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DESCRIPCION
Amplificacion cuantitativa de acidos nucleicos

Antecedentes de la invencion

La PCR cuantitativa (QPCR) tiene un umbral de deteccion inferior excelente, una respuesta sefial a analito y un
intervalo dinamico. Sin embargo, la mayoria de las plataformas de qPCR en tiempo real disponibles comercialmente
estan limitadas en su idoneidad para diagnosticos debido a la variabilidad de instrumento a instrumento y al control de
calidad insuficiente (incluida la falta de control para los inhibidores de PCR). La mayoria de los procedimientos se
basan en mediciones repetidas para proporcionar cierto control de los resultados falsos negativos y positivos; sin
embargo, este enfoque requiere un consumo de muestra adicional y no controla las sustancias que interfieren
especificas de la muestra tal como los inhibidores especificos del ensayo. Este problema se agrava por el hecho de
que, con frecuencia, en muestras clinicas, el rendimiento del ARN es bajo y este bajo rendimiento del ARN limita el
numero de ensayos por prueba. Ademas, mas pruebas consumen reactivos costosos y conllevan flujos de trabajo
complicados, que requieren mano de obra altamente cualificada y reactivos costosos, haciendo la prueba costosa y
posiblemente retrasando la adopcién e implementacion generalizadas, a pesar de su valor clinico intrinseco.

Las compaiiias de diagnostico molecular y farmacéuticas, los médicos y la FDA estan teniendo problemas con la forma
de implementar diagndsticos basados en gPCR. Las plataformas disponibles comercialmente para medir la expresion
génica, los procedimientos de gPCR que utilizan un patrén interno, no tienen la concordancia entre sitios necesaria
para el calculo exacto de las puntuaciones de resultados. El documento US2006/0127907 desvela un procedimiento
para detectar mutacion génica, pero el procedimiento desvelado no proporciona una medicion cuantitativa de la
cantidad inicial de acido nucleico diana.

Las barreras mas significativas para la implementacion del diagnostico es la cuantificacion precisa y potente de los
transcritos génicos. Un claro beneficio para mejorar las capacidades de atencion de la salud humana seria un sistema
que proporcione la sensibilidad analitica y el intervalo dinamico lineal de gqPCR, mientras minimiza la variacion analitica
entre laboratorios, el coste y el consumo de muestras. Por lo tanto, existe una necesidad urgente de procedimientos
de diagndstico a partir de la deteccion de dianas de acidos nucleicos en una muestra que sean clinicamente
implementables y tengan mayor sensibilidad analitica, flujo de trabajo simplificado y medidas de control de calidad
mejoradas.

Sumario de la invencién

Como se describe a continuacién, la presente invencion presenta procedimientos que proporcionan una PCR
cuantitativa que reduce el efecto de la sonda de hibridacion sobre la amplificacion y potencia la detecciéon de una diana
de acido nucleico en una muestra, tal como una muestra bioldgica.

En un aspecto, la invencién proporciona un procedimiento para medir la amplificacion de una molécula de acido
nucleico diana usando una sonda de acido nucleico, comprendiendo el procedimiento: amplificar la molécula de acido
nucleico diana en presencia de una sonda de acido nucleico, en el que la sonda de acido nucleico hibrida con la
molécula de acido nucleico diana y tiene una temperatura de fusion sonda:plantilla menor que la temperatura de
desnaturalizacion, la temperatura de emparejamiento y la temperatura de extension utilizadas en un ciclo de
amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en el que dicho procedimiento mide cuantitativamente
la cantidad inicial de dicho acido nucleico diana mediante PCR cuantitativa competitiva o PCR cuantitativa en tiempo
real.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, el acido nucleico diana
es ARN o ADN. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la sonda
de acido nucleico es fluorogénica. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente
documento, se utiliza fluorescencia para generar una curva de fusién. En diversas realizaciones de cualquiera de los
aspectos definidos en el presente documento, el procedimiento implica el uso de un patrén interno. En diversas
realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, el procedimiento implica una etapa
previa de amplificacion o RT-PCR.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, se utiliza un
desnaturalizante quimico para aumentar la ATf entre la temperatura de emparejamiento y la Tf de la sonda. En diversas
realizaciones, el desnaturalizante es una o mas de una amida de bajo peso molecular, formamida, N-metilformamida,
N,N-dimetilformamida, 2-pirrolidona, N-metilpirrolidona, N-hidroxietilpirrolidona, acetamida, N-metilacetamida, N,N-
dimetilacetamida, propionamida, isobutiramida, betaina, un detergente no iénico, Triton X-100, Tween 20, Nonidet P-
40, cloruro de tetrametilamonio (TMAC), 7-deaza-2'desoxiguanosina (dC’GTP), glicerol, polietilenglicol, hidréxido de
metilmercurio, acidos plurdnicos y ditiotreitol (DTT).

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la sonda esta disefiada
para tener una Tf sonda:plantilla menor que la temperatura de desnaturalizacion, la temperatura de emparejamiento y
la temperatura de extension utilizada para la amplificaciéon. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos
definidos en el presente documento, el procedimiento implica ademas disefiar la sonda para que tenga una Tf
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sonda:plantilla menor que la temperatura de desnaturalizacion, la temperatura de emparejamiento y la temperatura de
extension utilizada para la amplificacion (por ejemplo, incluyendo una o mas bases no coincidentes o bases
modificadas en la sonda y/o acortando la sonda. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en
el presente documento, la temperatura de desnaturalizacion, la temperatura de emparejamiento y la temperatura de
extension utilizadas para la amplificacion se incrementan por encima de la Tf sonda:plantilla (por ejemplo, aumentando
la temperatura de emparejamiento de los cebadores para la amplificacion por encima de la Tf sonda:plantilla).

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la muestra es un fluido
bioldgico o una muestra de tejido derivada de un paciente (p. €j., sangre, suero, orina, semen o saliva). En diversas
realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, el acido nucleico diana deriva de una
bacteria, un virus, una espora, un hongo, un parasito, una célula procariota o una célula eucariota. En determinadas
realizaciones, la célula eucariota es una célula neoplasica derivada del pulmén, mama, proéstata, tiroides o pancreas.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la muestra se explora
para identificar un marcador asociado con una afeccion seleccionada del grupo que consiste en neoplasia, inflamacion,
infeccion por patégenos, respuesta inmunitaria, septicemia, la presencia de metabolitos hepaticos y la presencia de
un organismo genéticamente modificado. En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el
presente documento, la identificacién del marcador diagnostica una neoplasia, identifica el tejido de origen de la
neoplasia, monitoriza la respuesta de la neoplasia al tratamiento o predice el riesgo de desarrollar una neoplasia. En
determinadas realizaciones, la neoplasia es leucemia mielégena crénica (LMC). En realizaciones particulares, el acido
nucleico diana es BCR-ABL.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la molécula de acido
nucleico diana deriva de un patdégeno bacteriano seleccionado de la lista que consiste en Aerobacter, Aeromonas,
Acinetobacter, Actinomyces israelii, Agrobacterium, Bacillus, Bacillus antracis, Bacteroides, Bartonella, Bordetella,
Bortella, Borrelia, Brucella, Burkholderia, Calymmatobacterium, Campylobacter, Citrobacter, Clostridium, Clostridium
perfringers, Clostridium tetani, Cornyebacterium, Corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp., Enterobacter,
Enterobacter aerogenes, Enterococcus, Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia, Francisella, Fusobacterium
nucleatum, Gardnerella, Haemophilus, Hafnia, Helicobacter, Klebsiella, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus,
Legionella, Leptospira, Listeria, Morganella, Moraxella, Mycobacterium, Neisseria, Pasteurella, Pasturella multocida,
Proteus, Providencia, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella, Serratia, Shigella, Staphylococcus, Stenforophomonas,
Streptococcus, Streptobacillus moniliformis, Treponema, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Xanthomonas,
Vibrio, y Yersinia. En determinadas realizaciones, el patégeno bacteriano es resistente a los antibioticos.

En diversas realizaciones de cualquiera de los aspectos definidos en el presente documento, la molécula de acido
nucleico diana deriva de un virus seleccionado de la lista que consiste en el virus de la hepatitis C, virus de la
inmunodeficiencia humana, Retrovirus, Picornavirus, virus de la polio, virus de la hepatitis A, Enterovirus, virus
Coxsackie humano, rinovirus, ecovirus, Calcivirus, Togavirus, virus de encefalitis equina, virus de la rubeola, Flavivirus,
virus del dengue, virus de encefalitis, virus de la fiebre amarilla, Coronavirus, Rabdovirus, virus de la estomatitis
vesicular, virus de la rabia, Filovirus, virus del Ebola, Paramixovirus, virus de parainfluenza, virus de las paperas, virus
del sarampion, virus sincitial respiratorio, Ortomixovirus, virus de la gripe, Virus Hantaan, virus bunga, flebovirus,
Nairovirus, Arenavirus, virus de la fiebre hemorragica, reovirus, orbivirus, Rotavirus, Birnavirus, Hepadnavirus, virus
de la hepatitis B, Parvovirus, Papovavirus, virus del papiloma, virus de polioma, adenovirus, virus del herpes simple 1,
virus del herpes simple 2, virus de la varicela zoster, citomegalovirus, virus del herpes, variola virus, virus vaccinia,
virus de la viruela, Virus de la peste porcina africana, Virus Norwalk y astrovirus. El ambito de la invencion se define
por las reivindicaciones adjuntas.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el significado comprendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece esta invencion. Las
siguientes referencias proporcionan a los expertos una definicion general de muchos de los términos utilizados en esta
invencion: Singleton y col., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (22 ed. 1994); The Cambridge Dictionary
of Science and Technology (Walker ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5% ed., R. Rieger y col. (eds.), Springer
Verlag (1991); y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Como se usa en el presente
documento, los siguientes términos tienen los significados que se les atribuyen a continuacién, a menos que se
especifique lo contrario.

Por "alteracion" se entiende un aumento o disminucién. Una alteracién puede ser de tan solo el 1 %, 2 %, 3 %, 4 %,
5 %, 10 %, 20 %, 30 %, o del 40 %, 50 %, 60 %, o incluso hasta el 75 %, 80 %, 90 % o 100 %.

Por "amplificar" se entiende aumentar el nimero de copias de una molécula. En un ejemplo, la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) se utiliza para amplificar acidos nucleicos. Como se usa en el presente documento, "preamplificar”
se entiende como aumentar el nUmero de copias de una molécula (por ejemplo, un biomarcador o molécula de acido
nucleico) antes de amplificar exponencialmente la molécula. Por ejemplo, la preamplificacion puede implicar un
aumento lineal en el nUmero de copias de una molécula.

Como se usa en el presente documento, "analogo de base" se refiere a un resto heterociclico que se ubica en la
posicion 1' de un resto de azucar de nucleétido en un nucleétido modificado que puede incorporarse en una doble
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cadena de acido nucleico (o la posicion equivalente en una sustitucion de resto de azucar de nucleotido que puede
incorporarse en una doble cadena de acido nucleico). En los ARNbc de la invencion, un analogo de base es
generalmente una base de purina o pirimidina, excluyendo las bases comunes de guanina (G), citosina (C), adenina
(A), timina (T) y uracilo (U). Los analogos de base pueden formar doble cadena con otras bases o analogos de base
en los ARNbc. Los analogos de base incluyen aquellos utiles en los compuestos y procedimientos de la invencion, por
ejemplo, los desvelados en las Patentes de EE.UU. N.° 5.432.272 y 6.001.983 de Benner y la Publicacion de Patente
de Estados Unidos N.° 20080213891 de Manoharan. Ejemplos no limitantes de bases incluyen hipoxantina (I), xantina
(X), 3B-D-ribofuranosil-(2,6-diaminopirimidina; K), 3-B-D-ribofuranosil- (1-metil-pirazolo [4,3-d] pirimidina-5,7(4H, 6H)-
diona; P), iso-citosina (iso-C), iso-guanina (iso-G), 1-B-Dribofuranosil- (5-nitroindol), 1-B-D-ribofuranosil- (3-nitropirrol),
5-bromouracilo, 2-aminopurina, 4-tio-dT, 7-(2-tienil)-imidazo[4,5-b]piridina(Ds) y pirrol-2-carbaldehido (Pa), 2-amino-6-
(2-tienil)purina (S), 2-oxopiridina (Y), difluorotolilo, 4-fluoro-6-metilbencimidazol, 4-metilbencimidazol, 3-metil
isocarbostirililo, 5-metil isocarbostirillo y 3-metil-7-propinil isocarbostirililo, 7-azaindolilo, 6-metil-7-azaindolilo,
imidizopiridinilo, 9-metil-imidizopiridinilo, pirrolopirizinilo, isocarbostirililo, 7-propinil isocarbostirililo, propinil-7-
azaindolilo, 2,4,5-trimetilfenilo, 4-metilindolilo, 4,6-dimetilindolilo, fenilo, naftalenilo, antracenilo, fenantracenilo, pirenilo,
estilbencilo, tetracenilo, pentacenilo y derivados estructurales de los mismos (Schweitzer y col., J. Org. Chem.,
59:7238-7242 (1994); Berger y col., Nucleic Acids Res., 28(15):2911-2914 (2000); Moran y col., J. Am. Chem. Soc.,
119:2056-2057 (1997); Morales y col., J. Am. Chem. Soc., 121:2323-2324 (1999); Guckian y col., J. Am. Chem. Soc.,
118:8182-8183 (1996); Morales y col., J. Am. Chem. Soc., 122(6):1001-1007 (2000); McMinn y col., J. Am. Chem.
Soc., 121:11585-11586 (1999); Guckian y col., J. Org. Chem., 63:9652-9656 (1998); Moran y col., Proc. Natl. Acad.
Sci., 94:10506-10511 (1997); Das y col., J. Chem. Soc., Perkin Trans., 1:197-206 (2002); Shibata y col., J. Chem. Soc.,
Perkin Trans., 1: 1605-1611 (2001); Wu y col., J. Am. Chem. Soc., 122(32):7621-7632 (2000); O'Neill y col., J. Org.
Chem., 67:5869-5875 (2002); Chaudhuri y col., J. Am. Chem. Soc., 117:10434-10442 (1995); y la patente de EE.UU.
N.° 6.218.108.). Los analogos de bases también pueden ser una base universal.

Como se usa en el presente documento, "base universal" se refiere a un resto heterociclico ubicado en la posicién 1'
de un resto de azucar de nucleétido en un nucleétido modificado, o la posicién equivalente en una sustitucion de resto
de azucar de nucleétido, que, cuando esta presente en una doble cadena de acido nucleico, se puede colocar frente
a mas de un tipo de base sin alterar la estructura de doble hélice (p. €j., la estructura de la cadena principal de fosfato).
Adicionalmente, la base universal no destruye la capacidad del acido nucleico monocatenario, en el que reside, de
formar una doble cadena con un acido nucleico diana. La capacidad de un acido nucleico monocatenario que contiene
una base universal para formar una doble cadena con un acido nucleico diana se puede analizar mediante
procedimientos evidentes para un experto en la materia (p. €j., absorbancia UV, dicroismo circular, desplazamiento
en gel, sensibilidad a nucleasa monocatenaria, etc.). Adicionalmente, las condiciones en las cuales se observa la
formacion de la doble cadena pueden variar para determinar la estabilidad o formacién de la doble cadena, por
ejemplo, temperatura, ya que la temperatura de fusion (Tf) se correlaciona con la estabilidad de las dobles cadenas
de acidos nucleicos. En comparacion con un acido nucleico monocatenario de referencia que es exactamente
complementario a un acido nucleico diana, el acido nucleico monocatenario que contiene una base universal forma
una doble cadena con el acido nucleico diana que tiene una Tf inferior que una doble cadena formada con el acido
nucleico complementario. Sin embargo, en comparacién con un acido nucleico monocatenario de referencia en el que
la base universal se ha reemplazado con una base para generar una falta de coincidencia, el acido nucleico
monocatenario que contiene la base universal forma una doble cadena con el acido nucleico diana que tiene una Tf
mas alta que una doble cadena formada con el acido nucleico que tiene la base no coincidente.

Algunas bases universales son capaces de emparejar bases formando enlaces de hidrégeno entre la base universal
y la totalidad de las bases guanina (G), citosina (C), adenina (A), timina (T) y uracilo (U) en condiciones de formacién
de pares de bases. Una base universal no es una base que forma un par de bases con una sola base complementaria.
En una doble cadena, una base universal puede formar enlaces no de hidrégeno, un enlace de hidrégeno, o mas de
un enlace de hidrogeno con cada una de G, C, A, T y U opuesta a ella en la cadena opuesta de una doble cadena.
Preferentemente, una base universal no interacciona con la base opuesta a ella en la cadena opuesta de una doble
cadena. En una doble cadena, el emparejamiento de bases entre una base universal se produce sin alterar la
estructura de doble hélice de la cadena principal de fosfato. Una base universal también puede interaccionar con bases
en nucledtidos adyacentes en la misma cadena de acido nucleico acumulando interacciones. Tales interacciones
acumuladas estabilizan la doble cadena, especialmente en situaciones en las que la base universal no forma ningun
enlace de hidrogeno con la base colocada opuesta a ella en la cadena opuesta de la doble cadena. Ejemplos no
limitantes de nucledtidos de unién universal incluyen inosina, 1-B-D-ribofuranosil-5-nitroindol y/o 1-B-D-ribofuranosil-
3-nitropirrol (Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. N.° 20070254362 de Quay y col.; Van Aerschot y col., An
acyclic 5-nitroindazole nucleoside analogue as ambiguous nucleoside. Nucleic Acids Res. 11 de noviembre de
1995;23(21):4363-70; Loakes y col., 3-Nitropyrrole and 5-nitroindole as universal bases in primers for DNA sequencing
and PCR. Nucleic Acids Res. 11 de julio de 1995;23(13):2361-6; Loakes y Brown, 5-Nitroindole as an universal base
analogue. Nucleic Acids Res. 11 de octubre de 1994 1;22(20):4039-43).

Por "unién" se entiende tener una afinidad fisicoquimica por una molécula. La unién se mide por cualquiera de los
procedimientos de la invencion, por ejemplo, hibridacion de una sonda de acido nucleico detectable, como una sonda
basada en TagMan, sonda basada en Pleiades.

Por "muestra bioldgica" se entiende cualquier tejido, célula, fluido u otro material derivado de un organismo (p. €j.,
sujeto humano).
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Por "complementario" o "complementariedad" se entiende que un acido nucleico puede formar enlaces de hidrégeno
con otra secuencia del acido nucleico mediante el emparejamiento de bases tradicional de Watson-Crick o Hoogsteen.
En referencia a las moléculas de acidos nucleicos de la presente divulgacion, a energia libre de unién para una
molécula de acido nucleico con su secuencia complementaria es suficiente para permitir la hibridacién. La
determinacion de las energias libres de union para las moléculas de acidos nucleicos es bien conocida en la técnica
(véase, por ejemplo, Turner y col., CSH Symp. Quant. Biol. LI I, pags. 123-133, 1987; Frier y col., Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 83:9373-9377, 1986; Turner y col, J. Am. Chem. Soc. 109:3783-3785, 1987). Un porcentaje de
complementariedad indica el porcentaje de restos contiguos en una molécula de acido nucleico que puede formar
enlaces de hidrégeno (por ejemplo, el emparejamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia de un
acido nucleico (por ejemplo, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 nucledtidos de un total de 10 nucleétidos en el primer oligonucleotido
que esta emparejado por bases con una segunda secuencia de un acido nucleico que tiene 10 nucledtidos representa
el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, el 90 %, y el 100 % de complementariedad, respectivamente). Para determinar que un
porcentaje de complementariedad es de al menos un determinado porcentaje, se calcula el porcentaje de restos
contiguos en una molécula de acido nucleico que puede formar enlaces de hidrégeno (por ejemplo, emparejamiento
de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia de un acido nucleico y se redondea al niumero entero mas
cercano (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 nucledtidos de un total de 23 nucleétidos en el primer oligonucleotido
que esta emparejado por bases con una segunda secuencia de un acido nucleico que tiene 23 nucledtidos representa
el 52 %, 57 %, 61 %, 65 %, 70 % y 74 %, respectivamente; y tiene al menos el 50 %, 50 %, 60 %, 60 %, 70 % y 70 %
de complementariedad, respectivamente). Como se usa en el presente documento, "sustancialmente complementario”
se refiere a la complementariedad entre las cadenas de modo que sean capaces de hibridarse en condiciones
bioldgicas. Las secuencias sustancialmente complementarias tienen el 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o incluso el 100
% de complementariedad. Adicionalmente, las técnicas para determinar si dos cadenas son capaces de hibridarse en
condiciones bioldgicas mediante el examen de sus secuencias de nucleétidos son bien conocidas en la técnica.

Por "detectar" se refiere a identificar la presencia, ausencia o nivel de un agente.

Por "detectable" se entiende un resto que cuando se une a una molécula de interés hace que esta Ultima sea
detectable. Dicha detecciéon puede ser a través de medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, marcadores utiles incluyen is6topos radiactivos, perlas magnéticas, perlas
metalicas, particulas coloidales, colorantes fluorescentes, reactivos densos en electrones, enzimas (por ejemplo, como
se usa comunmente en ELISA), biotina, digoxigenina o haptenos.

Como se usa en el presente documento, "doble cadena" se refiere a una estructura helicoidal doble formada por la
interaccion de dos acidos nucleicos monocatenarios. Una doble cadena se forma generalmente por el enlace de
hidrégeno por parejas de las bases, es decir, "emparejamiento de bases", entre dos acidos nucleicos monocatenarios
que estan orientados antiparalelos entre si. EI emparejamiento de bases en las dobles cadenas generalmente se
produce por emparejamiento de bases de Watson-Crick, por ejemplo, la guanina (G) forma un par de bases con
citosina (C) en ADN y ARN, la adenina (A) forma un par de bases con timina (T) en el ADN y la adenina (A) forma un
par de bases con uracilo (U) en el ARN. Las condiciones en las cuales se pueden formar pares de bases incluyen
condiciones fisioldgica o biolégicamente relevantes (por ejemplo, intracelular: pH 7,2, ion potasio 140 mM; pH
extracelular 7,4, ion sodio 145 mM). Ademas, las dobles cadenas se estabilizan acumulando interacciones entre
nucleétidos adyacentes. Como se usa en el presente documento, una doble cadena puede establecerse o mantenerse
por emparejamiento de bases o por acumulacion de interacciones. Una doble cadena esta formada por dos cadenas
de acido nucleico complementarias, que pueden ser sustancialmente complementarias o completamente
complementarias.

Por "concentracion eficaz semimaxima" o "CEsp"es la respuesta a medio camino entre el valor inicial y el maximo de
la relacion de la molécula diana a una molécula de referencia, que corresponde al punto de inflexion de un ajuste de
curva sigmoideo cuando la relacion de la molécula diana con el patrén interno se representa frente a la relacion molar
de la molécula de referencia.

Se dice que "hibridan" los acidos nucleicos monocatenarios que forman pares de bases a través de varias bases. La
hibridacion generalmente se determina en condiciones fisioldgica o biolégicamente relevantes (por ejemplo, pH
intracelular 7,2, ion potasio 140 mM; pH extracelular 7,4, ion sodio 145 mM). Las condiciones de hibridacion
generalmente contienen un catién monovalente y un tampon biolégicamente aceptable y pueden o no contener un
catién divalente, aniones complejos, por ejemplo, gluconato de gluconato de potasio, especies no cargadas tales como
sacarosa y polimeros inertes para reducir la actividad del agua en la muestra, por ejemplo, PEG. Dichas condiciones
incluyen condiciones en las que se pueden formar pares de bases.

La hibridaciéon se mide por la temperatura necesaria para disociar los acidos nucleicos monocatenarios que forman
una doble cadena, (es decir, la temperatura de fusion, Tf). Las condiciones de hibridacién también son condiciones en
las que se pueden formar pares de bases. Se pueden usar varias condiciones de rigurosidad para determinar la
hibridacién (véase, por ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger (1987) Methods Enzymol. 152:399; Kimmel, A. R. (1987)
Methods Enzymol. 152:507). Las condiciones de temperatura rigurosas normalmente incluiran temperaturas de al
menos aproximadamente 30 °C, mas preferentemente de al menos aproximadamente 37 °C y lo mas preferentemente
de al menos aproximadamente 42 °C. La temperatura de hibridacion para los hibridos que se prevé que tengan menos
de 50 pares de bases de longitud debe ser 5-10 °C menor que la temperatura de fusion (Tf) del hibrido, en la que la
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Tf se determina de acuerdo con las siguientes ecuaciones. Para hibridos de menos de 18 pares de bases de longitud,
Tf(°C) = 2(nimero de bases A+T) +4(numero de bases G+C). Para hibridos de entre 18 y 49 pares de bases de
longitud, Tf(°C)=81,5+16,6(log 10[Na+])+0,41 (% G+C)-(600/N), en las que N es el nimero de bases en el hibrido y
[Na+] es la concentracion de iones de sodio en el tampdn de hibridacion ([Na+] para 1xSSC = 0,165 M). Las técnicas
de hibridacion son bien conocidas por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis
(Science 196:180, 1977); Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72:3961, 1975); Ausubel y col. (Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, Nueva York (2001); Berger y Kimmel (Antisense to Molecular
Cloning Techniques, 1987, Academic Press, Nueva York); y Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York. Los parametros adicionales variables, tales como el tiempo de
hibridacion, la concentracion de detergente, por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS), la inclusion o exclusion de
ADN transportador y las condiciones de lavado son bien conocidas por los expertos en la materia. Las variaciones
utiles sobre las condiciones de hibridaciéon seran facilmente evidentes para los expertos en la materia.

Por "aumentos" se entiende una alteracion positiva de al menos el 10 %, 25 %, 50 %, 75 %, 100 %, 200 %, 300 %,
400 %, 500 %, 1000 % o mas.

Por "patrén interno" se entiende una plantilla o molécula competitiva que se amplifica en presencia de una plantilla o
molécula natural.

Por "perfil de expresion génica" se entiende una caracterizacion de la expresion o del nivel de expresiéon de dos o mas
polinucledtidos.

Por "marcador” o "biomarcador" se entiende un analito cuya presencia, ausencia o nivel esta regulado diferencialmente
en conexion con una enfermedad o afeccion en relacidon con una referencia. Analitos ejemplares incluyen
polinucledtidos, polipéptidos y fragmentos de los mismos. Por ejemplo, BCR-ABL es un biomarcador para la leucemia
mieldgena cronica.

Por "coincidencia" se entiende cuando un nucleétido es capaz de formar un par de bases con otro nucleétido (por
ejemplo, para formar una molécula bicatenaria). EI emparejamiento de bases en las dobles cadenas generalmente se
produce por emparejamiento de bases de Watson-Crick, por ejemplo, la guanina (G) forma un par de bases con
citosina (C) en ADN y ARN, la adenina (A) forma un par de bases con timina (T) en el ADN y la adenina (A) forma un
par de bases con uracilo (U) en el ARN.

Por "falta de coincidencia" se entiende cuando un nucleétido de una cadena de un acido nucleico no es capaz de
formar un par de bases con un nucleétido en la posicion correspondiente de una segunda cadena de nucleétidos en
una doble cadena. Dos cadenas de acido nucleico aun pueden hibridar, incluso si una, dos, tres, o0 mas posiciones
tienen una falta de coincidencia. Se pueden tolerar faltas de coincidencia siempre que exista suficiente
complementariedad entre dos secuencias del acido nucleico.

Por "temperatura de fusion" o "Tf" se entiende la temperatura mas baja a la que una sonda de deteccion o cebador no
se une o hibrida con un acido nucleico diana. La temperatura de fusion se puede determinar por el punto de inflexién
del perfil de la curva de fusioén, que mide la hibridacion en funcién de la temperatura. La temperatura de fusion también
se puede predecir usando programas (Epoch usa Aglutinantes de Surco Mayor y nucleétidos modificados para ajustar
la Tf de la unién). Como se usa en el presente documento, "ATf" se entiende como la diferencia entre las temperaturas
de funcionamiento de la PCR (por ejemplo, la temperatura de emparejamiento) y la Tf de la sonda.

Por "neoplasia" se entiende una enfermedad o trastorno caracterizado por una proliferaciéon excesiva o una apoptosis
reducida. Las neoplasias ilustrativas para las cuales se puede usar la invencion incluyen, pero sin limitacion, leucemias
(por ejemplo, leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia mieloblastica aguda,
leucemia promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia monocitica aguda, eritroleucemia aguda,
leucemia crénica, leucemia mielocitica cronica, leucemia linfocitica crénica), policitemia vera, linfoma (enfermedad de
Hodgkin, enfermedad no de Hodgkin), macroglobulinemia de Waldenstrom, enfermedad de la cadena pesada y
tumores solidos tales como sarcomas y carcinomas (p. €j., fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma,
sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma,
sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, cancer de
pancreas, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, carcinoma de
células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de las glandulas sebaceas,
carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico,
carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma
embrionario, tumor de Wilm, cancer de cuello uterino, cancer de utero, cancer de testiculos, carcinoma de pulmoén,
carcinoma de pulmén microcitico, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, glioblastoma multiforme,
astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico,
oligodenroglioma, schwannoma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma).

Como se usa en el presente documento, la expresion "acido nucleico" se refiere a desoxirribonucleétidos,
ribonucledtidos, o nucledtidos modificados y polimeros de los mismos en forma mono- o bicatenaria. La expresion
abarca acidos nucleicos que contienen analogos de nucledtidos conocidos o restos o enlaces modificados de la cadena
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principal, que son sintéticos, de origen natural y de origen no natural, que tienen propiedades de union similares a las
del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de forma similar a los nucleétidos de referencia. Ejemplos de
dichos analogos incluyen, sin limitacion, fosforotioatos, fosforoamidatos, metil fosfonatos, metil fosfonatos quirales, 2-
O-metil ribonucledtidos, acidos nucleicos peptidicos (ANP).

Por "natural" se entiende enddgeno u originario de una muestra.

Como se usa en el presente documento, una "sonda de acido nucleico u oligonucleétido” se define como un acido
nucleico capaz de unirse a un acido nucleico diana de secuencia complementaria a través de uno o mas tipos de
enlaces quimicos, generalmente a través del emparejamiento de bases complementarias, generalmente a través de
la formacion de enlaces de hidrogeno. Como se usa en el presente documento, una sonda puede incluir bases
naturales (es decir, A, G, C o T) o modificadas (7-deazaguanosina, inosina, etc.). Ademas, las bases en una sonda
pueden estar unidas por un enlace que no sea un enlace fosfodiéster, siempre que no interfiera con la hibridacién. Un
experto en la materia entendera que las sondas pueden unirse a secuencias diana que carecen de complementariedad
completa con la secuencia de la sonda, dependiendo de la rigurosidad de las condiciones de hibridacién. Las sondas
estan preferentemente marcadas directamente con isétopos, por ejemplo, cromoéforos, lumiforos, cromégenos, o
marcadas indirectamente con biotina a la que se puede unir posteriormente un complejo de estreptavidina. Al analizar
la presencia o ausencia de la sonda, se puede detectar la presencia o ausencia de un gen diana de interés.

Como se usa en el presente documento, "nucleétido” se usa, como se reconoce en la técnica, para incluir aquellos
con bases naturales (naturales) y con bases modificadas bien conocidos en la técnica. Dichas bases estan
generalmente ubicadas en la posicion 1' de un resto de azicar de nucledtido. Los nucledtidos generalmente
comprenden una base, azucar y un grupo fosfato. Los nucleétidos pueden estar no modificados o modificados en el
resto azucar, fosfato y/o base, (también denominados indistintamente analogos de nucledtidos, nucledtidos
modificados, nucledtidos no naturales, nucleétidos no convencionales y otros; véase, por ejemplo, Usman y
McSwiggen; supra; Eckstein y col., Publicacion Internacional PCT N.° WO 92/07065; Usman y col., Publicacion
Internacional PCT N.° WO 93/15187; Uhlman & Peyman, supra). Existen varios ejemplos de bases de acidos nucleicos
modificadas conocidas en la técnica tal como se resumen por Limbach, y col., Nucleic Acids Res. 22:2183, 1994.
Algunos de los ejemplos no limitantes de modificaciones de bases que pueden introducirse en moléculas de acidos
nucleicos incluyen, hipoxantina, purina, piridina-4-ona, piridina-2-ona, fenilo, pseudouracilo, 2,4,6-trimetoxibenceno, 3-
metil uracilo, dihidrouridina, naftilo, aminofenilo, 5-alquilcitidinas (p. e€j., 5-metilcitidina), 5-alquiluridinas (p. €j.,
ribotimidina), 5-halouridina (por ejemplo, 5-bromouridina) o 6-azapirimidinas o 6-alquilpirimidinas (por ejemplo, 6-
metiluridina), propino y otros (Burgin, y col., Biochemistry 35:14090, 1996; Uhlman & Peyman, supra).

Por "bases modificadas" se entiende bases de nucledtidos que no sean adenina, guanina, citosina y uracilo en la
posicion 1' o sus equivalentes.

Como se usa en el presente documento, "nucleétido modificado" se refiere a un nucleétido que tiene una o mas
modificaciones en el nucledsido, la nucleobase, el anillo de pentosa o en el grupo fosfato. Por ejemplo, los nucleétidos
modificados excluyen los ribonucledtidos que contienen adenosina monofosfato, guanosina monofosfato, uridina
monofosfato y citidina monofosfato y desoxirribonucledtidos que contienen desoxiadenosina monofosfato,
desoxiguanosina monofosfato, desoxitimidina monofosfato y desoxicitidina monofosfato. Las modificaciones incluyen
aquellas de origen natural que son el resultado de la modificaciéon por enzimas que modifican nucleétidos, tales como
metiltransferasas. Los nucleodtidos modificados también incluyen nucleétidos sintéticos o de origen no natural. Las
modificaciones sintéticas o de origen no natural en los nucleétidos incluyen aquellas con modificaciones 2', por
ejemplo, 2'-metoxietoxi, 2'-fluoro, 2'-alilo, 2'-O-[2- (metilamino) -2-oxoetilo], 4'-tio, 4'-CH»-O-2'-puente, 4'-(CH;),-O-2'-
puente, 2'-LNA (por sus siglas en inglés) y 2'-O-(N-metilcarbamato) o aquellas que comprenden analogos de bases.
En relacion con los nucleétidos 2' modificados como se describe para la presente divulgacion, por "amino” se entiende
2'-NH; o 2'-O-NH>, que puede ser modificado o no modificado. Dichos grupos modificados se describen, por ejemplo,
en Eckstein y col., Patente de EE.UU. N.° 5.672.695 y Matulic-Adamic, y col., Patente de EE.UU. N.° 6.248.878.

Por "reduce" se entiende una alteracion negativa de al menos el 10 %, 25 %, 50 %, 75 % o 100 %.

Por "referencia" se entiende una condicion patrén o de control. Como es evidente para un experto en la materia, una
referencia apropiada es en la que se cambia un elemento para determinar el efecto del un elemento.

La frase "hibrida de forma selectiva (o de forma especifica) con" se refiere a la union, formacién de doble cadena o
hibridacion de una molécula solamente a una secuencia de nucleétidos particular en condiciones de hibridacion
rigurosas cuando esa secuencia esta presente en una mezcla compleja (por ejemplo, ADN o ARN celular o de
biblioteca total).

Por "mezcla patréon de patrones internos" se entiende una mezcla que contiene patrones internos que tiene una
concentracion definida o un nimero definido de moléculas de los patrones internos.

Por "molécula de acido nucleico diana" se entiende un acido nucleico o biomarcador de la muestra que se va a detectar
o medir, y/o amplificar. El acido nucleico diana puede ser cualquier acido nucleico a amplificar, sin limitaciones
particulares. Ejemplos de acidos nucleicos diana incluyen varios tipos de genes de animales y plantas, varios genes
de virus y varios genes de microorganismos, tales como genes de bacterias, mohos y levaduras, independientemente
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de si son o no ADN o ARN. Los acidos nucleicos diana pueden ser de origen natural o sintetizados artificialmente, y
un ejemplo de esto es el ANP. También, los ejemplos incluyen acidos nucleicos monocatenarios y acidos nucleicos
bicatenarios. En la presente invencion, la expresion "acido nucleico plantilla" se refiere a una diana original de
deteccion que comprende en sus moléculas una secuencia diana y sirve como base para el disefio de cebadores.

Las moléculas de acido nucleico utiles en los procedimientos de la invencion incluyen cualquier molécula de acido
nucleico que codifique un polipéptido de la invencién o un fragmento del mismo. Dichas moléculas de acido nucleico
no necesitan ser 100 % idénticas a una secuencia enddégena del acido nucleico, pero generalmente mostrara una
identidad sustancial. Los polinucledtidos que tienen "identidad sustancial" con una secuencia enddgena son
generalmente capaces de hibridar con al menos una cadena de una molécula de acido nucleico bicatenario. Por
"hibridar" se entiende emparejar para formar una molécula bicatenaria entre secuencias de polinucleétidos
complementarias (por ejemplo, un gen descrito en el presente documento), o porciones de las mismas, en diversas
condiciones de rigurosidad. (Véase, por ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger (1987) Methods Enzymol. 152:399;
Kimmel, A. R. (1987) Methods Enzymol. 152:507).

Por ejemplo, una concentracion rigurosa de sal sera normalmente menor de aproximadamente NaCl 750 mM y citrato
trisodico 75 mM, preferentemente menor de aproximadamente NaCl 500 mM vy citrato trisédico 50 mM y mas
preferentemente menor de aproximadamente NaCl 250 mM y citrato trisédico 25 mM. Puede obtenerse una hibridacion
de baja rigurosidad en ausencia de disolvente organico, por ejemplo, formamida, mientras que puede obtenerse una
alta rigurosidad de hibridacién en presencia de al menos formamida al 35 % y mas preferentemente, formamida a
aproximadamente el 50 %. Las condiciones de temperatura rigurosas normalmente incluiran temperaturas de al menos
aproximadamente 30 °C, mas preferentemente de al menos aproximadamente 37 °C y lo mas preferentemente de al
menos aproximadamente 42 °C. Los expertos en la materia conocen bien diversos parametros adicionales, como el
tiempo de hibridacion, la concentracion de detergente, por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS) y la inclusion o
exclusion de ADN portador. Se logran diversos niveles de rigurosidad combinando estas diversas condiciones segun
sea necesario. En una realizacion preferida, la hibridacién se producira a 30 °C en NaCl 750 mM, citrato trisédico 75
mM y SDS al 1 %. En una realizacion mas preferida, la hibridacion se producira a 37 °C en NaCl 500 mM, citrato
trisédico 50 mM, SDS al 1 %, formamida al 35 % y 100 pg/ml de ADN (ADNmc) de esperma de salmoén desnaturalizado.
En la realizacién mas preferida, la hibridacién se producira a 42 °C en NaCl 250 mM, citrato trisédico 25 mM, SDS al
1 %, formamida al 50 % y 200 pg/ml de ADNmc. Las variaciones Utiles de estas condiciones seran facilmente evidentes
para los expertos en la materia.

Para la mayoria de aplicaciones, las etapas de lavado que siguen a la hibridacion también variaran en cuanto a su
rigurosidad. Las condiciones de rigurosidad de lavado pueden definirse por la concentracion de sal y por la
temperatura. Como en el caso anterior, la rigurosidad del lavado puede aumentarse reduciendo la concentracién de
sal o aumentando la temperatura. Por ejemplo, la concentracion de sal rigurosa para las etapas de lavado sera
preferentemente menor de aproximadamente NaCl 30 mM Yy citrato trisédico 3 mM y lo mas preferentemente menor
de aproximadamente NaCl 15 mM vy citrato trisddico 1,5 mM. Las condiciones rigurosas de temperatura para las etapas
de lavado incluiran normalmente una temperatura de al menos aproximadamente 25 °C, mas preferentemente de al
menos aproximadamente 42 °C, e incluso mas preferentemente de al menos aproximadamente 68 °C. En un ejemplo,
las etapas de lavado se produciran a 25 °C en NaCl 30 mM, citrato trisédico 3 mM y SDS al 0,1 %. En otro ejemplo,
las etapas de lavado se produciran a 42 °C en NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mM y SDS al 0,1 %. En un ejemplo
adicional, las etapas de lavado se produciran a 68 °C en NaCl 15 mM, citrato trisédico 1,5 mM y SDS al 0,1 %. Las
variaciones adicionales de estas condiciones seran facilmente evidentes para los expertos en la materia. Las técnicas
de hibridacion son bien conocidas por los expertos en la materia y se describen, por ejemplo, en Benton y Davis
(Science 196:180, 1977); Grunstein y Hogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72:3961, 1975); Ausubel y col. (Current
Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, Nueva York (2001); Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning
Techniques, 1987, Academic Press, Nueva York); y Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York.

Por "sustancialmente idéntico" se entiende un polipéptido o molécula de acido nucleico que muestra al menos un 50
% de identidad con una secuencia de aminoacidos de referencia (por ejemplo, una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos descritas en el presente documento) o una secuencia de un acido nucleico (por ejemplo, una cualquiera
de las secuencias de un acido nucleico descritas en el presente documento). Preferentemente, tal secuencia es al
menos €l 60 %, mas preferentemente el 80 % o el 85 % y mas preferentemente el 90 %, 95% o incluso el 99 % idéntica
a nivel de aminoacidos o el acido nucleico a la secuencia utilizada para la comparacion.

La identidad de secuencia generalmente se mide utilizando un programa informatico de analisis de secuencias (por
ejemplo, el Paquete de Programa Informatico de Analisis de Secuencias del Genetics Computer Group, Centro de
biotecnologia de la Universidad de Wisconsin, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, programas BLAST,
BESTFIT, GAP o PILEUP/PRETTYBOX). Dicho programa informatico coincide con secuencias idénticas o similares
mediante la asignacion de grados de homologia a varias sustituciones, eliminaciones y/u otras modificaciones. Las
sustituciones conservativas incluyen generalmente sustituciones dentro de los siguientes grupos: glicina, alanina;
valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutamico, asparagina, glutamina; serina, treonina; lisina, arginina; y
fenilalanina, tirosina. En un enfoque ejemplar para determinar el grado de identidad, se puede usar un programa
BLAST, con una puntuacion de probabilidad entre e y e'% indicando una secuencia estrechamente relacionada.
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Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un grafico que muestra la respuesta de la fraccion de patrén interno (IS) a la PCR en presencia o
ausencia de sonda de hibridacion. Los ensayos estandarizados de cuantificacion de acidos nucleicos (SNAQ, por
sus siglas en inglés) midieron la fraccion de IS (eje y) en muestras que contenian las relaciones de partida indicadas
de patrén interno a plantilla natural (NT, por sus siglas en inglés) (IS:NT) (eje x). Las temperaturas de fusion de la
sonda (Tf) para IS y NT fueron 63 °C y 43 °C, respectivamente. Las muestras se amplificaron en presencia de
sonda de hibridacion (cuadrados) o en ausencia de sonda de hibridacion. Las muestras amplificadas sin sonda se
midieron afadiendo la sonda de hibridacién fluorescente después de la PCR (diamantes).

La Figura 2 es un grafico que muestra un efecto de sonda en la PCR competitiva en presencia de una sonda
fluorescente no hidrolizable. Doce ensayos diferentes de SNAQ (diamantes) midieron la fraccion de NT en una
muestra que contenia 1e4 NT y 1e4 |S.

Las Figuras 3A y 3B son graficos que muestran que la temperatura de emparejamiento de la PCR afecta la
distorsion de la PCR competitiva por la sonda. El aumento de la temperatura de emparejamiento de la PCR redujo
el efecto de la sonda de hibridacién sobre la amplificacion por PCR. Los ensayos SNAQ (cuadrados) midieron la
fraccion de IS (eje y) en muestras que contenian las relaciones de partida IS:NT indicadas (eje x). Las Tf de la
sonda para IS y NT fueron 63 °C y 43 °C, respectivamente. Las muestras se amplificaron a una temperatura de
emparejamiento de bien de 60 °C (Figura 3A) o de 65 °C (Figura 3B). Las muestras también se amplificaron en
presencia de una sonda de hibridacion fluorescente no hidrolizable (cuadrados) o en ausencia de la sonda de
hibridaciéon. Las muestras amplificadas sin sonda se midieron afiadiendo la sonda de hibridacién fluorescente
después de la PCR (diamantes).

La Figura 4 es un grafico que muestra una reduccion en el efecto de una sonda de hibridacion sobre la amplificacion
por PCR disminuyendo la temperatura de fusién de la sonda de hibridacion. La adicion de formamida a las
reacciones de PCR se uso6 para disminuir la Tf de la sonda de hibridacion (mediana 6 °C, intervalode 4 °C a 7,5
°C). Doce ensayos diferentes de SNAQ (diamantes) midieron la fraccion de NT en una muestra que contenia copias
de partida de 1e4 NT y 1e4 IS. Las muestras se amplificaron usando una mezcla maestra de PCR sin formamida
(diamantes) o que contenia formamida al 8 % (cuadrados).

Las Figuras 5A y 5B son graficos que muestran el efecto de la sonda de hibridacion fluorescente en la PCR
competitiva. La Figura 5A muestra curvas de fusién de la sonda de hibridacion fluorescente en reacciones de PCR
con una plantilla coincidente (linea continua) o no coincidente (linea punteada). Cuando una cantidad significativa
de sonda de hibridacion fluorescente se une a la plantilla coincidente a las temperaturas utilizadas durante la PCR,
la sonda tiene el potencial de alterar o interferir con la amplificacion de la plantilla coincidente. El cuadro etiquetado
"Temperaturas de PCR" representa el intervalo de temperaturas de emparejamiento/extension habituales de la
PCR. El desplazamiento de la Tf de la sonda de la plantilla coincidente fuera de las temperaturas de ciclo de PCR
reduce la distorsion de la amplificacion de la plantilla coincidente. La Figura 5B demuestra que la reduccion de los
efectos de una sonda de hibridacion fluorescente sobre la plantilla coincidente se puede lograr disminuyendo la Tf
de la sonda o aumentando la temperatura de emparejamiento de la PCR.

Descripcion detallada de la invenciéon

Como se describe a continuacion, la presente invencidn presenta composiciones y procedimientos que proporcionan
una PCR cuantitativa que reduce el efecto de la sonda de hibridacién sobre la amplificacion y potencia la deteccién de
una diana de acido nucleico en una muestra (p. €j., una muestra biolégica).

Ventajosamente, la presente invencion proporciona la medicion cuantitativa de la cantidad inicial de una molécula de
acido nucleico diana, cuando el acido nucleico diana se amplifica en presencia de una sonda de hibridacion (por
ejemplo, una sonda detectable en PCR en tiempo real) y minimiza el efecto de la sonda de hibridacion sobre la
amplificacion del acido nucleico diana. La deteccion y medicién de moléculas de acido nucleico de acuerdo con los
procedimientos de la invencion son utiles para el diagnoéstico, monitorizacion o caracterizacién de practicamente
cualquier enfermedad caracterizada por una alteracion en la expresion génica incluyendo, por ejemplo, neoplasia,
inflamacioén y una variedad de enfermedades infecciosas.

La invencién se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la sonda de hibridacién fluorescente que se une
a la plantilla durante la PCR competitiva altera la cinética de PCR de la plantilla unida. Se ha encontrado que cuanto
mayor es la Tf plantilla:sonda por encima de la temperatura de emparejamiento de la PCR, mas inhibidor es el efecto.
Sin pretender quedar ligado a una teoria particular, la unién de la sonda fluorescente a la plantilla durante la PCR
competitiva disminuye la eficacia de amplificacion de la plantilla unida. Por lo tanto, es objeto de la presente invencion
proporcionar un procedimiento que permita una amplificaciéon estable en presencia de una sonda de deteccion de
hibridacion, mientras se mantiene un valor de ensayo preciso para determinar un acido nucleico diana en un sistema
de deteccion de acido nucleico.

La presente invencion desvela un procedimiento para la amplificacién de acidos nucleicos que comprende evitar que
una sonda de hibridacion afecte la reaccién de amplificacién de un acido nucleico diana. En los procedimientos de la
invencion, la sonda de hibridacién tiene una temperatura de fusion (Tf) sonda:plantilla menor que las temperaturas
utilizadas para la amplificacion (p. ej., PCR). Sin pretender quedar ligado a una teoria particular, disminuir la Tf
sonda:plantilla esta en relacién con las temperaturas de amplificacion, disminuye su interferencia con la cinética de la
PCR competitiva (por ejemplo, afiadiendo desnaturalizantes quimicos a la reaccion). En diversos ejemplos, la sonda
de hibridacion esta disefiada para disminuir la temperatura de fusion (Tf) sonda:plantilla en relacién con las
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temperaturas utilizadas para la amplificacion (por ejemplo, afiadiendo nucleétidos no coincidentes con el acido nucleico
diana). En otros ejemplos, la temperatura de fusion (Tf) sonda:plantilla de una sonda de hibridacién preexistente se
reduce en relacion con las temperaturas utilizadas para la amplificacion (por ejemplo, acortando la longitud de una
sonda preexistente). Alternativamente, pueden aumentarse las temperaturas utilizadas en la reaccion de amplificacion
(por ejemplo, aumentado la temperatura de emparejamiento de la PCR). Otros medios para abordar el efecto de la
sonda de hibridacién incluyen realizar la amplificacion sin la sonda y afiadir la sonda antes del analisis de la curva de
fusion o usar un factor de correccion para ajustar el efecto de la sonda. Ademas, se pueden usar combinaciones de
cualquiera de los anteriores para reducir el efecto de la sonda de hibridaciéon sobre la reaccion de amplificaciéon. Con
este enfoque, la medicion es cuantitativa y la variacion de instrumento a instrumento se minimiza cuando se mide con
el criterio de valoracion.

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Cinética de la PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de amplificacion o sintesis de grandes cantidades de
un segmento de ADN diana. La PCR se logra separando el ADN en sus dos cadenas complementarias, uniendo un
cebador a cada cadena sencilla al final del segmento de ADN dado en el que comienza la sintesis y afiadiendo una
ADN polimerasa para sintetizar la cadena complementaria en cada cadena sencilla que tiene un cebador unido a la
misma. El procedimiento se repite hasta que se haya sintetizado un ndmero suficiente de copias del segmento de ADN
seleccionado.

Durante una reaccion habitual de PCR, el ADN bicatenario se separa en cadenas sencillas elevando la temperatura
de la muestra que contiene ADN a una temperatura desnaturalizante en la que las dos cadenas de ADN se separan
(es decir, la "temperatura de fusion del ADN") y después la muestra se enfria a una temperatura inferior que permite
unirse (emparejarse) a los cebadores especificos y que se produzca la replicacion (extension). En ejemplos ilustrativos,
se utiliza una polimerasa termoestable en la reaccién en cadena de la polimerasa, tales como la ADN polimerasa Taq
y derivados de la misma, incluyendo el fragmento Stoffel de la ADN polimerasa Taq y la polimerasa KlenTagl (una
variante deficiente en 5'-exonucleasa de la polimerasa Taq - véase la Patente de EE.UU N°. 5.436.149); polimerasa
Pfu; polimerasaTth; y polimerasa Vent.

La PCR tiene una sensibilidad de cinco érdenes de magnitud mejor que los mejores procedimientos de transferencia.
Esta sensibilidad hace que la PCR sea deseable como herramienta cuantitativa. Sin embargo, el uso de un sistema
sometido a amplificacién exponencial no es ideal para la cuantificacion. Pequeinas diferencias entre los tamafnos de
las muestras pueden convertirse en una gran diferencia en los resultados cuando se amplifican por medio de 20-40
ciclos.

Un perfil de reaccion de PCR habitual tiene tres segmentos: una fase de retraso temprana, una fase de crecimiento
exponencial y una meseta. La fase de retraso es principalmente un reflejo de la sensibilidad del instrumento y la sefial
de fondo del sistema de sonda utilizado para detectar el producto de PCR. La fase de crecimiento exponencial
comienza cuando se ha acumulado suficiente producto para ser detectado por el instrumento. Durante esta fase
"logaritmica", el curso de amplificacion se describe mediante la ecuacion T, = To(E)s, en la que Tn es la cantidad de
secuencia diana en el ciclo n, T, es la cantidad inicial de diana y E es la eficacia de amplificacion. Finalmente, en la
fase de meseta, la eficacia de amplificacion disminuye extremadamente rapido. El producto compite cada vez mas
eficazmente con los cebadores para el emparejamiento y la cantidad de enzima se vuelve limitante. La ecuacion
exponencial ya no se cumple en la fase de meseta.

La mayor parte de la informacion cuantitativa se encuentra en los ciclos exponenciales, pero los ciclos exponenciales
generalmente comprenden solamente 4 o 5 ciclos de 40. Con los procedimientos tradicionales de PCR, encontrar
estos ciclos informativos requiere que la reaccion se divida en mdltiples tubos de reaccién que se someten a ensayo
para determinar el producto de PCR después de un niumero variable de ciclos. Esto requiere analizar muchos tubos o
tener una buena idea de la respuesta antes de comenzar el experimento. Una vez que se determina la posicion de la
fase exponencial, la fase experimental se puede comparar con los patrones conocidos y se puede calcular el numero
de copias.

PCR Cuantitativa Competitiva

Se desarrollaron procedimientos de PCR cuantitativa competitiva para intentar superar las dificultades asociadas con
la busqueda de la fase exponencial de la reaccion y obtener una mayor precision. Se construye una secuencia
competidora que se amplifica usando los mismos cebadores que se usan para amplificar la secuencia diana. El
competidor y la diana estan diferenciados, generalmente por longitud o secuencia interna y la cantidad relativa de
competidor y diana se mide después de la amplificacion. Si la diana y el competidor se amplifican con igual eficacia,
entonces su relacion al final de la reaccion sera la misma que la relacion que habia sido al principio. Esto es valido
incluso en la fase de meseta, siempre que ambos disminuyan en eficacia a la misma velocidad. Por lo tanto, encontrar
la region exponencial ya no es un problema. Proporcionar patrones en los mismos tubos con las dianas desconocidas
permite un control adicional que no es posible con los procedimientos cinéticos. Por ejemplo, afiadir el competidor
antes de la purificacion de ARNm controlaria las variaciones en la preparacion de la muestra y en la transcripcion
inversa.
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El uso de las técnicas de PCR competitivas actualmente disponibles sigue experimentando varias deficiencias. En
primer lugar, la secuencia competidora debe construirse para que sea lo mas similar posible a la secuencia diana con
respecto a la eficacia de la amplificacién, sin embargo, las dos secuencias deben ser distinguibles entre si. Si el
competidor esta demasiado cerca en secuencia de la diana, se forman dobles cadenas hibridas durante la PCR que
sesgan la relacion del producto a la plantilla.

Ademas, el competidor debe afiadirse a la muestra desconocida en una concentracidon que se aproxime a la de la
diana. Si un producto alcanza la meseta antes de que el otro se eleve por encima del fondo, no se puede obtener
informacion cuantitativa de esa muestra. Generalmente, una muestra desconocida se divide y se mezcla con multiples
concentraciones de competidor.

Se han planteado otras preocupaciones con respecto a los procedimientos de cuantificacién competitiva. Una critica
comun es que a pesar de todos los esfuerzos, la diana y el competidor juntos en una muestra pueden amplificarse a
diferentes eficacias, incluso si la diana y el competidor se amplifican con la misma eficacia cuando se amplifican por
separado (el control obvio). Cuando la diana y el competidor se combinan en un recipiente y los reactivos son
limitantes, las eficacias de las dos reacciones de amplificacion pueden cambiar a diferentes velocidades. Las
diferencias de longitud entre la diana y el competidor son las principales preocupaciones en este caso, ya que el
producto mas largo puede competir mas eficazmente con los cebadores y puede verse mas afectado por las
limitaciones de reactivos. Ambas preocupaciones podrian abordarse haciendo que la diana y el competidor sean lo
suficientemente parecidos, si no fuera por el problema de formar dobles cadenas hibridas durante la reaccién de PCR.

PCR Cuantitativa en Tiempo Real

Los avances en la instrumentacion han hecho posible ahora la monitorizacién en tiempo real de las reacciones de
PCRy, por lo tanto, han hecho que el problema de encontrar la fase logaritmica de la reaccion sea trivial.

El termociclado se puede llevar a cabo utilizando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la materia,
incluido el uso de PCR de ciclo rapido. Las técnicas de ciclado rapido son posibles por el uso de recipientes de muestra
de gran area superficial a volumen, tal como tubos capilares. El uso de recipientes de muestra de gran area superficial
a volumen permite una respuesta de temperatura rapida y homogeneidad de temperatura en toda la muestra biologica.
La homogeneidad de la temperatura mejorada también aumenta la precision de cualquier técnica analitica utilizada
para monitorizar la PCR durante la amplificacion.

De acuerdo con un ejemplo ilustrado, la amplificacién de una secuencia de un acido nucleico se realiza mediante
ciclado térmico de la secuencia del acido nucleico en presencia de una ADN polimerasa termoestable utilizando el
dispositivo y las técnicas descritos en la Patente de EE.UU. N.° 5,455,175. De acuerdo con la presente invencion, la
amplificacion por PCR de una o mas regiones dirigidas de una muestra de ADN se realiza mientras la reaccion se
monitoriza por fluorescencia.

El primer uso de la monitorizacion por fluorescencia en cada ciclo para PCR cuantitativa se desarrollé por Higuchi y
col., "Simultaneous Amplification and Detection of Specific DNA Sequences," Bio. Technology, 10:413-417, 1992, y
usaron bromuro de etidio como entidad fluorescente. La fluorescencia se adquirié una vez por ciclo para una medida
relativa de la concentracion del producto. El ciclo en el que la fluorescencia observable aparecié por primera vez por
encima de la fluorescencia de fondo (el umbral) se correlacioné con el nimero de copia de partida, permitiendo asi la
construccion de una curva patron. El sistema de deteccion de fluorescencia basado en la sonda que depende de la
actividad 5'-exonucleasa de la polimerasa ha mejorado el procedimiento cinético en tiempo real afiadiendo una
deteccion especifica de secuencia.

La diana amplificada puede detectarse usando un tinte fluorescente TagMan para medir cuantitativamente la
fluorescencia. La sonda TagMan tiene un colorante fluorescente desactivado exclusivo que hibrida especificamente
con una secuencia de plantilla de la PCR, segun lo descrito por Livak y col., "Allelic discrimination using fluorogenic
probes and the 5' nuclease assay," Genet Anal. Febrero de 1999; 14(5-6): 143-9.). Durante la fase de extension de la
PCR, la sonda hibridada es digerida por la actividad exonucleasa de la polimerasa Taq, dando como resultado la
liberacién del colorante fluorescente especifico para esa sonda.

La diana amplificada también puede detectarse utilizando un ensayo de deteccién de sonda fluorescente Pleiades
para medir cuantitativamente la fluorescencia. La sonda Pleiades hibrida especificamente con una secuencia de ADN
diana y tiene un colorante fluorescente en el extremo 5' que se desactiva por las interacciones de un desactivador 3'
y un aglutinante del surco menor 5 '(MGB, por sus siglas en inglés), cuando la sonda no se hibrida con una secuencia
de ADN diana, segun lo descrito por Lukhtanov y col., "Novel DNA probes with low background and high hybridization-
triggered fluorescence," Nucl. Acids. Res. 2007 enero;35(5):e30). Al final de la PCR, las emisiones fluorescentes de
los colorantes liberados reflejan la relacién molar de la muestra. Los procedimientos para analizar tales emisiones son
conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, por Fabienne Hermitte, "Mylopreliferative Biomarkers", Molecular
Diagnostic World Congress, 2007.

Alternativamente, la amplificacion por PCR de una o mas regiones dirigidas de una muestra de ADN se puede realizar
en presencia de sondas de hibridacion marcadas con fluorescencia, en la que las sondas se sintetizan para hibridar
con un locus especifico presente en una region diana amplificada del ADN. En un ejemplo ilustrado, el sistema de
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sonda de hibridacién comprende dos sondas de oligonucleétidos que hibridan con regiones adyacentes de una
secuencia de ADN en el que cada sonda de oligonucleétidos esta marcada con un miembro correspondiente de un
par de transferencia de energia fluorescente. La presencia de la secuencia de acido nucleico diana en una muestra
bioldgica se detecta midiendo la transferencia de energia fluorescente entre los dos oligonucleétidos marcados.

Estas técnicas de instrumentacion y monitorizacion fluorescente han hecho que la PCR cinética sea significativamente
mas facil que la PCR competitiva tradicional. Mas particularmente, la PCR en tiempo real ha mejorado enormemente
la facilidad, exactitud y precision de la PCR cuantitativa permitiendo la observacion de la concentracion del producto
de PCR en cada ciclo. En los ejemplos de la presente invencion, las reacciones de PCR se llevan a cabo utilizando el
LIGHTCYCLER.RTM. (Roche Diagnostics), un instrumento de PCR en tiempo real que combina un ciclador térmico
rapido con un fluorimetro. Mediante el uso de este dispositivo, el producto de PCR se detecta con fluorescencia y no
son necesarios el procesamiento adicional de la muestra, matrices de membrana, geles, capilares o herramientas
analiticas. Se puede utilizar otra instrumentaciéon de PCR, tal como se conoce en la técnica, en la practica de la
presente invencion.

Sistema de ensayo

En una realizacion, el producto de PCR del criterio de valoracién para un acido nucleico diana se cuantifica en relacion
con un numero conocido de moléculas de su patrén interno correspondiente dentro de la mezcla estandarizada de
patrones internos. Por ejemplo, se afiaden partes alicuotas de muestra a una serie de tubos (2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10)
que contienen un nimero creciente de copias de patrones internos sintéticos de la plantilla competitiva y cebadores.
Cada par de cebadores amplifica conjuntamente una plantilla natural y su correspondiente plantilla de patron interno
competitiva con igual eficacia. Las mediciones de genes se normalizan a un gen de referencia amplificado
conjuntamente que controla las fuentes de variacion conocidas, incluida la variacion entre muestras en la carga debido
al pipeteo, las sustancias interferentes tal como los inhibidores de la PCR, la variacion entre genes en la eficacia de
amplificacion y los falsos negativos. Informes recientes han descrito el uso exitoso de dicho procedimiento para medir
la expresidn génica de varios biomarcadores prometedores en muestras de sangre (Rots y col., Leukemia diciembre
de 2000;14(12):2166-75; Peters y col., Clin Chem junio de 2007; 53(6): 1030-7) u otros tejidos. Se ha utilizado con
éxito la StaRT-PCR para identificar patrones de expresion génica asociados con el diagndstico de cancer de pulmén
(Warner y col.,, J Mol Diagn agosto de 2003;5(3):176-83), de riesgo de cancer de pulmoén (Crawford y col.,
Carcinogenesis diciembre de 2007;28(12):2552-9), sarcoidosis pulmonar (Allen y col., Am J Respir Cell Mol Biol
diciembre de 1999;21(6):693-700), fibrosis quistica (Loitsch y col., Clin Chem mayo de 1999;45(5):619-24),
quimiorresistencia en cancer de pulmén (Harr y col., Mol Cancer 2005;4:23; Weaver y col., Mol Cancer 2005;4(1):18)
leucemias infantiles (Rots y col., Leukemia diciembre de 2000; 14(12):2166-75), estadificacion del cancer de vejiga
(Mitra y col., BMC Cancer 2006;6:159) y para desarrollar bases de datos del intervalo normal de expresion de genes
inflamatorios en muestras de sangre periférica (Peters y col., Clin Chem junio de 2007;53(6):1030-7).

Los cebadores de la invencidon abarcan oligonucledtidos de longitud suficiente y secuencia apropiada para
proporcionar el inicio especifico de la polimerizacién en un ndmero significativo de acidos nucleicos en el locus
polimérfico. De manera especifica, el término "cebador" como se usa en el presente documento se refiere a una
secuencia que comprende dos o mas desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, preferentemente mas de tres y lo mas
preferentemente mas de 8, cuya secuencia es capaz de iniciar la sintesis de un producto de extension de cebador,
que es sustancialmente complementario a una cadena del locus polimérfico. El cebador debe ser lo suficientemente
largo para cebar la sintesis de productos de extension en presencia del agente de induccién de la polimerizacion. La
longitud exacta del cebador dependera de muchos factores, incluyendo la temperatura, tampdn y composicion de
nucledtidos. El cebador de oligonucledtido contiene generalmente entre 12 y 27 o mas nucledtidos, aunque puede
contener menos nucledtidos. Los cebadores de la invencidn estan disefiados para ser "sustancialmente"
complementarios a cada cadena del locus gendmico a amplificar e incluyen los nucleétidos G o C apropiados como
se analiza anteriormente. Esto significa que los cebadores deben ser lo suficientemente complementarios para hibridar
con sus cadenas correspondientes en condiciones que permitan que el agente para la polimerizacion funcione. En
otras palabras, los cebadores deberian tener suficiente complementariedad con las secuencias flanqueantes 5' y 3'
para hibridar con ellas y permitir la amplificacion del locus gendmico. Si bien se proporcionan cebadores ejemplares
en el presente documento, se entiende que cualquier cebador que hibrida con las secuencias diana de la invencion
son Utiles en el procedimiento de la invencién para detectar un acido nucleico diana.

El acido nucleico diana puede estar presente en una muestra, por ejemplo, muestras clinicas y muestras bioldgicas.
Si no se utilizan muestras clinicas de alta calidad, los cebadores de amplificacién estan disefiados para reconocer
secuencias diana mas cortas. La Tf de los cebadores es de aproximadamente 60 +/-1 °C. Los cebadores de
amplificacion se comparan por homologia con secuencias conocidas para asegurar la especificidad de union. A pesar
del uso de DNAsa en el protocolo de purificacion de ARN, cuando es posible, los cebadores estan disefiados para
abarcar uniones de corte y empalme intron/exén del ARN. Por lo tanto, La amplificacion de los contaminantes
genodmicos se inhibira por no producir productos de longitud completa (generalmente > 6 KB).

Para cada molécula de acido nucleico o biomarcador diana, el patrén interno sintético correspondiente coincidira con
la plantilla natural en todos menos 1, 2 o 3 nucleétidos dentro de la secuencia de unién de la sonda de la molécula de
acido nucleico o biomarcador natural. La secuencia de la sonda para el patrén interno se basara en esta reorganizacion
y, por lo tanto, se prevé que se unira solamente a la secuencia del patrén interno, pero no a la plantilla natural

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2788 139 T3

correspondiente. Los patrones internos se formulan en una mezcla que contiene los patrones internos a una
concentracion o numero de moléculas definidos de los patrones internos. Por ejemplo, dichos patrones internos
también se denominan "molécula de acido nucleico de referencia definida", que tiene una concentraciéon conocida de
la molécula de acido nucleico o un nimero conocido de moléculas de acido nucleico.

Un producto de PCR (es decir, amplicén) o un producto de PCR en tiempo real se detecta mediante la unién de la
sonda. La presente invencién desvela un procedimiento para la amplificacion de acidos nucleicos que comprende
evitar que una sonda de hibridacién afecte la reaccidon de amplificacion de un acido nucleico diana. En los
procedimientos de la invencion, la sonda de hibridacién tiene una temperatura de fusién (Tf) sonda:plantilla menor que
la temperatura utilizadas para la amplificacion (p. ej., PCR). Sin pretender quedar ligado a una teoria particular,
disminuir la Tf sonda:plantilla esta en relacién con las temperaturas de amplificacion, disminuye su interferencia con
la cinética de la PCR competitiva.

En diversas realizaciones, se afiaden a la reaccion desnaturalizantes quimicos para aumentar la ATf entre las
temperaturas de funcionamiento de la PCR (por ejemplo, la temperatura de emparejamiento) y la Tf de la sonda. Sin
pretender quedar ligado a una teoria particular, el desnaturalizante aumenta la separacion entre las temperaturas de
funcionamiento de la PCR y la Tf sonda:plantilla. Los desnaturalizantes quimicos incluyen, sin limitacion, amidas de
bajo peso molecular (formamida, N-metilformamida, N,N-dimetilformamida, 2-pirrolidona, N-metilpirrolidona, N-
hidroxietilpirrolidona, acetamida, N-metilacetamida, N,N-dimetilacetamida, propionamida, isobutiramida); betaina
(N,N,N-trimetilglicina, [carboximetil]trimetilamonio); detergentes no idnicos (Triton X-100, Tween 20, Nonidet P-40);
cloruro de tetrametilamonio (TMAC); 7-deaza-2'deoxiguanosina (dC’GTP); glicerol; polietilenglicol; hidréxido de
metilmercurio; acidos plurénicos; y ditiotreitol (DTT). Se describe el uso de aditivos en la PCR, por ejemplo, en
Chakrabarti y col., Nucleic Acids Res. 2001; 29 (11):2377-81; Smith y col., Amplifications 1990; 5: 16-17; Varadaraj y
col., Gene 1994; 140(1): 1-5; Bookstein y col., Nucleic Acids Res. 1990; 18(6): 1666; Sarkar y col., Nucleic Acids Res.
1990; 18(24): 7465; Rees y col., Biochemistry 1993; 32(1): 137-144; Weissensteiner y col., BioTechniques 1996; 21:
1102-1108; Baskaran Genome Research 1996; 6: 633-638; Henke y col., Nucleic Acids Res. 1997; 25(19): 3957-3958;
Melchior y col., Proc Natl Acad Sci USA. 1973; 70 (2):298-302; Hengen, Trends in Biochemical Science 22(6): 225-
226; Demeke y col., Biotechniques 1992;12(3):332-334; Bachman y col., Nucleic Acids Res. 1990; 18(5): 1309; Hung
y col., Nucleic Acids Res. 1990; 18(16): 4953; Chevet y col., Nucleic Acids Res. 23(16): 3343-3344; McConlogue y
col., Nucleic Acids Res. 1988; 16(20): 9869; Nucleic Acids Res. 16: 3360; www.staff.uni-mainz.de/lieb/additiva.html;
Raiser y col., Biochem Biophys Res Commun. 1 de septiembre de 2006;347(3):747-5;

En diversas realizaciones, la sonda de hibridacién esta disefiada para tener una temperatura de fusion (Tf)
sonda:plantilla inferior en relacion con la temperatura utilizada para la amplificacion (por ejemplo, afiadiendo
nucledétidos no coincidentes con el acido nucleico diana). En un ejemplo, la temperatura de fusion (Tf) sonda:plantilla
de una sonda de hibridacién preexistente se reduce en relacién con las temperaturas utilizadas para la amplificacion
(por ejemplo, acortando la longitud de una sonda preexistente).

Alternativamente, pueden aumentarse las temperaturas utilizadas en la reaccion de amplificacion (por ejemplo,
aumentado la temperatura de emparejamiento de la PCR). Como sera evidente para un experto en la materia, cuando
se aumentan las temperaturas utilizadas en la reaccién de amplificacién, los cebadores de amplificacion se modifican
para aumentar la Tf (por ejemplo, alargando los cebadores). Se pueden hacer otras modificaciones para la
amplificacion usando temperaturas mas altas, que incluye ajustar el tampén de PCR y seleccionar una polimerasa
para mejorar la amplificacion por PCR a temperaturas mas altas.

Otros medios para abordar el efecto de la sonda de hibridacion incluyen realizar la amplificacion sin la sonda y afadir
la sonda antes del analisis de la curva de fusion o usar un factor de correccion para ajustar el efecto de la sonda.
Ademas, se pueden usar combinaciones de cualquiera de los anteriores para reducir el efecto de la sonda de
hibridaciéon sobre la reaccion de amplificacion. Con este enfoque, la mediciéon es cuantitativa y la variacion de
instrumento a instrumento se minimiza cuando se mide con el criterio de valoracion.

En un ejemplo, la unién de la sonda genera una sefial fluorescente, por ejemplo, mediante el acoplamiento de una
molécula de colorante fluorogénico y un resto desactivador al mismo o diferentes sustratos de oligonucleétidos (por
ejemplo, TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.), Pleiades (Nanogen, Inc., Bothell, WA, EE. UU.),
Balizas moleculares (véase, por ejemplo, Tyagi y col., Nature Biotechnology 14(3):303-8, 1996), Scorpions®
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR, EE. UU.)). En otro ejemplo, un producto de PCR se detecta mediante la unién
de un colorante fluorogénico que emite una sefal fluorescente al unirse (por ejemplo, SYBR® Green (Molecular
Probes)). Tales procedimientos de deteccion son utiles para la deteccion de un producto de PCR especifico de diana.

Después de la PCR, la concentracion de la plantilla natural se calcula a partir de la relacion (plantilla natural: plantilla
de patrén interno) frente a copias conocidas de patrén interno incluidas en la reaccién. Las mediciones de genes se
normalizan a un gen de referencia amplificado conjuntamente para controlar las fuentes de variacion conocidas,
incluida la variacion entre muestras en la carga debido al pipeteo, sustancias interferentes, tales como inhibidores de
PCR, la variacién entre genes en la eficacia de amplificacion y los falsos negativos.

En un ejemplo, la amplificacion del acido nucleico diana comprende ademas una etapa de preamplificacion. El uso de
la etapa de preamplificacion reduce notablemente las cantidades de muestra de partida (p. ej., ADNc) y los reactivos
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necesarios para cada reaccion de PCR. La medicion de cada gen en relaciéon con un niumero conocido de moléculas
de patrones internos dentro de una mezcla estandarizada de patrones internos en cada reaccion controla la variacion
impredecible entre muestras en la eficacia de la preamplificacién causada por el consumo de reactivos, inhibidores de
la PCR y/o inhibicion del producto. Una mezcla estandarizada de patrones internos controla la amplificacion preferente
de un transcrito sobre otro debido a las diferencias en las eficacias de amplificacién. El uso de la tecnologia
nanofluidica en combinacion con la preamplificacién con multiples conjuntos de cebadores y patrones internos en la
misma reaccion proporciona la medicién de muchos genes (> 100) usando la cantidad de ARN normalmente necesaria
para seis mediciones. Esto permite un mayor rendimiento que no esta restringido practicamente por la entrada de
ARN.

Procedimientos de diagnostico

La presente invencion puede emplearse para medir la expresion génica o un perfil de expresion génica en una muestra
biolégica. De manera deseable, los procedimientos de la invencion requieren mucho menos material de partida que
los procedimientos de diagndstico convencionales y pueden emplearse para medir la expresion génica de
biomarcadores en sangre u otros tejidos. En consecuencia, la invencion describe la identificacion de patrones de
expresion génica utiles en practicamente cualquier entorno clinico en el que se utilizan procedimientos de analisis
convencionales. Por ejemplo, los procedimientos actuales proporcionan el analisis de biomarcadores asociados con
cancer de pulmoén (Warner y col., J Mol Diagn 2003;5:176-83), riesgo de cancer de pulmoén (Crawford y col., Cancer
Res 2000;60:1609-18, sarcoidosis pulmonar (Allen y col., Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 1999:21, 693-700), fibrosis
quistica (Loitsch y col., Clin. Chem. 1999:45, 619-624), quimiorresistencia en cancer de pulmoén (Weaver y col.,
Molecular Cancer, 4, 18, 2005; Harr y col., Molecular Cancer, 4, 23, 2005) leucemias infantiles (Rots y col, Leukemia,
14, 2166-2175,2000), estadificacion del cancer de vejiga (Mitra y col., BMC Cancer 2006;6:159) y para desarrollar
bases de datos del intervalo normal de expresion de genes inflamatorios en muestras de sangre periférica (Peters y
col., Clinical Chemistry 53: 1030-1037, 2007).

En una realizacion, la muestra biolégica es una muestra de tejido que incluye células de un tejido u érgano (p. €j.,
pulmén, mama, células de tejido prostatico). Tal tejido se obtiene, por ejemplo, de una biopsia del tejido u érgano. En
otra realizacion, la muestra bioldgica es una muestra de fluido bioldgico. Las muestras de fluidos bioldgicos incluyen
sangre, suero sanguineo, plasma, orina, fluidos seminales y eyaculacién, o cualquier otro fluido biolégico util en los
procedimientos de la invencion. Alternativamente, la muestra de tejido es una biopsia por aspiracion con aguja fina
citolégica o tejido embebido en parafina fijado con formalina. El uso de los procedimientos de la invencion es
particularmente ventajoso para tales muestras, en las que el ARN, con frecuencia, esta limitado por el tamafio o la
degradacion de la muestra.

Ensayos diagndsticos

La presente invencion desvela una serie de ensayos de diagnéstico que son Utiles para detectar o medir una molécula
de acido nucleico diana en una muestra bioldgica. En particular, la invencion describe procedimientos para la deteccion
de alteraciones en la expresion génica asociadas con neoplasia (por ejemplo, BCR-ABL en leucemia mielégena
cronica). En ejemplos particulares, la invencion desvela la deteccion de genes enumerados en la Tabla 1 (a
continuacion).

Tabla 1: Genes Diana Ejemplares para la Deteccion de Neoplasia

Gen UniGenelD
BCR-ABL Hs.517461; Hs.715409
ERBB3 Hs.18681
LCK Hs.470627
DUSP6 Hs.298654
STAT1 Hs.470943
MMD Hs.463483
CPEB4 Hs.127126
RNF4 Hs.66394
STAT2 Hs.530595
NF1 Hs.113577
FRAP1 Hs.338207
DLG2 Hs.503453
IRF4 Hs.401013
ANXA5 Hs.480653
HMMR Hs.72550
HGF Hs.396530
ZNF264 Hs.515634

Alternativamente, la invencion proporciona la deteccion y el diagnéstico de un patégeno en una muestra bioldgica. Se
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puede detectar una variedad de patégenos bacterianos y viricos usando el sistema y los procedimientos de la
invencion. Patdgenos bacterianos ejemplares incluyen, pero sin limitacion, Aerobacter, Aeromonas, Acinetobacter,
Actinomyces israelii, Agrobacterium, Bacillus, Bacillus antracis, Bacteroides, Bartonella, Bordetella, Bortella, Borrelia,
Brucella, Burkholderia, Calymmatobacterium, Campylobacter, Citrobacter, Clostridium, Clostridium perfringers,
Clostridium tetani, Cornyebacterium, corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp., Enterobacter, Enterobacter
aerogenes, Enterococcus, Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia, Francisella, Fusobacterium nucleatum,
Gardnerella, Haemophilus, Hafnia, Helicobacter, Klebsiella, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus, Legionella,
Leptospira, Listeria, Morganella, Moraxella, Mycobacterium, Neisseria, Pasteurella, Pasturella multocida, Proteus,
Providencia, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella, Serratia, Shigella, Staphylococcus, Stentorophomonas,
Streptococcus, Streptobacillus moniliformis, Treponema, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Xanthomonas,
Vibrio, y Yersinia.

Ejemplos de virus detectables usando el sistemay los procedimientos de la invencion incluyen Retroviridae(p. €j., virus
de inmunodeficiencia humana, como el VIH-1 (también denominado HDTV-III, LAVE o HTLV-III/IAV, o HIV-III; y otros
aislados, tal como el VIH-LP; Picornaviridae (por ejemplo, virus de la polio, virus de la hepatitis A; enterovirus, virus
Coxsackie humanos, rinovirus, echovirus); Calciviridae (por ejemplo, cepas que causan gastroenteritis); Togaviridae
(por ejemplo, virus de encefalitis equina, virus de la rubéola); Flaviridae (por ejemplo, virus del dengue, virus de
encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronoviridae (por ejemplo, coronavirus); Rhabdoviridae (por ejemplo, virus de
estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejemplo, virus del ébola); Paramyxoviridae (por ejemplo, virus
de parainfluenza, virus de las paperas, virus del sarampion, virus sincitial respiratorio); Orthomyxoviridae (por ejemplo,
virus de la gripe); Bungaviridae (por ejemplo, virus Hantaan, virus bunga, flebovirus y virus de Nairo); Arena viridae
(virus de la fiebre hemorragica); Reoviridae (por ejemplo, reovirus, orbivirus y rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae
(Virus de la hepatitis B); Parvoviridae (parvovirus); Papovaviridae (virus del papiloma, virus del polioma); Adenoviridae
(la mayoria de los adenovirus); Herpesviridae (virus del herpes simple (VHS) 1 y 2, virus de la varicela zoster,
citomegalovirus (CMV), el virus del herpes; Poxviridae (variola virus, virus vaccinia, virus de la viruela); e Iridoviridae
(por ejemplo, virus de la peste porcina africana); y virus no clasificados (por ejemplo, el agente de la hepatitis delta
(que se cree que es un satélite defectuoso del virus de la hepatitis B), los agentes de hepatitis no-A, no B (clase 1 =
transmitidos internamente; clase 2 = transmitidos por via parenteral (es decir, hepatitis C); virus de Norwalk y
relacionados y astrovirus).

Ejemplos de hongos patdgenos incluyen, sin limitacion, Alternaria, Aspergillus, Basidiobolus, Bipolaris,
Blastoschizomyces, Candida, Candida albicans, Candida krusei, Candida glabrata (anteriormente llamado Torulopsis
glabrata), Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida pseudotropicalis, Candida guilliermondii, Candida
dubliniensis, y Candida lusitaniae, Coccidioides, Cladophialophora, Cryptococcus, Cunninghamella, Curvularia,
Exophiala, Fonsecaea, Histoplasma, Madurella, Malassezia, Plastomyces, Rhodotorula, Scedosporium,
Scopulariopsis, Sporobolomyces, Tinea, y Trichosporon.

Los parasitos se pueden clasificar segun si son intracelulares o extracelulares. Un "parasito intracelular" como se usa
en el presente documento es un parasito cuyo ciclo de vida completo es intracelular. Ejemplos de parasitos
intracelulares humanos incluyen Leishmania, Plasmodium, Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Babesia y
Trichinella spiralis. Un "parasito extracelular" como se usa en el presente documento es un parasito cuyo ciclo de vida
completo es extracelular. Los parasitos extracelulares capaces de infectar a los seres humanos incluyen Entamoeba
histolytica, Giardia lamblia, Enterocytozoon bieneusi, Naegleria y Acanthamoeba asi como la mayoria de los helmintos.
Sin embargo, otra clase de parasitos se define como principalmente extracelular pero con una existencia intracelular
obligada en una etapa critica en sus ciclos de vida. Dichos parasitos se denominan en el presente documento
"parasitos intracelulares obligados". Estos parasitos pueden existir la mayor parte de sus vidas o solo una pequefia
parte de sus vidas en un entorno extracelular, pero todos tienen al menos una etapa intracelular obligada en sus ciclos
de vida. Esta ultima categoria de parasitos incluye Trypanosoma rhodesiense y Trypanosoma gambiense, Isospora,
Cryptosporidium, Eimeria, Neospora, Sarcocystis, y Schistosoma. La divulgacion incluye la prevencion y el tratamiento
de la infeccion resultante de parasitos intracelulares y parasitos intracelulares obligados que tienen al menos una etapa
de su ciclo de vida que es intracelular. En algunos ejemplos, la invencion describe la prevencion de la infeccion por
parasitos intracelulares obligados que son predominantemente intracelulares. Una lista ejemplar y no limitante de
parasitos para algunos aspectos de la invencion incluye Plasmodium spp. tal como Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale y Plasmodium vivax y Toxoplasma gondii. Los parasitos transmitidos por la
sangre y/o los tejidos incluyen Plasmodium spp., Babesia microti, Babesia divergens, Leishmania tropica, Leishmania
spp., Leishmania braziliensis, Leishmania donovani, Trypanosoma gambiense y Trypanosoma rhodesiense
(Enfermedad del suefio africana), Trypanosoma cruzi (Enfermedad de Chagas) y Toxoplasma gondii. Los parasitos
transmitidos por la sangre y/o los tejidos incluyen Plasmodium, Babesia microti, Babesia divergens, Leishmania
tropica, Leishmania, Leishmania braziliensis, Leishmania donovani, Trypanosoma gambiense y Trypanosoma
rhodesiense (Enfermedad del suefio africana), Trypanosoma cruzi (Enfermedad de Chagas) y Toxoplasma gondii.

Kits

La divulgacion proporciona kits para la deteccion de la expresion génica. Dichos kits son Utiles para el diagnostico,
caracterizacion o monitorizacion de una neoplasia en una muestra bioldgica obtenida de un sujeto (p. €j., LMC).
Alternativamente, la divulgacion describe kits para la deteccion de un gen o genes patdgenos en una muestra bioldgica.
En diversos ejemplos, el kit incluye al menos un par de cebadores que identifica una secuencia diana, junto con
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instrucciones para usar los cebadores para identificar un perfil de expresién génica en una muestra bioldgica.
Preferentemente, los cebadores se proporcionan en combinacion con una mezcla estandarizada de patrones internos
en una plataforma de PCR nanofluidica (por ejemplo, una matriz de alta densidad). En otro ejemplo mas, el kit
comprende ademas un par de cebadores capaces de unirse a y amplificar una secuencia de referencia. En otros
ejemplos mas, el kit comprende un recipiente estéril que contiene los cebadores; tales envases pueden ser cajas,
ampollas, frascos, viales, tubos, bolsas, bolsitas, envases blister u otra forma de envase adecuada conocida en la
técnica. Dichos envases pueden estar hechos de plastico, vidrio, papel laminado, lamina metalica u otros materiales
adecuados para contener acidos nucleicos.

Las instrucciones generalmente incluiran informacion sobre el uso de las composiciones de la invencion en la deteccion
de un perfil de expresidn génica. En ejemplos particulares, el perfil de expresion génica diagnostica o caracteriza una
neoplasia. Preferentemente, el kit comprende ademas uno o mas de los reactivos utiles para un procedimiento analitico
descrito en el presente documento (por ejemplo, PCR de transcriptasa inversa estandarizada). En otros ejemplos, las
instrucciones incluyen al menos uno de los siguientes: descripciones del cebador; procedimientos para usar los
materiales incluidos para el diagnéstico de una neoplasia; precauciones; advertencias; indicaciones; estudios clinicos
o de investigacion; y/o referencias. Las instrucciones pueden imprimirse directamente en el envase (cuando esté
presente), o como una etiqueta aplicada al envase, o como una hoja, folleto, tarjeta o carpeta por separado
suministrada en o con el envase.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion, no a modo de limitacion. Si bien se han proporcionado
ejemplos especificos, la descripcion anterior es ilustrativa y no restrictiva. Una cualquiera o mas de las caracteristicas
de las realizaciones descritas previamente se pueden combinar de cualquier manera con una o mas caracteristicas
de cualquier otra realizacién en la presente invencidon. Ademas, muchas variaciones de la invencion resultaran
evidentes para los expertos en la materia después de la revision de la memoria descriptiva. EI ambito de la invencién
debe determinarse, por lo tanto, no con referencia a la descripcidon anterior, sino en su lugar debe determinarse con
referencia a las reivindicaciones adjuntas.

La practica de la presente invencion emplea, salvo que se indique lo contrario, técnicas convencionales de biologia
molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que estan
dentro del alcance del experto. Dichas técnicas se explican completamente en las referencias, tales como, "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicion (Sambrook, 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (Gait, 1984); "Animal
Cell Culture" (Freshney, 1987); "Methods in Enzymology" "Handbook of Experimental Immunology" (Weir, 1996);
"Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (Miller and Calos, 1987); "Current Protocols in Molecular Biology"
(Ausubel, 1987); "PCR: The Polymerase Chain Reaction", (Mullis, 1994); "Current Protocols in Immunology" (Coligan,
1991). Estas técnicas son aplicables a la produccion de los polinucledtidos y polipéptidos de la invencion, y, como
tales, pueden considerarse en la fabricacion y la practica de la invencion.

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una divulgacion y descripcion
completas de cémo hacer y usar el ensayo, la exploracion y los procedimientos terapéuticos de la divulgacion y no
pretenden limitar el ambito de lo que los inventores consideran su invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1. La sonda de hibridacion afecta la amplificacién por PCR.

En PCR cuantitativa, las sondas de hibridacién fluorescentes se utilizan para detectar la amplificacién de productos
de PCR. Sin embargo, la presencia de la sonda de hibridacion tiene el potencial de alterar o interferir con la
amplificacion por PCR de la plantilla natural. Los ensayos estandarizados de cuantificacion de acidos nucleicos
(SNAQ) se realizaron en presencia (cuadrados) o ausencia (diamantes) de la sonda de hibridacion (Figura 1). Las
temperaturas de fusion de la sonda (Tf) para IS y NT fueron 63 °C y 43 °C, respectivamente. La fraccion de IS se midié
(eje y) en muestras que contenian las relaciones de partida IS:NT indicadas (eje x). Las muestras amplificadas sin
sonda se midieron afiadiendo la sonda de hibridacion fluorescente después de la PCR. Las curvas de IS se generaron
representando graficamente la fraccion de IS frente a la relacion IS:NT. Las reacciones de amplificacion realizadas en
presencia de la sonda produjeron una fraccion de la curva de IS distinta de la de las reacciones de amplificacion
realizadas en ausencia de la sonda (Figura 1). Por lo tanto, la presencia de una sonda de hibridacién en una reaccion
de PCR tiene el potencial de alterar o interferir con la amplificacién de la plantilla natural.

El efecto de la sonda de hibridacién en la PCR competitiva se determiné midiendo la fraccién de NT cuando la
amplificacion se realizé en presencia de una sonda de hibridacion fluorescente con temperaturas de fusion crecientes.
El ensayo SNAQ se realizé en muestras que contenian 1e4 NT y 1e4 IS. Las sondas de hibridacién eran sondas
fluorescentes no hidrolizables disefiadas para coincidir (es decir, "ser complementarias a") la plantilla natural y tener
temperaturas de fusion entre aproximadamente 63-70 °C. Se midio la fraccion de NT (eje y; Coincidencia de fracciones)
en las muestras que contenian sonda fluorescente no hidrolizable a las temperaturas de fusion indicadas (eje x).
Cuando las reacciones se amplificaron en presencia de sonda, la fraccion de NT disminuy6 de 1 con el aumento de la
temperatura de fusion. Por lo tanto, se observd que el efecto era mas significativo, cuanto mayor era la temperatura
de fusién de plantilla:sonda por encima de la temperatura de emparejamiento de la PCR.
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Durante la PCR competitiva, la unién de la sonda de hibridacion fluorescente a la plantilla alteré la cinética de la PCR
de la plantilla unida. La unién de la sonda fluorescente a la plantilla durante la PCR competitiva tiene el potencial de
reducir la eficacia de la amplificacion de la plantilla unida. Sin pretender quedar ligado a una teoria particular, cuanto
mayor sea la TF de plantilla:sonda por encima de la temperatura de emparejamiento de la PCR, mas significativo es
el impacto sobre la amplificacion por PCR. Para ensayos cuantitativos como la PCR competitiva, las sondas de
hidrdlisis fluorescentes tienen el potencial de generar un impacto de manera similar en la amplificacion de un acido
nucleico diana y alterar su medicion.

Ejemplo 2. La disminucion de la temperatura de fusion de la sonda de hibridacién reduce los efectos de la
sonda de hibridacién sobre la amplificacion por PCR.

Para abordar el efecto de la sonda de hibridacion en la PCR competitiva, se realizaron estudios que disminuyeron la
temperatura de fusion de la sonda de hibridacién en relacion con las temperaturas de ciclo de PCR (por ejemplo, la
temperatura de emparejamiento). Los ensayos estandarizados de cuantificacion de acidos nucleicos (SNAQ) se
realizaron en presencia (cuadrados) o ausencia (diamantes) de la sonda de hibridacién utilizando una temperatura de
emparejamiento de 60 °C (Figura 3A) o 65 °C (Figura 3B). Las temperaturas de fusion de la sonda (Tf) para ISy NT
fueron 63 °C y 43 °C, respectivamente. La fraccion de IS se midio (eje y) en muestras que contenian las relaciones de
partida IS:NT indicadas (eje x). Las muestras amplificadas sin sonda se midieron afiadiendo la sonda de hibridacion
fluorescente después de la PCR. Las curvas de IS se generaron representando graficamente la fraccion de IS frente
a la relacion IS:NT.

Cuando las reacciones de PCR se realizaron a una temperatura de emparejamiento de 60 °C, las curvas de IS para
la amplificacion con y sin sonda diferian significativamente, indicando el efecto de la sonda de hibridacion sobre la
PCR (Figura 3A). Elevar la temperatura de emparejamiento de la PCR a 65 °C dio como resultado una curva de IS
para la amplificacion en presencia de una sonda que se asemejaba mas a la de la amplificacién en ausencia de sonda
(Figura 3B). Por lo tanto, elevar las temperaturas de ciclo de PCR, en particular, la temperatura de emparejamiento en
relacion con la temperatura de fusion de la sonda de hibridacion reduce el efecto de la sonda de hibridaciéon sobre la
amplificacion.

El efecto de reducir la temperatura de fusiéon de la sonda de hibridacion fluorescente sobre la PCR competitiva se
determiné afiadiendo un desnaturalizante quimico (formamida al 8 % en una mezcla maestra de PCR) a las reacciones
de PCR competitivas y midiendo la fraccién de NT (Figura 4). El ensayo SNAQ se realizé en muestras que contenian
le4 NT y 1e4 IS en presencia de una sonda fluorescente no hidrolizable coincidente, como en la Figura 2. Los ensayos
SNAQ sin formamida (diamantes) midieron la fraccion de NT en una muestra que contenia copias de partida de 1e4
NT y 1e4 IS. Las muestras se midieron usando una mezcla maestra de PCR que contenia formamida al 8 %
(cuadrados) para disminuir la Tf de la sonda de hibridacion (Mediana 6 °C, intervalo de 4 °C a 7,5 °C). Se midi6 la
fraccion de NT (eje y; Coincidencia de fracciones) en las muestras que contenian sonda fluorescente no hidrolizable
a las temperaturas de fusion indicadas (eje x).

Cuando se afiadié formamida a las reacciones de amplificacion, la fraccién de NT permanecié en aproximadamente 1
hasta aproximadamente 63 °C. Por encima de aproximadamente 63 °C, la formamida no disminuyé la temperatura de
fusién de la sonda de hibridacion por debajo de las temperaturas de ciclo de PCR, y, por lo tanto, la fraccion de NT
disminuyd al aumentar la temperatura de fusion. Disminuir la temperatura de fusién de la sonda de hibridacion usando
un desnaturalizante quimico (formamida) redujo el efecto de la sonda de hibridacién sobre la PCR competitiva.

La presencia de la sonda de hibridacién durante la amplificacién tiene el potencial de afectar la PCR competitiva. Sin
pretender quedar ligado a una teoria particular, cuando una cantidad significativa de sonda de hibridacién fluorescente
se une a la plantila coincidente a las temperaturas utilizadas durante la PCR (temperaturas de
emparejamiento/extension habituales de PCR que se muestran en el recuadro), la sonda puede distorsionar la
amplificacion de la plantilla coincidente (Figura 5A). La cantidad de sonda de hibridacién fluorescente que se une a la
plantilla coincidente depende de la temperatura de fusién de la sonda de hibridaciéon. En particular, las sondas de
hibridaciéon que tienen una temperatura de fusién dentro de las temperaturas de ciclo de PCR (por ejemplo, sonda
coincidente; linea continua) se une significativamente a la plantilla durante la amplificacion. Una sonda no coincidente
(linea de puntos) tiene una temperatura de fusion mas baja en comparacioén con la sonda coincidente (linea continua)
y, por lo tanto, no se une significativamente a las temperaturas de ciclo de PCR utilizadas. Alternativamente, el
desplazamiento de la Tf de la sonda de la plantilla coincidente fuera de las temperaturas de ciclo de PCR reduce la
distorsion de la amplificacién de la plantilla coincidente. El desplazamiento de la Tf de la sonde de la plantilla
coincidente fuera de las temperaturas de ciclo de PCR se puede lograr disminuyendo la Tf de la sonda coincidente
(por ejemplo, acortando la sonda) o elevando la temperatura de emparejamiento de la PCR (Figura 5B).

Los resultados indicados en el presente documento se obtuvieron usando los siguientes procedimientos y materiales
a menos que se indique lo contrario.

Sonda Fluorescente y Disefio Patrén Interno

Al generar ensayos de SNAQ, se construyen sondas de fusién y patrones internos para cada diana de amplificacion.
Las sondas (p. €j., sondas fluorescentes no hidrolizables) estan disefiadas para la Tf de la plantilla natural. Se disefian
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patrones internos de oligo de plantilla sintética con mutaciones en el sitio de unién de la sonda que disminuyen la Tf
de union a IS en 15 °C + 3 °C. Se utiliza un programa de analisis de secuencias (p. €j., DINAMelt Server (35)) para
seleccionar las mutaciones de IS apropiadas. La métrica para determinar el disefio exitoso de la sonda y del IS es la
relacion sefial a ruido (S/N) en el ensayo. La S/N de cada ensayo se mide comparando las sefiales generadas por
cuatro réplicas de muestras de NT puro frente a IS puro.

Analisis de Curvas de Fusién

Los algoritmos utilizados para convertir la informacion de la curva de fusion en mediciones de la relacion molar son
conocidos en la técnica. Brevemente, la conversion de los datos de la curva de fusiéon en abundancia de transcritos
comienza con el establecimiento de los parametros de la curva de fusién para cada plantilla NT e IS. Las curvas de
fusién de la sonda fluorescente (p. €j., Pleiades) de muestras con plantilla bien IS o NT se ajustan a una curva
sigmoidea inclinada variable y la Tf y el coeficiente de Hill resultantes se guardan como parametros de entrada para
el analisis SNAQ. A continuacién, las curvas de fusion para cada combinacién de muestra-ensayo se ajustan a una
curva de dos sigmoides utilizando las entradas de parametros definidas anteriormente, lo que permite ajustar el
Fondois y el Fondont para minimizar los residuos. La fraccion NT se calcula a partir de las soluciones de Fondois y
Fondonr.

Por ultimo, la S/N se calcula para cada muestra a partir de las cuatro réplicas de muestra. La medicién precisa de
SNAQ requiere > 10 S/N. Los ensayos que no cumplan este criterio probablemente requieran cambios, que pueden
generarse por seleccion de mutaciones del patrén interno. Ocasionalmente, tal como esta disefiada, la sonda no
genera suficiente sefial de encendido/apagado y se reemplaza. Se generan tres patrones internos por sonda y diez
sondas adicionales para los 60 genes propuestos por el panel. Los ensayos con> 50 S/N pueden disefarse
rutinariamente con la amplia latitud en la colocacion y el disefio de la sonda (Epoch usa Aglutinantes de Surco Mayor
y nucleotidos modificados para ajustar la Tf de unién) y numerosas opciones para el tipo de mutacién y la ubicacion
del sitio de unién de la sonda del patron interno. Los ensayos que pasan esta métrica estan listos para medirse en el
panel completo.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para medir la amplificacién de una molécula de acido nucleico diana usando una sonda de acido
nucleico, comprendiendo el procedimiento:

amplificar la molécula de acido nucleico diana en presencia de una sonda de acido nucleico, en el que la sonda de
acido nucleico hibrida con la molécula de acido nucleico diana y tiene una temperatura de fusién sonda:plantilla menor
que la temperatura de desnaturalizacion, la temperatura de emparejamiento y la temperatura de extension utilizadas
en un ciclo de amplificacion de la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), en el que dicho procedimiento mide
cuantitativamente la cantidad inicial de dicho acido nucleico diana mediante PCR cuantitativa competitiva o PCR
cuantitativa en tiempo real.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la sonda de acido nucleico tiene una temperatura de fusién menor
que las temperaturas de emparejamiento de los cebadores usados en la etapa de amplificacion y/o en el que se usa
un desnaturalizante quimico para aumentar la ATf entre la temperatura de emparejamiento y la Tf de la sonda,

en el que dicho desnaturalizante quimico es preferentemente una o mas de una amida de bajo peso molecular,
formamida, N-metilformamida, N,N-dimetilformamida, 2-pirrolidona, N-metilpirrolidona, N-hidroxietil-pirrolidona,
acetamida, N-metilacetamida, N,N-dimetilacetamida, propionamida, isobutiramida, betaina, un detergente no iénico,
Triton X-100, Tween 20, Nonidet P-40, cloruro de tetrametilamonio (TMAC), 7-deaza-2'desoxiguanosina (dC'GTP),
glicerol, polietilenglicol, hidroxido de metilmercurio, acidos plurénicos y ditiotreitol (DTT).

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la sonda esta disefiada para tener una Tf sonda:plantilla menor
que la temperatura de desnaturalizacion, la temperatura de emparejamiento y la temperatura de extension utilizadas
para la amplificacion, en el que la sonda comprende, opcionalmente, una o mas bases no coincidentes o bases
modificadas, o en el que la Tf sonda:plantilla se reduce opcionalmente acortando la sonda.

4. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la temperatura de desnaturalizacién, la temperatura de
emparejamiento y la temperatura de extension utilizadas para la amplificacion se incrementan por encima de la Tf
sonda:plantilla.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la sonda de acido nucleico es fluorogénica,
en el que dicha fluorescencia se usa preferentemente para generar una curva de fusion.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende ademas usar un patrén interno y/o
que comprende ademas una etapa de preamplificacién o RT-PCR.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que el acido nucleico diana es ARN o ADN.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la muestra es una muestra de fluido
bioldgico o de tejido derivada de un paciente, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en sangre, suero,
orina, semen y saliva.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que dicho acido nucleico diana deriva de una
bacteria, un virus, una espora, un hongo, un parasito, una célula procariota o una célula eucariota, preferentemente
de una célula eucariota que es una célula neoplasica derivada de pulmén, mama, préstata, tiroides o pancreas.

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la muestra se explora para identificar un
marcador asociado con una afeccion seleccionada del grupo que consiste en neoplasia, inflamacién, infeccién por
patégenos, respuesta inmunitaria, septicemia, la presencia de metabolitos hepaticos y la presencia de un organismo
genéticamente modificado.

11. El procedimiento de la reivindicacion 10, en el que la identificacion del marcador diagnostica una neoplasia,
identifica el tejido de origen de la neoplasia, monitoriza la respuesta de la neoplasia al tratamiento o predice el riesgo
de desarrollar una neoplasia, en el que dicha neoplasia es, preferentemente, leucemia mielégena crénica (LMC).

12. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el acido nucleico diana es BCR-ABL.

13. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la molécula de acido nucleico diana
deriva de un patogeno bacteriano seleccionado de la lista que consiste en Aerobacter, Aeromonas, Acinetobacter,
Actinomyces israelii, Agrobacterium, Bacillus, Bacillus antracis, Bacteroides, Bartonella, Bordetella, Bortella, Borrelia,
Brucella, Burkholderia, Calymmatobacterium, Campylobacter, Citrobacter, Clostridium, Clostridium perfringers,
Clostridium tetani, Cornyebacterium, Corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp., Enterobacter, Enterobacter
aerogenes, Enterococcus, Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia, Francisella, Fusobacterium nucleatum,
Gardnerella, Haemophilus, Hafnia, Helicobacter, Klebsiella, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus, Legionella,
Leptospira, Listeria, Morganella, Moraxella, Mycobacterium, Neisseria, Pasteurella, Pasturella multocida, Proteus,
Providencia, Pseudomonas, Rickettsia, Salmonella, Serratia, Shigella, Staphylococcus, Stentorophomonas,
Streptococcus, Streptobacillus moniliformis, Treponema, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Xanthomonas,
Vibrio y Yersinia; o

deriva de un virus seleccionado de la lista que consiste en el virus de la hepatitis C, virus de la inmunodeficiencia
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humana, Retrovirus, Picornavirus, virus de la polio, virus de la hepatitis A, Enterovirus, virus Coxsackie humano,
rinovirus, ecovirus, Calcivirus, Togavirus, virus de encefalitis equina, virus de la rubeola, Flavivirus, virus del dengue,
virus de encefalitis, virus de la fiebre amarilla, Coronavirus, Rabdovirus, virus de la estomatitis vesicular, virus de la
rabia, Filovirus, virus del Ebola, Paramixovirus, virus de parainfluenza, virus de las paperas, virus del sarampion, virus
sincitial respiratorio, Ortomixovirus, virus de la gripe, Virus Hantaan, virus bunga, flebovirus, Nairovirus, Arenavirus,
virus de la fiebre hemorragica, reovirus, orbivirus, Rotavirus, Birnavirus, Hepadnavirus, virus de la hepatitis B,
Parvovirus, Papovavirus, virus del papiloma, virus de polioma, adenovirus, virus del herpes simple 1, virus del herpes
simple 2, virus de la varicela zéster, citomegalovirus, virus del herpes, variola virus, virus vaccinia, virus de la viruela,
Virus de la peste porcina africana, Virus Norwalk y astrovirus;

en el que dicho patdgeno bacteriano es preferentemente resistente a antibiéticos.
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