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido nucleico diana, y que tiene al
menos un acido nucleico bloqueado (LNA); una polimerasa; y una endonucleasa para una reaccion de corte.

En un aspecto adicional, la divulgacion se refiere a una composicion para detectar un acido nucleico diana en una
muestra, comprendiendo dicha composicion: un primer oligonucleétido (ADN de conversion de secuencia o ADN SC)
que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (A), un sitio de
reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido nucleico diana,
y que tiene al menos un acido nucleico bloqueado (LNA); un segundo oligonucleétido (ADN amplificador de sefial o
ADN SA) que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefal (D) que es
homologa a la secuencia de generacion de ADN de sefal (A) del primer oligonucleétido, un sitio de reconocimiento
de endonucleasa (E) (que puede ser igual o diferente del sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) en el ADN
SA) y una secuencia (F) que es homodloga a la secuencia de generacion de ADN de sefal (A) del primer
oligonucledtido, y que tiene al menos un LNA; una polimerasa; y una endonucleasa para una reaccion de corte.

Las composiciones también pueden comprender una polimerasa y/o una endonucleasa capaz de cortar en o
adyacente al sitio de reconocimiento de endonucleasa del primer y segundo oligonucleétido cuando el sitio de
reconocimiento de endonucleasa es bicatenario. Las composiciones también pueden incluir otros reactivos tales
como tampones de reaccion, desoxirribonucleétidos y moléculas indicadoras, tales como, por ejemplo, ADN de
sonda modificada con fluoréforo (por ejemplo, sondas de baliza molecular) para la deteccion fluorescente de ADN
recién sintetizado.

En otro aspecto mas, la divulgaciéon se refiere a un kit para detectar un acido nucleico diana en una muestra,
comprendiendo dicho kit: un oligonucleétido (ADN de conversion de secuencia o ADN SC) que comprende, en la
direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa
(B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido nucleico diana, y que tiene al menos un acido
nucleico bloqueado (LNA); una polimerasa; y una endonucleasa para una reaccion de corte. En algunas
realizaciones, los kits pueden comprender ademas una polimerasa y/o una endonucleasa capaz de cortar un sitio de
reconocimiento de endonucleasa o un sitio adyacente a un sitio de reconocimiento de endonucleasa. Los kits
también pueden incluir reactivos, tales como tampones de reaccioén, desoxirribonucleétidos y moléculas indicadoras,
tales como, por ejemplo, ADN de sonda modificada con fluoréforo (por ejemplo, sondas de baliza molecular) para la
deteccion fluorescente de ADN recién sintetizado, tal como un ADN de sefial. Los kits también pueden comprender
instrucciones para su uso en la practica de cualquiera de los métodos desvelados en el presente documento.

En otro aspecto mas, la divulgaciéon se refiere a un kit para detectar un acido nucleico diana en una muestra,
comprendiendo dicho kit: un primer oligonucleétido (ADN de conversion de secuencia o ADN SC) que comprende,
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en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de seial (A), un sitio de reconocimiento de
endonucleasa (B) y una secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido nucleico diana, y que tiene al
menos un acido nucleico bloqueado (LNA); un segundo oligonucleétido (ADN amplificador de sefial o ADN SA) que
comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (D) que es homdloga a la
secuencia de generacion de ADN de sefal (A) del primer oligonucledtido, un sitio de reconocimiento de
endonucleasa (E) (que puede ser igual o diferente del sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) en el ADN SA) y
una secuencia (F) que es homologa a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) del primer oligonucleétido, y
que tiene al menos un LNA; una polimerasa; y una endonucleasa para una reaccion de corte. En algunas
realizaciones, los kits pueden comprender ademas una polimerasa y/o una endonucleasa capaz de cortar un sitio de
reconocimiento de endonucleasa o un sitio adyacente a un sitio de reconocimiento de endonucleasa. Los kits
también pueden incluir reactivos, tales como tampones de reaccion, desoxirribonucleétidos y moléculas indicadoras,
tales como, por ejemplo, ADN de sonda modificada con fluoréforo (por ejemplo, sondas de baliza molecular) para la
deteccion fluorescente de ADN recién sintetizado, tal como un ADN de sefial. Los kits también pueden comprender
instrucciones para su uso en la practica de cualquiera de los métodos desvelados e el presente documento.

Los métodos, oligonucledtidos, composiciones y kits desvelados en el presente documento pueden usarse en
combinacion con plataformas de sistemas integrados. Por ejemplo, los métodos, oligonucleétidos, composiciones y
kits de la presente invenciéon pueden usarse en combinacion con el sistema ARCHITECT de Abbott. Los métodos,
oligonucledtidos, composiciones y kits desvelados en el presente documento pueden usarse con plataformas de
sistemas de preparacion de muestras tales como, por ejemplo, el sistema de preparacion de muestras m2000sp
(Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL). De manera similar, los métodos, oligonucleétidos, composiciones y kits
desvelados en el presente documento pueden usarse con plataformas de sistemas de punto de atencion, tales
como, por ejemplo, el sistema del punto de atencion i-STAT de Abbott (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL).
Adicionalmente, los métodos, oligonucledtidos, composiciones y kits de la presente invencion pueden usarse con
cualquier numero de otros dispositivos, plataformas de ensayo e instrumentacion, tal como, por ejemplo, detectores
de fluorescencia de mano, medidores de micro pH, dispositivos microfluidicos, micromatrices, sistemas de deteccion
enzimatica, tiras inmunocromatograficas y dispositivos de flujo lateral.

Los métodos, oligonucledtidos, composiciones y kits desvelados en el presente documento pueden usarse en el
campo del diagnoéstico molecular, incluido el diagnéstico de enfermedades no infecciosas e infecciosas. Por ejemplo,
los métodos, oligonucleotidos, composiciones y kits de la presente invencion pueden usarse para detectar
microARN, ARN mensajero, ARN no codificante y ADN metilado en fluido humano, tal como sangre, orina, saliva,
sudor y heces. De manera similar, los métodos, oligonucleétidos, composiciones y kits de la presente invencion
pueden usarse para detectar acidos nucleicos diana que se originan a partir de enfermedades infecciosas tales
como, por ejemplo, VHB, VHC, VIH, HPV, HTLV-I, parvovirus, tuberculosis, sifilis, malaria y Entamoeba histolytica en
fluido humano como sangre, orina, saliva, sudor y heces.

Se entiende que en algunos aspectos de la presente divulgacion, los ADN SC y SA desvelados en el presente
documento pueden comprender nucleétidos modificados quimicamente que no sean acidos nucleicos bloqueados,
en la misma posicion o en otra diferente. Por ejemplo, los ADN SC y SA descritos en el presente documento pueden
comprender BNA (acido nucleico en puente), ENA (acido nucleico con puente de etileno), GNA (acido glicol
nucleico), TNA (acido nucleico de treosa), PNA (acido nucleico peptidico), acidos nucleicos de morfolino y
nucleétidos de fosforotioato

Aspectos adicionales, realizaciones y ventajas proporcionadas por la divulgacion se haran evidentes a la vista de la
descripcion siguiente.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A es un diagrama que ilustra esquematicamente un ejemplo no limitante de un ADN de conversién de
secuencia (ADN SC) para la deteccion de un acido nucleico diana en una muestra. EI ADN SC comprende, en la
direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de seial (A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B)
que puede usarse en una reaccion de corte, y una secuencia (C) complementaria al acido nucleico diana y que
comprende acido nucleico bloqueado (LNA).

La figura 1B es un diagrama que ilustra esquematicamente un ejemplo no limitante de un ADN amplificador de
sefial (ADN SA) para la deteccion de un acido nucleico diana en una muestra. EI ADN SA comprende, en la
direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de sefial (D) homdloga a la secuencia de generacion
de ADN de sefial (A) de un ADN SC; un sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) (que puede ser igual o
diferente del sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) de un ADN SC) y una secuencia (F) que es homodloga
a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) de un primer ADN SC, y que comprende acido nucleico
bloqueado.

La figura 2A es un diagrama que ilustra esquematicamente la progresion de una reaccion ejemplar de un acido
nucleico diana (T) con un ADN de conversion de secuencia (SC) para la deteccion de un acido nucleico diana en
una muestra. Las secuencias (A) - (C) son como se describe en la Figura 1A, la secuencia (T) representa una



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759339 T3

secuencia diana, la secuencia (X) representa la secuencia producida cuando la Diana (T) unida a la secuencia
(C) se extiende por la polimerasa, la secuencia (X') representa la secuencia de extension cortada y la secuencia
(S) representa la secuencia de ADN de sefial finalmente producida.

La figura 2B es un diagrama que ilustra esquematicamente la progresion de una reaccion ejemplar de un ADN de
sefial (S) con un ADN de amplificacion de sefal (SA) para la deteccion de un acido nucleico diana en una
muestra. Las secuencias (D) - (F) son como se describe en la Figura 1B, la secuencia (S) es el ADN sefial
producido a partir de la reaccion del acido nucleico diana (T) con el ADN SC como se describe en la figura 2A, la
secuencia (Y) representa la secuencia producida cuando el ADN de sefial (S) unido a la secuencia (D) se
extiende por la polimerasa, la secuencia (Y') representa la secuencia de extension cortada y la secuencia (S)
representa la secuencia de ADN de sefial finalmente producida. Como la secuencia de generaciéon de sefal SA
(D) es homologa a la secuencia de generacion de sefial SC (A), se produce el misma ADN sefal (S).

La Figura 3 representa la estructura de horquilla pronosticada de ADN SA N.° 339 (SEQ ID NO.: 25) calculada
utilizando DINAMelt (Nucleic Acids Res., 33, W577-W581; Y Bioinformatics: Structure, Function and Applications
(Series: Methods in Molecular Biology, Vol. No.: 453), capitulo 1, paginas 3-31 (ISBN 978-1-60327-428-9)).
También se muestra la ubicacion de dos LNA dentro del tallo de la estructura de horquilla en las posiciones 3 y 6
desde el extremo 3' del ADN SA # 339.

Descripcion detallada

En un sentido general, la divulgacion se refiere a construcciones de acido nucleico que son sorprendentemente
efectivas en la deteccién de acidos nucleicos diana en una muestra de prueba. Las construcciones desveladas en el
presente documento comprenden secuencias de acido nucleico que permiten la produccién de ADN de sefial que se
generan en presencia de un acido nucleico diana, con una reduccién concomitante en la sefal de fondo que surge
de eventos de amplificacion no especificos y/o en ausencia de un acido nucleico diana. Los métodos y las
construcciones de acido nucleico desvelados en el presente documento proporcionan una deteccion selectiva y
sensible de acidos nucleicos diana que pueden realizarse ventajosamente a baja temperatura y condiciones
isotérmicas.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un oligonucleétido modificado quimicamente, que puede denominarse en
el presente documento "ADN amplificador de sefal" (o "ADN SA") que comprende, en la direccion de 5' a 3', una
primera secuencia que es complementaria a una secuencia de ADN de sefial conocida, un sitio de reconocimiento
de endonucleasa y una segunda secuencia que es complementaria a la misma secuencia de ADN de sefial conocida
que la primera secuencia, en el que la segunda secuencia comprende un acido nucleico bloqueado (LNA). La
primera secuencia es la secuencia de generacion de ADN de sefial (D) en la Figura 1B, que es homdloga a una
secuencia de generacion de ADN de sefial conocida (A) de un ADN SC. La segunda secuencia es la secuencia (F)
en la Figura 1B, que es homologa a la misma secuencia de generacion de ADN de sefial conocida (A) del mismo
ADN SC, y que tiene al menos un LNA. En algunas realizaciones de este aspecto, la segunda secuencia comprende
una pluralidad de LNA (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 LNA). En algunas realizaciones, la segunda secuencia
comprende de 2-6 LNA. En algunas realizaciones, la segunda secuencia comprende 2 LNA, 3 LNA o 4 LNA. En
otras realizaciones, el oligonucledtido modificado quimicamente comprende ademas una modificacion del extremo
3.

En este aspecto, las longitudes de la primera y segunda secuencia pueden variar, pero tipicamente cada una de las
secuencias tiene aproximadamente la misma longitud que la otra. En realizaciones, la longitud de las secuencias
puede estar en un rango de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 nucleétidos, pero son mas tipicamente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 30, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30, o de aproximadamente
15 a aproximadamente 30 nucleotidos de longitud. El sitio de reconocimiento de endonucleasa comprende una
secuencia que puede ser reconocido, unido y cortado por una endonucleasa como se describe en el presente
documento. Dichas secuencias se conocen generalmente en la materia. El sitio de reconocimiento de endonucleasa
puede comprender nucleotidos adicionales 5' o 3' al sitio de unién de endonucleasa (0 ambos 5' y 3') pero
tipicamente no tiene mas de 10 nucledtidos de longitud.

En ciertas realizaciones descritas en el presente documento, la ubicacién del LNA, o la pluralidad de LNA, en la
segunda secuencia se identifican con respecto al extremo 3' de la secuencia y pueden variar. En algunas
realizaciones, el LNA o la pluralidad de LNA se encuentra en las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 0 20 desde el extremo 3' de la secuencia. En algunas realizaciones que comprenden un solo LNA,
el LNA esta ubicado en cualquiera de las posiciones 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
desde el extremo 3' de la secuencia.

En realizaciones que comprenden dos LNA, los LNA pueden ubicarse en cualquier combinaciéon de dos posiciones
seleccionadas de las posiciones 1 a 20 desde el extremo 3' de la secuencia. En algunas realizaciones, los LNA
pueden ubicarse en la posicién 6 y en cualquier otra posicion 1-5y 7-20 (por ejemplo, 1y 6,2y 6,3y 6,4y 6,5y 6,
7y6,8y6,9y6,10y6,11y6,12y6,13y6,14y6,15y 6,16y 6,17y 6,18y 6, 19y 6, 0 20 y 6) desde el
extremo 3' de la secuencia; en las posiciones 1 y 2; en las posiciones 1 y 10; en las posiciones 2 y 10; en las
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posiciones 4 y 8; en las posiciones 5y 9; en las posiciones 1y 8; en las posiciones 2 y 8; en las posiciones 3y 8;y
en las posiciones 2 y 7 desde el extremo 3' de la secuencia.

En realizaciones que comprenden tres LNA, los LNA se pueden ubicar en cualquier combinacién de tres posiciones
seleccionadas de las posiciones 1 a 20 desde el extremo 3' de la secuencia. En algunas realizaciones, los LNA
pueden ubicarse en la posicién 6 y en cualquier otra combinacion de dos posiciones 1-5 y 7-20 desde el extremo 3'
de la secuencia; y en las posiciones 1, 2 y 10 desde el extremo 3' de la secuencia.

En realizaciones que comprenden cuatro LNA, los LNA pueden ubicarse en cualquier combinacion de cuatro
posiciones seleccionadas de las posiciones 1 a 20 desde el extremo 3' de la secuencia. En algunas realizaciones,
los LNA pueden ubicarse en la posicion 6 y en cualquier otra combinacion de tres posiciones 1-5 y 7-20 desde el
extremo 3' de la secuencia.

En realizaciones de este aspecto, la divulgacion proporciona nuevas construcciones de oligonucleétidos de
conversion de secuencia (SC) y amplificador de seial (SA), y combinaciones de los mismos, que son utiles para
detectar un acido nucleico diana en una muestra, con una reduccion concomitante en la sefal de fondo. Como se
representa en la realizacion ilustrativa de la Figura 1A, un oligonucleétido de ADN de conversion de secuencia (ADN
SC) para la deteccion de un acido nucleico diana en una muestra comprende, en la direccion de 5' a 3', una
secuencia de generacion de ADN de sefal (A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C)
complementaria al extremo 3' de un acido nucleico diana, y que tiene al menos un acido nucleico bloqueado (LNA).

Como se representa en la realizacion ilustrativa de la Figura 1B, un ADN amplificador de sefial (ADN SA) para la
deteccion de un acido nucleico diana en una muestra comprende, en la direcciéon de 5' a 3', una secuencia de
generacion de ADN de sefial (D) homologa a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) de un ADN SC; un
sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) (que puede ser igual o diferente de un sitio de reconocimiento de
endonucleasa (B) de un ADN SC), y una secuencia (F) que comprende un acido nucleico bloqueado (LNA) y una
secuencia que es homologa a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) de un ADN SC.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, tanto la secuencia (C) del ADN SC como la secuencia (F) del
ADN SA comprenden acidos nucleicos bloqueados (LNA). En otras realizaciones, solo la secuencia (F) del ADN SA
comprendera acidos nucleicos bloqueados (LNA). Un acido nucleico bloqueado es un nucleétido de ARN modificado
que tiene la siguiente estructura:

b
"Ii LMA (acide nucleico bloqueado)
0

N
\
Base
¥i e £ . j
e —
*Re Yk
s 2
e
o L o
of e roe
3\9-'; puente de metileno

Tal y como se ilustra, el resto ribosa de un nucledtido de LNA se modifica a partir de una estructura de anillo de
ribosa tipica mediante un puente de metileno que conecta el atomo de oxigeno 2' y el atomo de carbono 4', y que
bloguea la ribosa en la conformacion del extremo 3'. Tales LNA pueden comprender cualquier base de purina o
pirimidina natural o bases no naturales (por ejemplo, inosina, bases modificadas quimicamente, etc.).

Al incorporar los LNA en un oligonucleétido de amplificacion como, por ejemplo, secuencia (F) del ADN SA descrito
en el presente documento o en la secuencia (C) del ADN SC, la amplificacion de sefial de fondo no especifica se
elimina por completo o se retrasa durante un periodo de tiempo que es adecuado para detectar la secuencia de
sefal resultante de la presencia de acido nucleico objetivo sin ninguna interferencia de la sefal de fondo no
especifica. Por ejemplo, en algunas realizaciones, una sefial resultante de la presencia de aproximadamente 1 nM a
aproximadamente 1 fM de &acido nucleico diana en una muestra es detectable en aproximadamente 5 a
aproximadamente 120 minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 90 minutos, en un plazo de
aproximadamente 5 a aproximadamente 60 minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 30
minutos, o en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 minutos antes de que cualquier sefial de
fondo no especifica sea detectable. En algunas realizaciones, una sefal resultante de la presencia de acido nucleico
diana de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 1 pM en una muestra es detectable en aproximadamente 5 a
aproximadamente 120 minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 90 minutos, en un plazo de
aproximadamente 5 a aproximadamente 60 minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 30
minutos, o en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 minutos antes de que cualquier sefial de
fondo no especifica sea detectable. En otras realizaciones, una sefial resultante de la presencia de
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aproximadamente 1 pM a aproximadamente 1 fM de acido nucleico diana en una muestra es detectable en
aproximadamente 5 a aproximadamente 120 minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 90
minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 60 minutos, en un plazo de aproximadamente 5 a
aproximadamente 30 minutos, o en un plazo de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 minutos antes de que
cualquier sefal de fondo no especifica sea detectable. En algunas realizaciones, el método no genera ninguna sefial
de fondo no especifica detectable.

Tal como se ha descrito anteriormente, los LNA se incorporan en la secuencia (F) del ADN SA y en la secuencia (C)
del ADN SC, en cualquier posicion efectiva para reducir o eliminar la amplificacién de sefial de fondo no especifica
en ausencia de acido nucleico diana. En algunas realizaciones, los LNA se incorporan en la secuencia (F) del ADN
SA'y en la secuencia (C) del ADN SC, en la posicién 1, 2, 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20
o combinaciones de los mismos, desde el extremo 3' el ADN SC o SA respectivo. En algunas realizaciones, un LNA
esta ubicado en la posicién 6, o en las posiciones 3 y 6, desde el extremo 3' del ADN SA. En otras realizaciones, los
LNA estan presentes en el ADN SA en las posiciones (contando desde el extremo 3'): 1, 2, 6 y 10 (por ejemplo, SEQ
ID NO.: 2); 1, 2 y 6 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 3); 1, 2 y 10 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 4); 1, 6 y 10 (por ejemplo,
SEQ ID NO.: 5); 2,6 y 10 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 6); 1y 2 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 7); 1y 6 (por ejemplo, SEQ
ID NO.: 8); 2y 6 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 9); 1y 10 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 10); 2 y 10 (por ejemplo, SEQ ID
NO.: 11); 1 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 16); 4 y 8 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 23); 2, 3y 6 (por ejemplo, SEQ ID NO.:
26); 2, 3, 6 y 10 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 27); 0 3y 10 (por ejemplo, SEQ ID NO.: 35).

En algunas realizaciones, los LNA se incorporan a la secuencia (F) del ADN SA, y a la secuencia (C) del ADN SC,
en o dentro de un motivo estructural particular que incorpora cualquiera de las secuencias. Por ejemplo, la secuencia
(F) del ADN SA puede formar una estructura de horquilla (tallo-asa) consigo misma o con porciones de alguna otra
secuencia dentro del ADN SA (por ejemplo, secuencia (D) o (E)), y el LNA puede localizarse dentro del tallo. El tallo
puede comprender entre aproximadamente 2 y aproximadamente 10 pares de bases, de entre aproximadamente 2 a
aproximadamente 8 pares de bases, de entre aproximadamente 2 a aproximadamente 6 pares de bases, o de entre
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 pares de bases, y todos los enteros entre 2 y 10 pares de bases.
Alternativamente, el LNA se puede ubicar en una regiéon de ADN monocatenario (por ejemplo, un bucle o extremo de
cola 3' de una estructura de horquilla). De manera analoga, la secuencia (C) del ADN SC puede formar una
estructura de horquilla (tallo-bucle) consigo misma o con porciones de alguna otra secuencia dentro del ADN SC (por
ejemplo, secuencia (A) o (B)), y el LNA puede estar ubicado dentro del tallo. En la alternativa, el LNA se puede
ubicar en una regién de ADN monocatenario (por ejemplo, un bucle o extremo de cola 3' de una estructura de
horquilla). (Véase, por ejemplo, la Figura 3).

Como se ilustra en la Figura 1A, los ADN SC desvelados en el presente documento comprenden una secuencia de
generacion de sefial (A). La secuencia de generacion de sefial (A) en el ADN SC puede comprender cualquier
secuencia de acido nucleico deseada y no esta limitada por ninguna secuencia particular. Como se analiza con mas
detalle a continuacion, la secuencia de generacion de sefial (A) proporciona al menos una parte del molde para un
ADN de sefal (por ejemplo, acido nucleico (S) en la Figura 2), cuya produccion indica la presencia de acido nucleico
diana. La secuencia de generacion de sefial (A) en el ADN SC no esta limitada por la longitud. En algunas
realizaciones, la secuencia de generacion de sefial (A) en el ADN SC es de aproximadamente 5 a aproximadamente
100 bases de acido nucleico, y todos los enteros entre 5 y 100. En realizaciones, la secuencia de generacion de
sefial (A) en el ADN SC es de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 bases de acido nucleico, y todos los
enteros entre 5 y 30. En algunas realizaciones, la secuencia de generacion de sefial (A) en el ADN SC es de
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 bases de acido nucleico, y todos los nimeros enteros entre 10 y 30. En
otras realizaciones adicionales, la secuencia de generacion de sefal (A) en el ADN SC es de aproximadamente 15 a
aproximadamente 30 bases de acido nucleico, y todos los numeros enteros entre 15 y 30 (por ejemplo,
aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19, aproximadamente 20,
aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23, aproximadamente 24, aproximadamente 25,
aproximadamente 26, aproximadamente 27, aproximadamente 28, aproximadamente 29 o aproximadamente 30
bases).

Como se ilustra en la Figura 1B, los ADN SA desvelados en el presente documento comprenden una secuencia de
generacion de ADN de sefal (D) que es homologa a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) de un ADN
SC, y una secuencia (F) (que comprende un acido nucleico bloqueado) que es homdloga a la misma sefial de
secuencia de generacion de ADN (A) del mismo ADN SC. En algunas realizaciones, para ser homologo a la
secuencia de generacion de ADN de sefial (A) de un ADN SC, las secuencias (D) y (F) son completamente idénticas
a la secuencia de generacion de ADN de sefial correspondiente (A). En otras realizaciones, la secuencia (F) es
idéntica en secuencia a la secuencia de generacion de ADN de sefal correspondiente (A) de un ADN SC, excepto
que es de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 o de aproximadamente 1 a aproximadamente 4 o de
aproximadamente 1 a aproximadamente 3 o de aproximadamente 1 a aproximadamente 2 o 1 base (s) mas corta en
el extremo 3'. Cuando la secuencia de generacion de ADN de sefial (D) de un ADN SA es homodloga a la secuencia
de generacion de ADN de seial (A) de un ADN SC, se deduce que la misma ADN sefal (S) se produce y se
amplifica exponencialmente.

Los ADN SC y SA comprenden sitios de reconocimiento de endonucleasa (B) y (E) respectivamente, que pueden ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759339 T3

iguales o diferentes. En forma de cadena sencilla (por ejemplo, la estructura de las Figuras 1A y 1B), los sitios de
reconocimiento de endonucleasa (B) y (E) pueden comprender una secuencia que es complementaria a una
secuencia que puede ser cortada por una endonucleasa. La secuencia que es cortada por la endonucleasa puede
estar dentro de, corriente abajo o corriente arriba de la secuencia reconocida por la endonucleasa. Adecuadamente,
cuando es de doble cadena, los sitios de reconocimiento de endonucleasa (B) y (E) pueden reconocerse por una o
mas endonucleasas presentes en la reaccion, y los sitios de reconocimiento de endonucleasa (B) y (E) (o una
secuencia adyacente a los sitios de reconocimiento de endonucleasa (B) y (E)) se puede escindir en una sola
cadena del ADN bicatenario (es decir, mellado). Como se describe con mayor detalle a continuacion, la unién de un
acido nucleico diana a la secuencia complementaria (C) de la replicacion de ADN SC ceba a través de la ADN
polimerasa para crear una forma activa de doble cadena del sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) que ahora
puede servir como un sitio de reconocimiento para una endonucleasa (Figura 2A). El corte por la endonucleasa en el
sitio de endonucleasa bicatenario recién creado (B), o en un sitio adyacente al sitio de endonucleasa bicatenario
recién creado (B), luego ceba la replicacion mediante ADN polimerasa y genera ADN de sefial (S) (véase, por
ejemplo, Figura 2A). Como se ilustra en la Figura 2 A, el sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) esta orientado
de tal manera que la cadena recién replicada es cortada, no el ADN SC. Esto es, cuando se genera la cadena recién
replicada, la orientacion del sitio de reconocimiento de endonucleasa en (B) dirige la actividad de endonucleasa
(escision) de la cadena recién replicada. Por tanto, el sitio de reconocimiento de endonucleasa comprende una
secuencia que es complementaria a una secuencia que es cortada por una endonucleasa, permitiendo que el
oligonucledtido SC permanezca intacto durante toda la reaccion (es decir, el ADN SC no se corta ni escinde).

Como se describe con mayor detalle a continuacion, la unién de ADN sefal (S), generado a partir de la secuencia de
generacion de sefal (A) de un ADN SC, a la secuencia (F) de una replicacion de cebadores de ADN SA a través de
la ADN polimerasa para crear una forma de doble cadena del sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) del ADN
SA que puede servir como un sitio de reconocimiento para una endonucleasa (Figura 2B). El corte de endonucleasa
en el sitio de endonucleasa bicatenaria recién creado (E) del ADN SA, o en un sitio adyacente al sitio de
endonucleasa bicatenaria recién creado (E), después cena la replicacion a través de la ADN polimerasa y genera
una ADN senial (S) que es igual a el ADN sefial (S) generada a partir del ADN SC (Figura 2B). Como se ilustra en la
Figura 2B, el sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) esta orientado de modo que la hebra recién replicada es
cortada, no el ADN SA. Esto es, cuando se genera la cadena recién replicada, la orientacion del sitio de
reconocimiento de endonucleasa en E dirige la actividad de endonucleasa (escision) de la cadena recién replicada.
Por tanto, el sitio de reconocimiento de endonucleasa comprende una secuencia que es complementaria a una
secuencia que es cortada por una endonucleasa, permitiendo que el oligonucleétido SA permanezca intacto durante
toda la reaccion (es decir, el ADN SA no se corta ni escinde).

La secuencia (C) del ADN SC que es complementaria al ADN objetivo no esta limitada por la longitud, y puede ser
de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 bases de acido nucleico, y todos los nimeros enteros entre 5y 100.
En algunas realizaciones, la secuencia (C) del ADN SC es de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 bases de
acido nucleico, y todos los nimeros enteros entre 5 y 30. En algunas realizaciones, la secuencia (C) en el ADN SC
es de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 bases de acido nucleico, y todos los numeros enteros entre 10 y
30. En realizaciones adicionales, la secuencia (C) del ADN SC es de aproximadamente 15 a aproximadamente 30
bases de acido nucleico, y todos los nimeros enteros entre 15 y 30.

Las secuencias complementarias pueden formar interacciones de enlace de hidrégeno para formar una estructura de
acido nucleico bicatenario (por ejemplo, pares de bases de acido nucleico). Por ejemplo, una secuencia que es
complementaria a una primera secuencia incluye una secuencia que es capaz de formar pares de bases Watson-
Crick con la primera secuencia. Como se emplea en el presente documento, el término "complementario" no
requiere que una secuencia sea complementaria sobre la longitud completa de su cadena complementaria, y abarca
una secuencia que es complementaria a una porcion de otra secuencia. Por tanto, en algunas realizaciones, una
secuencia complementaria abarca secuencias que son complementarias en toda la longitud de la secuencia o en
una porcién de la misma (por ejemplo, mayor que aproximadamente 10 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 30 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 60 %,
aproximadamente 70 %, aproximadamente 80%, o aproximadamente 90% de la longitud de la secuencia). Por
ejemplo, dos secuencias pueden ser complementarias entre si en una longitud que varia de aproximadamente 2 a
aproximadamente 100 nucledétidos consecutivos (contiguos), o cualquier nimero entero entre 2 y 100. En algunas
realizaciones, dos secuencias pueden ser complementarias entre si en una longitud que varia de aproximadamente
15 a aproximadamente 30 nucleétidos consecutivos (contiguos), o cualquier nimero entero entre 15 y 30. Como se
emplea en el presente documento, las secuencias complementarias pueden abarcar secuencias que tienen algunos
apareamientos erroneos de secuencia. Por ejemplo, las secuencias complementarias pueden incluir secuencias que
son complementarias de al menos aproximadamente 70 % a 100 %, preferiblemente mayor que por encima del 95 %
de la longitud de la secuencia. A pesar de cierta cantidad de apareamientos erroneos, las secuencias
complementarias generalmente tienen la capacidad de hibridarse selectivamente entre si en condiciones apropiadas
tales como, por ejemplo, condiciones rigurosas y altamente rigurosas tales como las descritas en el presente
documento o generalmente conocidas por los expertos en la materia.

Los ADN SC y SA pueden sintetizarse por métodos conocidos. Por ejemplo, los ADN SC y SA se pueden sintetizar
utilizando un método de fosforamidita, un método de fosfotriéster, un método de H-fosfonato, o un método de
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tiofosfato. En algunas realizaciones, los ADN SC y/o SA se pueden purificar, por ejemplo usando HPLC de
intercambio iénico.

Los ADN SC y SA pueden comprender modificaciones quimicas tales como las generalmente conocidas en la
técnica. En algunas realizaciones, por ejemplo, los ADN SC y SA pueden comprender nucleétidos modificados
quimicamente (por ejemplo, derivado de 2'-O metilo, fosforotioatos, etc.), modificaciones en el extremo 3,
modificaciones en el extremo 5' o cualquier combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, el extremo 3' de
los ADN SC y SA puede modificarse de modo que no se produzca una reaccion de extension desde el extremo 3' del
ADN SC o SA (por ejemplo, al unirse a una secuencia objetivo u otra secuencia no diana, eso podria servir como un
cebador para la extension de polimerasa). Como se ilustra en la Figura 2 A, es el extremo 3' del acido nucleico
objetivo (T), no el ADN SC, el que inicia la replicacion del ADN. Cualquier replicacion iniciada desde el extremo 3' de
los ADN SC o SA puede conducir a errores de deteccion (por ejemplo, falsos positivos). Adicionalmente, las
reacciones de extension no especificas de un extremo 3' no modificado del ADN SC que surge de eventos tales
como, por ejemplo, union entre el ADN SC y una secuencia no diana, union entre el ADN SC y una secuencia diana
en una posicién incorrecta, la unidn entre los ADN SC y SA, o la sintesis de ADN no templada de novo o ab initio
también puede conducir a errores de deteccion. En consecuencia, en realizaciones, los ADN SC y SA comprenden
una modificacién del extremo 3' que puede reducir o eliminar la aparicién de cualquier reaccion de extensién no
deseada, tales como los discutidos anteriormente. Ejemplos no limitativos de modificaciones en el extremo 3'
incluyen TAMRA, DABCYL y FAM. Otros ejemplos no limitantes de modificaciones incluyen, por ejemplo,
biotinilacién, fluorocromacion, fosforilacion, tiolacion, aminacion, nucleétidos invertidos o grupos abasicos.

En otro aspecto, la presente invencidon abarca métodos para detectar un acido nucleico diana (T) en una muestra.
Los métodos generalmente comprenden poner en contacto dicha muestra con: un primer oligonucleétido (o ADN de
conversion de secuencia o ADN SC) que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de
ADN de sefal (A), un sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) y una secuencia (C) que tiene un acido nucleico
bloqueado (LNA) y que es complementario al extremo 3' de dicho acido nucleico diana (T); un segundo
oligonucledtido (o ADN amplificador de sefial o ADN SA) que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia
de generacion de ADN de sefial (D) homdloga a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) del primer
oligonucleotido, un sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) (que es el mismo que el sitio de reconocimiento de
endonucleasa (B) del primer oligonucleétido) y una secuencia (F) que comprende un acido nucleico bloqueado (LNA)
y que es homologo a la secuencia de generacion de ADN de sefial (A) del primer oligonucleétido; una polimerasa; y
una endonucleasa para una reaccion de corte. En realizaciones de este aspecto, el método también comprende
determinar la presencia o ausencia de un ADN sefal, en el que la presencia del ADN sefial indica la presencia del
acido nucleico diana en la muestra.

El método comprende poner en contacto una muestra con una endonucleasa. La endonucleasa puede ser una
endonucleasa de corte o una endonucleasa de restriccidon que es capaz o puede usarse para cortar la secuencia
complementaria al sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) dentro del ADN SC, o la secuencia complementaria
al sitio de reconocimiento de endonucleasa (E) dentro del ADN SA. En algunas realizaciones, la endonucleasa
comprende una endonucleasa de corte 0 una endonucleasa de restriccion que puede catalizar o puede usarse para
catalizar una reaccion de corte de ADN bicatenario. En realizaciones que proporcionan una endonucleasa de corte,
el enlace fosfodiéster de una cadena de un ADN de cadena doble se puede escindir para generar un grupo fosfato
en el lado 5' del sitio de escision y un grupo hidroxilo en el lado 3'. Los ejemplos no limitantes de endonucleasas de
corte incluyen Nb.BbvCl, Nt.Alwl, Nt.BbvCl, Nb.BsrDI, Nb.Btsl, Nt.BspQl, Nt.BstNBI, Nb.Bsml, Nt.CviPIl y Nt.BsmAl.

En algunas realizaciones, la endonucleasa puede ser una endonucleasa de restriccion. En estas realizaciones, el
sitio de reconocimiento de la endonucleasa de restricciéon puede modificarse de modo que la endonucleasa de
restriccion escinde el enlace de fosfodiéster en solo una cadena de un ADN bicatenario y genera una muesca en la
cadena doble. Se pueden usar métodos o estrategias para modificar la actividad de la endonucleasa de restriccion,
tales como, por ejemplo, incluyendo una modificaciéon quimica en al menos una cadena de un acido nucleico
bicatenario que no es escindido por la enzima de restriccion. Un ejemplo no limitativo de tal modificacion incluye
reemplazar el atomo de oxigeno del enlace fosfodiéster de una cadena con un atomo de azufre.

En realizaciones que proporcionan una endonucleasa de restriccion, el enlace fosfodiéster de una cadena de un
ADN de doble cadena se puede escindir para generar un grupo fosfato en el lado 5' del sitio de escision y un grupo
hidroxilo en el lado 3'. Ejemplos no limitantes de endonucleasas de restriccion incluyen Hinc Il, Hind I, Ava I,
Fnu4HI, Tth1111 y Ncil.

El método comprende poner en contacto una muestra con una polimerasa. En algunas realizaciones, la polimerasa
puede ser una ADN polimerasa que tiene actividad de desplazamiento de cadena. En algunas realizaciones, la
polimerasa puede ser una polimerasa que carece de actividad exonucleasa 5'-3', carece de actividad exonucleasa
3'-5', o carece de actividad exonucleasa 5'-3' y 3'-5'. La polimerasa puede ser eucariota, procariota, o de origen viral,
y también puede modificarse genéticamente. En algunas realizaciones, la polimerasa se selecciona entre aquellas
que funcionan a temperaturas mas bajas, incluidas las temperaturas ambiente (por ejemplo, ambiente). Ejemplos no
limitantes de ADN polimerasas incluyen fragmentos Klenow, ADN polimerasa | derivada de E. coli, ADN polimerasas
Bst deficientes en exonucleasa de 5' a 3' derivadas de Bacillus stearothermophilus y ADN polimerasas Bca
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deficientes en exonucleasa de 5' a 3' derivadas de Bacillus caldotenax.

Una realizacion no limitativa de los métodos desvelados en el presente documento se ilustra en las Figuras 2A y 2B.
Brevemente, como se ilustra en la Figura 2A, se pone en contacto una muestra con ADN SC en presencia de una
ADN polimerasa y una endonucleasa capaz de mellar la forma bicatenaria (es decir, la secuencia complementaria)
del sitio de reconocimiento de endonucleasa (B) o un sitio adyacente a la forma bicatenaria del sitio de
reconocimiento de endonucleasa (B). Si un acido nucleico objetivo (T) esta presente en la muestra, la secuencia del
extremo 3' del acido nucleico diana (T) se hibrida con la secuencia (C) del ADN SC que es complementaria a la
diana y ceba o inicia la replicacion (por la ADN polimerasa presente en la mezcla de reaccién) generando asi doble
cadena secuencia de extension (X) que incluye el sitio de reconocimiento de endonucleasa bicatenaria (B). El
reconocimiento del sitio de reconocimiento de endonucleasa bicatenario recién generado (B) (por la endonucleasa
presente en la mezcla de reaccion), y posterior corte de la hebra recién generada (por la endonucleasa presente en
la mezcla de reaccion), genera secuencia de sefial de oligonucleétido (S) y secuencia de extension (X'). Debido a
que el 3'-OH de la secuencia (X') en la muesca sirve como un sitio de inicio para rondas posteriores de replicacion
de desplazamiento de cadena, el oligonucledtido (S) es desplazado del ADN SC por la ADN polimerasa que contintda
replicando y amplificando el ADN sefial (S) en la mezcla de reaccion.

Como se ilustra adicionalmente en la Figura 2B, la sefal resultante de la produccion de ADN sefial (S) puede
amplificarse aun mas por la presencia de un amplificador de ADN sefial (0 ADN SA). Brevemente, el ADN de sefal
(S) presente en una reaccion se hibrida con la secuencia (F) del ADN SA que ceba o inicia la replicacion (por la ADN
polimerasa presente en la mezcla de reaccion) generando asi la secuencia de extension de doble hebra (Y) que
incluye la doble hebra sitio de reconocimiento de endonucleasa (E). El reconocimiento del sitio de reconocimiento de
endonucleasa bicatenario recién generado (E) (por la endonucleasa presente en la mezcla de reaccion), y posterior
corte de la hebra recién generada (por la endonucleasa presente en la mezcla de reaccion), genera una secuencia
de sefial de oligonucleoétido (S) y una secuencia de extension (Y'). Debido a que el 3'-OH de la secuencia (Y') en la
muesca sirve como un sitio de inicio para rondas posteriores de replicacién de desplazamiento de cadena, el
oligonucledtido (S) se desplaza del ADN SA por la ADN polimerasa que continta replicando y amplificando el ADN
de sefial (S) en la mezcla de reaccion.

Los métodos de acuerdo con la invencién pueden realizarse en condiciones de temperatura isotérmica o
sustancialmente constante. En realizaciones que se refieren a la realizacion del método bajo una temperatura
sustancialmente constante, se permite alguna fluctuacién de temperatura. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
una temperatura sustancialmente constante puede fluctuar dentro de un intervalo de temperatura objetivo deseado o
identificado (por ejemplo, aproximadamente +/- 2 °C o aproximadamente +/- 5 °C). En realizaciones, una
temperatura sustancialmente constante puede incluir temperaturas que no incluyen ciclos térmicos. En algunas
realizaciones, los métodos se pueden realizar a temperaturas isotérmicas o sustancialmente constantes como, por
ejemplo, (1) temperaturas iguales o inferiores a la temperatura de hibridacion o recocido éptima calculada/predicha o
determinada experimentalmente del acido nucleico diana (T) a la secuencia (C) del ADN SC; (2) temperaturas
iguales o inferiores a la temperatura de fusién del acido nucleico objetivo (T) unido al ADN SC (tipicamente, las
temperaturas de hibridacion o recocido estan ligeramente por debajo de la temperatura de fusién); (3) temperaturas
iguales o inferiores a la temperatura de fusion del ADN de sefial (S) unido al ADN SA; o (4) temperaturas a o
alrededor de la temperatura de reaccion o6ptima calculada/predicha o determinada experimentalmente para la
polimerasa y/o endonucleasa presente en la mezcla de reaccion.

Los métodos pueden comprender temperaturas de reaccion que varian de aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 70 °C, incluyendo temperaturas mas bajas que caen dentro del intervalo de aproximadamente 20
°C a aproximadamente 42 °C. En algunas realizaciones, el intervalo de temperatura de reaccion es de 35 °C a 40 °C
(por ejemplo, 35 °C, 36 °C, 37 °C, 38 °C, 39 °C o 40 ° C). En otras realizaciones, la temperatura de reaccion es
inferior a 65 °C, incluyendo temperaturas mas bajas por debajo de aproximadamente 55 °C, aproximadamente 50
°C, aproximadamente 45 °C, aproximadamente 40 °C, o aproximadamente 30 °C. En otras realizaciones mas, las
temperaturas de reaccion pueden ser de aproximadamente 20 °C, aproximadamente 21 °C, aproximadamente
22 °C, aproximadamente 23 °C, aproximadamente 24 °C, aproximadamente 25 °C, aproximadamente 26 °C,
aproximadamente 27 °C, aproximadamente 28 °C, aproximadamente 29 °C, aproximadamente 30 °C,
aproximadamente 31 °C, aproximadamente 32 °C, aproximadamente 33 °C, aproximadamente 34 °C,
aproximadamente 35 °C, aproximadamente 36 °C, aproximadamente 37 °C, aproximadamente 38 °C,
aproximadamente 39 °C, aproximadamente 40 °C, aproximadamente 41 °C, aproximadamente 42 °C,
aproximadamente 43 °C, aproximadamente 44 °C, aproximadamente 45°C, aproximadamente 46 °C,
aproximadamente 47 °C, aproximadamente 48 °C, aproximadamente 49 °C, aproximadamente 50 °C,
aproximadamente 51 °C, aproximadamente 52 °C, aproximadamente 53 °C, aproximadamente 54 °C,
aproximadamente 55 °C, aproximadamente 56 °C, aproximadamente 57 °C, aproximadamente 58 °C,
aproximadamente 59 °C, aproximadamente 60 °C, aproximadamente 61 °C, aproximadamente 62 °C,
aproximadamente 63 °C, aproximadamente 64 °C, aproximadamente 65 °C, aproximadamente 66 °C,
aproximadamente 67 °C, aproximadamente 68 °C, aproximadamente 69 °C o aproximadamente 70 °C.

Los métodos pueden realizarse durante un tiempo que sea adecuado para permitir la amplificacién de una cantidad
detectable de secuencia sefial en presencia de un acido nucleico diana. En algunas realizaciones, el tiempo de
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reaccion puede variar de aproximadamente 5 minutos a 16 horas, o de aproximadamente 3 minutos a 16 horas. En
todavia otras realizaciones, el tiempo de reacciéon puede variar de aproximadamente 5 a 120 minutos, o de
aproximadamente 15 a 60 minutos.

A lo largo de la memoria descriptiva, el oligonucleétido (S) también se conoce como ADN sefial (S). Debido a que el
ADN senfial se genera solo en presencia del acido nucleico diana (T), los métodos segun la presente invencion
detectan la presencia o ausencia de un acido nucleico diana (T) en una muestra mediante la deteccion de la
presencia o ausencia de ADN sefal. EI ADN sefial (S) no esta limitado por la secuencia, y puede ser cualquier
secuencia que sea susceptible de deteccion. EI ADN sefial tampoco esta limitado por la longitud. Preferiblemente, el
ADN sefal puede ser de aproximadamente 5 a aproximadamente 100 bases, y cualquier nimero entero entre 5y
100. En algunas realizaciones, el ADN sefial puede ser de aproximadamente 5 a aproximadamente 30 bases de
acido nucleico, y todos los enteros entre 5 y 30. En algunas realizaciones, el ADN sefial puede ser de
aproximadamente 10 a aproximadamente 30 bases de longitud y todos los numeros enteros entre 10 y 30. En otras
realizaciones adicionales, el ADN sefal puede ser de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 bases de longitud
y todos los enteros entre 15 y 30.

Los métodos de acuerdo con la divulgacion pueden realizarse en condiciones de tampdn que comprenden un
intervalo de pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 10, o de aproximadamente 7 a aproximadamente 9. El
tampdn puede comprender una concentracion de sal de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 500 mM, o de
aproximadamente 50 mM a 150 mM. En algunas realizaciones, el método puede realizarse usando una cantidad de
ADN SC y/o SA que permite la amplificacion de una cantidad detectable de secuencia sefial en presencia de un
acido nucleico diana. En algunas realizaciones, la concentracion de ADN SC y/o SA puede variar de
aproximadamente 100 pM a aproximadamente 100 uM, de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 150 nM, de
aproximadamente 5 nm a aproximadamente 50 nm, o de aproximadamente 5 nm a aproximadamente 25 nm.

La presencia de ADN sefial (S) se puede detectar mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo,
se puede utilizar electroforesis en gel y tincién con bromuro de etidio. Ademas, la presencia de ADN sefial se puede
detectar utilizando la polarizacién de fluorescencia, inmunoensayo, transferencia de energia de resonancia
fluorescente, etiquetado enzimatico (como peroxidasa o fosfatasa alcalina), marcaje fluorescente (como fluoresceina
o rodamina), quimioluminiscencia, bioluminiscencia, resonancia de plasmén superficial (SPR), o una sonda de ADN
modificada con fluoréforo (por ejemplo, sonda TagMan). El producto de amplificacion también se puede detectar
usando un nucleétido marcado con una biotina, por ejemplo. En dicho caso, la biotina en el producto de amplificacion
se puede detectar usando avidina marcada con fluorescencia o avidina marcada con enzima, por ejemplo. El
producto de amplificacion también se puede detectar con electrodos mediante el uso de un intercalador redox
conocido por los expertos en la materia. El producto de amplificacion también se puede detectar utilizando
resonancia de plasmoén superficial (SPR), una microbalanza de cristal Quarts (QCM) o métodos electroquimicos
(incluidos los métodos que emplean sensores de nanoporos).

Los métodos segun la presente invencion detectan la presencia o ausencia de un acido nucleico diana (T) en una
muestra. Los métodos de acuerdo con la presente invencion también se pueden usar para medir cuantitativamente
la concentracion de un acido nucleico diana en una muestra de prueba. Por ejemplo, los métodos de acuerdo con la
presente descripcion se pueden realizar en presencia de un rango de diferentes concentraciones conocidas del
acido nucleico diana, y las curvas de calibracion se pueden preparar y usar como se practica generalmente en la
técnica. El acido nucleico diana ((T) en la Figura 2) puede comprender cualquier secuencia de acido nucleico y
puede incluir ADN, ARN, acidos nucleicos modificados quimicamente, acidos nucleicos no naturales, analogos de
acido nucleico, o cualquier hibrido o combinacion de los mismos. En consecuencia, en algunas realizaciones, El
ADN puede incluir ADNc, ADN genémico y ADN sintético, y el ARN puede incluir ARN total, ARNm, ARNr, ARNip,
ARNhn, ARNpi, ARNa, ARNMI y ARN sintético. Mientras que algunas realizaciones se refieren a secuencias de
acido nucleico diana particulares, cualquier secuencia de acido nucleico, incluyendo secuencia auxiliar de acido
nucleico, puede ser una secuencia de acido nucleico diana para ser detectada. La divulgacion proporciona la
deteccion de un acido nucleico diana con selectividad y sensibilidad incluso cuando el acido nucleico es un acido
nucleico de cadena corta. En consecuencia, el grado de complementariedad entre las secuencias (C) del ADN SC y
el acido nucleico objetivo (T) permite la hibridacion especifica entre las secuencias (por ejemplo, el nimero de
nucleétidos complementarios en la secuencia (C) del ADN de conversion de secuencia y el acido nucleico objetivo (
T) secuencias evita la hibridacion no especifica en un conjunto dado de condiciones de reaccion).

En realizaciones, la secuencia de acido nucleico objetivo puede ser de, o derivarse de cualquier nimero de fuentes,
incluyendo, por ejemplo, ADN genémico, ARNm expresado, secuencias de acido nucleico de patégenos (microbios,
virus) o acidos nucleicos terapéuticos. En consecuencia, los ADN SC y SA y los métodos descritos en el presente
documento pueden usarse para el diagndstico y prondstico de enfermedades (por ejemplo, que surgen de fuentes
genéticas e infecciosas), identificacion de contaminantes (por ejemplo, enfermedades transmitidas por alimentos,
contaminacion de equipos), medicina personalizada (por ejemplo, monitorizacién y/o prondstico de una terapia), y
similares. Por ejemplo, las pruebas de diagndstico molecular se pueden realizar con respecto a las siguientes
enfermedades infecciosas: virus de la hepatitis B (VHB); hepatitis C (VHC); VHC (genotipos 1 - 6); virus de la
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1); Chlamydia trachomatis; Neisseria gonorrhoeae; gripe A; gripe B; virus
sincitial respiratorio (VSR); y virus Parvo.
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En algunas realizaciones, el acido nucleico diana puede comprender micro ARN (miARN). Los micro ARN incluyen
pequefias moléculas de ARN no codificantes de aproximadamente 22 nucleétidos. Se sabe que los micro-ARN
funcionan en la transcripcion y la regulacion postranscripcional de la expresion génica. Se sabe que los micro-ARN
funcionan mediante el emparejamiento de bases con regiones complementarias de ARN mensajero (ARNm), que da
como resultado el silenciamiento génico a través de la represion traduccional o degradacion diana.

Se puede usar cualquier tipo de muestra que pueda comprender un acido nucleico diana en los métodos desvelados
en el presente documento. Por tanto, la muestra que contiene o se sospecha que contiene un acido nucleico diana
no esta especificamente limitada e incluye, por ejemplo, muestras bioldgicas derivadas de sujetos vivos, tal como
sangre entera, suero, capa leucocitaria, orina, heces, liquido cefalorraquideo, fluido seminal, saliva, tejido (tal como
tejido canceroso o ganglios linfaticos), cultivos celulares (tales como cultivos celulares de mamiferos o cultivos
bacterianos); muestras que contienen acidos nucleicos, tales como viroides, virus, bacterias, hongos, levaduras,
plantas y animales; muestras (como alimentos y preparaciones biolégicas) que pueden contener o estar infectados
con microorganismos como virus o bacterias; y muestras que pueden contener sustancias bioldgicas, tal como el
suelo, proceso industrial y equipos de fabricacion, y aguas residuales; y muestras derivadas de diversas fuentes de
agua (por ejemplo, agua potable). Asimismo, una muestra puede procesarse por cualquier método conocido para
preparar una composicidon que contiene acido nucleico utilizada en los métodos desvelados en el presente
documento. Los ejemplos de tales preparaciones pueden incluir la rotura celular (por ejemplo, lisados y extractos
celulares), fraccionamiento de muestras, acidos nucleicos en las muestras y grupos moleculares de acido nucleico
especificos tales como muestras enriquecidas con ARNm. La muestra utilizada en el método para detectar un acido
nucleico diana de la presente invencion no se limita a los derivados de productos biolégicos y naturales como se
menciono anteriormente y puede ser una muestra que contiene un oligonucleétido sintético.

Los métodos segun la presente invenciéon se pueden realizar en combinacidon con el sistema de preparacion de
muestras Abbott m2000sp. EI m2000sp utiliza tecnologia de particulas magnéticas para capturar acidos nucleicos y
lava las particulas para eliminar los componentes de muestra no unidos. Los acidos nucleicos unidos se eluyen y se
transfieren a una placa de 96 pocillos profundos. EI Abbott m2000sp también puede combinar con los acidos
nucleicos lavados transferidos a la placa de 96 pocillos profundos cualquier reactivo requerido para realizar los
métodos de acuerdo con la tecnologia actual. Por ejemplo, ADN SC y SA, polimerasas, endonucleasas, balizas
moleculares y cualquier otro reactivo (por ejemplo, dNTP) se pueden afiadir segun se requiera o se desee.

Los métodos de acuerdo con la presente invencién también pueden interactuar con plataformas de punto de
atencion. Por ejemplo, la incorporacion de un desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP) en una cadena de ADN en
crecimiento implica la formacion de un enlace covalente y la liberacion de pirofosfato y un ion de hidrégeno cargado
positivamente que afecta el pH de una reaccion. Por tanto, | sintesis de ADN sefial segun los métodos de la presente
invencion puede detectarse mediante el seguimiento de los cambios en el pH utilizando, por ejemplo, medidores de
micro pH del punto de atencién. Por ejemplo, el sistema de punto de atencion i-STAT de Abbott se puede suministrar
con cartuchos desechables de un solo uso que contienen sensores microfabricados, soluciones de calibracion,
sistemas fluidicos y camaras de residuos para analisis de pH.

Los métodos desvelados en el presente documento pueden comprender reactivos adicionales. Algunos ejemplos no
limitantes de otros reactivos que pueden usarse en la reaccion de amplificacion de acido nucleico incluyen sales
metalicas como cloruro de sodio, cloruro de magnesio, acetato de magnesio y sulfato de magnesio; sustratos, tales
como mezcla de dNTP; y soluciones tampdn como el tampoén Tris-HCI, tampoén de tricina, tampdn de fosfato de sodio
y tampon de fosfato de potasio. De manera analoga, detergentes, oxidantes y agentes reductores también pueden
usarse en la practica de los métodos desvelados en el presente documento. Asimismo, se pueden usar agentes
como dimetilsulfoxido y betaina (N, N, N-trimetilglicina); sustancias acidas descritas en la publicacion internacional
n.° WO 99/54455; y complejos catidnicos.

Los métodos y las estructuras de acido nucleico proporcionados en el presente documento pueden usarse en
combinacion con otros métodos para proporcionar la amplificacién exponencial de una ADN sefial en presencia de
un acido nucleico diana. Por ejemplo, los métodos y composiciones de acuerdo con la presente divulgacion pueden
usarse en combinaciéon con ADN de conversiéon de secuencia cubierta, como se describe en la solicitud provisional
de EE.UU. 61/927710, titulado "ADN de conversion de secuencia cubierta y métodos de deteccion" que se incorpora
en el presente documento como referencia.

El término "aproximadamente" se refiere generalmente a un intervalo de nimeros que un experto en la técnica
consideraria equivalente al valor citado (es decir, que tiene la misma funcion o resultado). El término
"aproximadamente™, tal como se usan en el presente documento, se refiere a intervalos de aproximadamente 10-20
% mayores o menores que el valor de referencia. En ciertas circunstancias, un experto en la materia reconocera
que, debido a la naturaleza del valor referenciado, el término "aproximadamente" puede significar mas o menos una
desviacion del 10-20 % de ese valor.

Los siguientes ejemplos pretenden ser ilustrativos de los aspectos y realizaciones descritos anteriormente. Ni la
divulgaciéon anterior ni los ejemplos a continuacion deben considerarse como limitantes del alcance de las
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reivindicaciones adjuntas. Un experto en la materia apreciara que la divulgacion no esta limitada por la terminologia
particular que se utiliza para describir € ilustrar los diversos aspectos de la divulgacion.

EJEMPLO 1

Las reacciones se realizaron usando ADN SC # 246: 5-AGCCCTGTACAATGCCCTCAGCCTGTTCCTGCT-
GAACTGAGCCA-idT-idT-3' (SEQ ID NO.: 32; las posiciones en negrita representan la presencia de LNA) y ADN SA
# 253: 5- AGCCCTGTACAATGCCCTCAGCAGCCCTGTACAAT-idT-idT-3' (SEQ ID NO.: 2; las posiciones en
negrita representan la presencia de LNA) para detectar la producciéon de ADN sefial en presencia de varias
cantidades (1 nM, 100 pM, 10 pM, 1 pM, 100 fM, 10 fM o 1 fM) o ausencia de ADN objetivo, que es la misma
secuencia de ADN que la hsa-miR-24 humana (SEQ ID NO.: 33). Tanto el ADN SC # 246 como ADN SA # 253 se
purificaron usando HPLC de intercambio iénico.

Las reacciones se realizaron a 37 °C en un volumen de reaccion de 25 ul que contenia Tampén 2 de New England
Biolabs (NEB) que tenia una concentracion final de Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, MgClz 10 mM, DTT 1 mM, pH 7,9.
La endonucleasa de corte utilizada en la reaccion fue Nb.BbvCl, que estaba presente a una concentracion de 0,1
unidades/pl. La polimerasa utilizada en la reaccion fue Bst DNA Polymerase Large Fragment, que estaba presente a
una concentracion de 0,08 unidades/ul. Los ANTP estaban presentes a una concentracion final de 200 uM cada uno.
Los ADN SC y SA estaban presentes en la reaccion a una concentracion final de 5 nM y 20 nM, respectivamente.
Una sonda de baliza molecular (SEQ ID NO.: 34;) presente en una concentracion final de 100 nM se utiliz6 para
detectar la generacion de ADN sefial. Las mediciones fluorescentes se realizaron utilizando un sistema de PCR en
tiempo real BioRad CFX96, y los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion.

TABLA 1
Concentracién de ADN diana Tiempo d((ar:ir:)plificacién
0 >138,22
1nM 5,84
100 pM 15,03
10 pM 32,18
1pM 55,31
100 fM 69,68
10 fM 73,48

EJEMPLO 2

Las reacciones se realizaron a varias temperaturas (20 °C, 25 °C, 30 °C, 37 °C, 45 °C y 50 °C) usando ADN SC #
246 (SEQ ID NO.: 32) y ADN SA # 339 (SEQ ID NO.: 25) para detectar la produccion de ADN sefial en presencia (1
nM, 100 pM, 10 pM, 1 pM, 100 fM) o ausencia de ADN diana, que es la misma secuencia de ADN que la hsa-miR-24
humana (SEQ ID NO.: 33). Tanto el ADN SC # 246 como ADN SA # 339 se purificaron usando HPLC de intercambio
ionico.

Excepto por la temperatura, las condiciones de reaccion fueron como se describe en el Ejemplo 1 y los resultados se
muestran en la Tabla 2 a continuacion.

TABLA 2
Concentracion de ADN diana | Temperatura | Tiempo de amplificacion (min)

0 20°C >393,32

1nM 20°C 109,93
0 25°C >393,32

1nM 25°C 45,36

100 pM 25°C 110,75

10 pM 25°C 24464

14
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(continuacion)

Concentracion de ADN diana | Temperatura | Tiempo de amplificacion (min)
0 30°C >393,32
1nM 30°C 18,42
100 pM 30°C 45,58
10 pM 30°C 105,79
1pM 30°C 186,44
0 37°C >393,32
1nM 37°C 7,59
100 pM 37°C 19,61
10 pM 37°C 42,89
1pM 37°C 83,07
100 fM 37°C 120,90
0 45 °C >393,32
1nM 45 °C 3,68
100 pM 45 °C 10,07
10 pM 45 °C 25,88
1 pM 45°C 60,34
0 50 °C >393,32
1nM 50 °C 3,65

EJEMPLOS 3 A 38

5  Se realizaron reacciones adicionales usando ADN SC # 246 (SEQ ID NO.: 32) junto con varios ADN SA diferentes
(como se describe a continuacién en la Tabla 3), para detectar la produccién de ADN de sefial en presencia (100
pM) o ausencia de ADN objetivo, que es la misma secuencia de ADN que la hsa-miR-24 humana (SEQ ID NO.: 33).

Las condiciones de reaccion fueron como se describe en el Ejemplo 1 y los resultados son como se muestran en la
10 Tabla 3. La secuencia de ADN de amplificacién de secuencia se proporciona sobre la tabla e indica las posiciones
(numeradas desde el extremo 3') que pueden comprender LNA.

35 30 25 20 15 10 5 1
| I | | | | | |
5' — AGCCC TGTAC AATGC CCTCA GCAGC CCTGT ACAAT - 3
15 TABLA 3
L Tiempo de Tiempo de . . .
N.°de| ADN SA |SEQ ID Posicion de los LNA amplificacion (min) | amplificacién (min) D|f§ren0|a (min)
. o desde el extremo 3' del |; . ) . A - . (Diana 0 pM) -
E;j. N. NO. ADN SA Acido nucleico diana|Acido nucleico diana (Diana 100 pm)
100 pM 0 pM P
3 311 1 Ninguno 5,16 17,45 12,29
4 296 2 1,2,6,10 19,44 61,99 42,55
5 297 3 1,2,6 16,21 55,60 39,39
6 298 4 1,2,10 13,38 31,76 18,38
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(continuacion)

o Posicion de los LNA T.igmp.c? de . T.igmp.c? de . Diferencia (min)
N.E.de AD’L\IOSA SEN%ID desde el extremo 3' del Aar'rgipllflcai:lgn (crir)ln) Aar'rgipllflcai:lgn (crir)ln) (Diana 0 pM) -
i . . ADN SA cido rle(J)((:)e;'.\‘,/(i) iana|Acido nL(J)Cpe'\I/(I:O iana (Diana 100 pm)
7 299 5 1,6,10 22,62 86,26 63,64
8 300 6 2,6,10 20,47 84,86 64,39
9 301 7 1,2 11,16 28,74 17,57
10 302 8 1,6 19,00 77,69 58,69
11 303 9 2,6 16,99 66,14 49,15
12 304 10 1,10 16,30 47,75 31,45
13 305 11 2,10 9,42 23,07 13,65
14 306 12 6, 10 13,97 104,81 90,85
15 307 13 10 5,89 18,83 12,94
16 308 14 6 12,94 70,61 57,67
17 309 15 2 5,03 15,87 10,84
18 310 16 1 13,03 70,22 57,19
19 326 2 1,2,6,10 9,55 67,44 57,89
20 327 13 10 4,42 18,86 14,44
21 328 17 9 5,31 15,09 9,78
22 329 18 8 6,29 46,83 40,54
23 330 19 7 5,95 33,17 27,22
24 331 14 6 9,50 99,25 89,75
25 332 20 5 8,36 54,10 45,74
26 333 21 4 7,13 34,16 27,04
27 334 22 3 4,79 17,89 13,10
28 335 15 2 4,67 17,35 12,68
29 336 16 1 8,37 38,02 29,65
30 337 23 4,8 10,15 91,63 81,48
31 338 24 5,9 6,95 29,98 23,03
32 339 25 3,6 12,80 >137,88 >125,08
33 340 26 2,3,6 12,98 >137,88 >124,91
34 341 27 2,3,6,10 14,33 >137,88 >123,55
35 342 28 1,8 11,44 84,57 73,14
36 344 29 2,8 6,72 30,02 23,29
37 345 30 3,8 8,83 46,90 38,07
38 346 31 2,7 5,84 24,41 18,57

Ejemplos 39-92

Se realizaron reacciones adicionales usando ADN SC # 246 (SEQ ID NO.: 32) junto con varios ADN SA diferentes
(como se describe a continuacion en la Tabla 4), para detectar la produccion de ADN de sefial en presencia (1 nM,
100 pM, 10 pM, 1 pM y 100 fM) o ausencia de ADN diana, que es la misma secuencia de ADN que la hsa-miR-24
humana (SEQ ID NO.: 33). Como se ha indicado en la Tabla 4, los experimentos se realizaron utilizando ADN SA no
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purificado o purificado por HPLC.

Las condiciones de reaccion fueron como se describe en el Ejemplo 1 y los resultados son como se muestran en la
Tabla 4. La secuencia de ADN de amplificacion de secuencia se proporciona sobre la tabla e indica las posiciones
(numeradas desde el extremo 3') que pueden comprender LNA.

35 30 25 20 15 10 5 1
| | | | | | | |

5' — AGCCC TGTAC AATGC CCTCA GCAGC CCTGT ACAAT - 3'
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Ken Komiya
Makoto Komori
Toru Yoshimura

<120> Conversion de secuencia y ADN del amplificador de sefial que tienen acidos nucleicos bloqueados y

métodos de deteccion utilizando el mismo
<130> 28295US01 (12350US0O1)

<160> 35

<170> Patentln versién 3.5

<210>1

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 1
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 2

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 30, 34, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 2
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat
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<210> 3

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 30, 34, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 3
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 4

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacién de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 34, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 4
agccctgtac aatgccctca gcagccctgt acaat

<210>5

<211>35
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 30, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 5
agccctgtac aatgccctca gcagccctgt acaat

<210> 6

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 30, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_maodificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 6
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210>7

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 34, 35

23

35

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2759339 T3

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400>7
agccctgtac aatgccctca gcagccctgt acaat 35

<210> 8

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 30, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 8
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210>9

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacién de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 30, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature
<222> (35)..(35)
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<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 9
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 10

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 10
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 11

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacién de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 11
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 12

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 30

<220>

25
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35
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<221> base_modificada
<222> (26)..(26)
<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 12
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 13

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 13
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 14

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 14
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 15

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

26
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<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 15
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 16

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 16
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 17

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (27)..(27)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 17
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 18

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>
<221> base_modificada

27
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<222> (28)..(28)
<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 18
agccctgtac aatgccctca gcagccctgt acaat 35

<210> 19

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (29)..(29)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 19
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 20

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (31)..(31)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 20
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 21

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (32)..(32)

<223> base modificada con LNA

28
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<222> (35)..(35)

ES 2759339 T3

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 21
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 22

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en la posicion

<220>

<221> base_modificada

<222> (33)..(33)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 22
agccctgtac aatgccctca gcagccctgt acaat

<210> 23

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 28, 32

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(28)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (32)..(32)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 23
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 24

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificaciéon de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 27, 31

<220>
<221> base_modificada
<222> (27)..(27)

29
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<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (31)..(31)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 24
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 25

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 30, 33

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (33)..(33)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 25
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 26

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacién de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 30, 33, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (33)..(33)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
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<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 26

agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 27

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificaciéon de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 30, 33, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (33)..(33)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 27

agccctgtac aatgccctca gcagccctgt acaat

<210> 28

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 28, 35

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(28)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (35)..(35)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 28
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agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 29

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 28, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(28)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

ES 2759339 T3

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 29
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat

<210> 30

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 28, 33

<220>

<221> base_modificada

<222> (28)..(28)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (33)..(33)

<223> base modificada con LNA

<220>
<221> misc_feature
<222> (35)..(35)

<223> Modificaciéon extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 30
agccctgtac aatgccctca gcagcecctgt acaat

<210> 31

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacién de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 29, 34

<220>

<221> base_modificada

<222> (29)..(29)

<223> base modificada con LNA

32
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<220>

<221> base_modificada

<222> (34)..(34)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 31
agccctgtac aatgccctca gcagecctgt acaat 35

<210> 32

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ADN convertidor de secuencia que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 30, 38

<220>

<221> base_modificada

<222> (30)..(30)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (38)..(38)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (44)..(44)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 32
agccctgtac aatgccctca gectgttect gectgaactga geca 44

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Misma secuencia de ADN que la hsa-miR-24 humana

<400> 33
tggctcagtt cagcaggaac ag 22

<210> 34

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sonda de baliza molecular, que tiene acido 6-carboxifluoresceina en el extremo 5' y acido 4-(4'-

dimetilaminofenilazo)benzoico en el extremo 3'
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Modificacion FAM en el extremo 5'

<220>
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<221> misc_feature
<222>(19)..(19)
<223> Modificacion DABCYL en el extremo 3'

<400> 34
agccctgtac aatgcggct

<210> 35

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ADN de amplificacion de sefial que tiene un acido nucleico bloqueado en las posiciones 26, 33

<220>

<221> base_modificada

<222> (26)..(26)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> base_modificada

<222> (33)..(33)

<223> base modificada con LNA

<220>

<221> misc_feature

<222> (35)..(35)

<223> Modificacion extremo 3': dos timidinas invertidas

<400> 35
agccctgtac aatgccctca gecagecctgt acaat 35
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REIVINDICACIONES

1. Un oligonucleétido modificado quimicamente que comprende, en la direccion de 5' a 3', una primera secuencia
que es complementaria a una secuencia de ADN de sefial conocida, un sitio de reconocimiento de endonucleasa y
una segunda secuencia que es complementaria a la misma secuencia de ADN de sefial conocida que la primera
secuencia, en el que la segunda secuencia comprende un acido nucleico bloqueado.

2. El oligonucledtido modificado quimicamente de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico bloqueado esta
ubicado en las posiciones 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, o una combinacién de los mismos, desde el extremo 3' de dicho
oligonucledtido.

3. El oligonucledtido modificado quimicamente de la reivindicacion 1, en el que dicho acido nucleico bloqueado esta
ubicado en las posiciones 3 y 6 desde el extremo 3' de dicho oligonucledtido.

4. El oligonucledtido modificado quimicamente de la reivindicaciéon 1, que comprende acidos nucleicos bloqueados
en las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en:

a) posicion 6 en combinacion con cualquier otra posicion 1-5y 7-10 desde el extremo 3' del oligonucleétido;
b) posiciones 1y 2 desde el extremo 3' del oligonucledtido;

c) posiciones 1y 10 desde el extremo 3' del oligonucleétido;

d) posiciones 2 y 10 desde el extremo 3' del oligonucleétido;

€) posiciones 4 y 8 desde el extremo 3' del oligonucledétido;

f) posiciones 5y 9 desde el extremo 3' del oligonucleétido;

g) posiciones 1y 8 desde el extremo 3' del oligonucledtido;

h) posiciones 2 y 8 desde el extremo 3' del oligonucledtido;

i) posiciones 3 y 8 desde el extremo 3' del oligonucleétido; y

j) posiciones 2 y 7 desde el extremo 3' del oligonucleétido.

5. El oligonucleotido modificado quimicamente de la reivindicacion 1, en el que dicha segunda secuencia comprende
3 acidos nucleicos bloqueados.

6. El oligonucledtido modificado quimicamente de la reivindicacion 5, en el que los acidos nucleicos blogueados
estan en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en:

a) posicion 6 en combinacion con cualquiera de las dos posiciones 1-5 y 7-10 desde el extremo 3' del
oligonucledtido; y
b) posiciones 1, 2 y 10 desde el extremo 3' del oligonucledtido.

7. El oligonuclestido modificado quimicamente de la reivindicacion 1, en el que dicha segunda secuencia comprende
4 acidos nucleicos bloqueados.

8. El oligonucleotido modificado quimicamente de la reivindicacion 7, en el que los acidos nucleicos bloqueados
estan en la posicion 6 y en cualquier otra combinacion de tres posiciones 1-5 y 7-10 desde el extremo 3' del
oligonucledtido.

9. El oligonucledtido modificado quimicamente de la reivindicacion cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que
comprende ademas una modificacion del extremo 3'.

10. El oligonucleétido modificado quimicamente de cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en el que dicha segunda
secuencia es adicionalmente complementaria al extremo 3' de una molécula de acido nucleico diana.

11. Un método para detectar un acido nucleico diana en una muestra, comprendiendo dicho método poner en
contacto dicha muestra con:

un primer oligonucleétido que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de
sefial, un sitio de reconocimiento de endonucleasa y una secuencia complementaria al extremo 3' de dicho acido
nucleico diana y que comprende un acido nucleico bloqueado;

un segundo oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha primera secuencia y dicha
segunda secuencia son cada una homologas a la secuencia de generaciéon de ADN sefal del primer
oligonucledtido;

una polimerasa; y

una endonucleasa para una reaccion de corte; y

determinar la presencia o ausencia de una ADN sefal, en el que la presencia del ADN sefal indica la presencia
del acido nucleico diana en la muestra.

12. El método de la reivindicacion 11, en el que dicho método se realiza a una temperatura sustancialmente
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constante.

13. El método de las reivindicaciones 11-12, en el que dicho método se realiza a una temperatura de
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 42 °C.

14. El método de las reivindicaciones 11-13 en el que dicho objetivo es un micro-ARN o se origina en un agente
infeccioso.

15. Una composicion para detectar un acido nucleico diana en una muestra, comprendiendo dicha composicion:

un primer oligonucleétido que comprende, en la direccion de 5' a 3', una secuencia de generacion de ADN de
sefial, un sitio de reconocimiento de endonucleasa y una secuencia complementaria al extremo 3' de dicho acido
nucleico diana y que comprende un acido nucleico bloqueado;

un segundo oligonucledtido de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que dicha primera secuencia y dicha
segunda secuencia son cada una homologas a la secuencia de generaciéon de ADN sefal del primer
oligonucledtido;

una polimerasa; y

una endonucleasa para una reaccion de corte.
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FIGURA 1A

ADN de conversién de secuencia (ADN SC)
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Secuencia (C) complementaria al extremo 3' de un acido
nucleico diana
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FIGURA 1B

ADN amplificador de sefial (ADN SA)
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FIGURA 2A

Unién del ADN diana al ADN SC y generacion
del ADN seifial (S)

& & $

f
(e}
Gy

Uni6n del acido nucleico i 3”w ¥

diana (T) a la secuencia (C) del
ADN SC

Replicacion del extremo 3'
del acido nucleico
diana (1)

La endonucleasa crea la
secuencia (X') con un grupo

e

3'-OH y ADN sefial (S) =7 A i & { i Ca
Py o 5,:'
¥ ¥ .
Replicacion del extremo 3' de \z
X' desplaza el ADN sefial (S)y » ’
genera ADN sefial (S) nuevo ¥ a ] 5 g c % e
R X ag B R

ADN sefal (S)

39



ES 2759339 T3

FIGURA 2B
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FIGURA 3

Anélisis DINAMelt de ADN SA
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