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DESCRIPCION
Un sustrato para una reaccion de mellado y extensién que comprende un duplex de acido nucleico
Antecedentes de la invencion

Las reacciones de amplificacion de &cidos nucleicos pueden fallar porque el acido nucleico diana esté ausente
(negativo verdadero) o porque la amplificacién especifica esté inhibida (falso negativo). Por lo tanto, entender la razon
del fallo de la reaccién puede afectar a la interpretacion de un resultado negativo. El uso de un control positivo puede
aumentar la confianza de que un resultado negativo sea un negativo verdadero al descartar el fallo debido a los
componentes de reaccion. Cuando se usan reacciones de amplificaciéon nucleica como medio de deteccién de un
agente infeccioso, los controles positivos son particularmente (tiles para indicar que las amplificaciones negativas
representan especimenes realmente negativos.

Los métodos de la técnica anterior que intentan abordar este problema incluyen el documento WO2012021493A2, que
describe composiciones y métodos para cuantificar la deteccion de un oligonucleétido diana en una muestra en tiempo
real. Estos métodos son compatibles con oligonucleétidos diana amplificados mediante una reaccién NEAR. El
documento W02006088911 A2 describe un método para detectar la presencia de una secuencia nucleotidica diana
en una muestra de ADN, en el que una muestra de prueba que comprende ADN monocatenario se expone a una
sonda de ADN y a una endonucleasa de mellado en condiciones que permiten la hibridacién especifica de secuencia
de la sonda con una secuencia diana complementaria. El documento WO 2010120853 A2 describe métodos para
detectar y diferenciar especificamente uno o mas ARN pequefios en la ruta de maduracién de un ARNmi.

Por consiguiente, se requieren urgentemente métodos mejorados para la deteccién precisa de moléculas de acidos
nucleicos diana.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona composiciones y métodos para comprobar la actividad de una enzima de mellado
y una polimerasa en una reaccién que implica el uso de una molécula sustrato de acido nucleico que detecta las
actividades de la enzima de mellado y de extensién por la polimerasa mediante la liberacién de un indicador detectable
(por ejemplo, un fluoréforo).

En un aspecto, la invencién proporciona un sustrato para una reaccion de mellado y extension que incluye un diplex
de acido nucleico que tiene (i) una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento para la enzima de
mellado, un sitio de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y (ii) una segunda
hebra de &cido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un duplex con la primera hebra y una fraccién
extintora unida covalentemente al extremo 5', o (i} una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento
para la enzima de mellado, un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y (ii) una
segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un ddplex con la primera hebra y un
marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 5/,

en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en uno o mas nucleétidos entre el sitio de reconocimiento
parala enzima de mellado y el sitio de mella; y/o

en donde la primera hebra de &cido nucleico esta modificada en una o méas posiciones dentro del sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para detectar la actividad de una enzima de mellado y una
polimerasa en una reaccioén que implica:

(a) la puesta en contacto de un duplex de acido nucleico con una enzima de mellado, en donde el diplex tiene: (i)
una primera hebra de acido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado, un sitio
de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y (ii) una segunda hebra de
acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera hebra y una fraccién extintora
en el extremo 5'; o (i) una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento para la enzima de
mellado, un sitio de mella y una fraccion extintora unida covalentemente al extremo 3'; y (ii) una segunda hebra de
acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera hebra y un marcador detectable
fluorescente unido covalentemente al extremo 5", en donde la primera hebra de acido nucleico estéd modificada en
uno o mas nucleoétidos entre el sitio de reconocimiento para la enzima de mellado y el sitio de mella; y/o en donde
la primera hebra de acido nucleico esta modificada en una o mas posiciones dentro del sitio de reconocimiento
para la enzima de mellado;

(b} la puesta en contacto del duplex mellado con una polimerasa en presencia de dNTP;

(c) la extensién por la polimerasa, con lo que se desplaza la porcién de la primera hebra de &cido nucleico 3' del
sitio de mella unida covalentemente al marcador detectable fluorescente o a la fraccion extintora; y

(d) la deteccién de una sefial del marcador detectable fluorescente separado del extintor, con lo que se detecta la
2
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actividad de la enzima de mellado y la polimerasa en la reaccion.

En otro aspecto mas, la invencion proporciona un método para amplificar un producto especifico en una reaccion de
amplificacién por mellado que implica:

(a) la puesta en contacto de una molécula de acido nucleico diana, a una Unica temperatura 0 a una temperatura
que varia solo en 1, 2, 3, 4 o 5 grados, con dos 0 mas cebadores, cada uno de los cuales se une especificamente
a una molécula de &cido nucleico diana, en presencia de una polimerasa, dNTP, una enzima de mellado y un
duplex que tiene: (i) una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado,
un sitio de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y (ii) una segunda
hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera hebra y una fraccién
extintora en el extremo 5'; o (i) una primera hebra de &cido nucleico con un sitio de reconocimiento para la enzima
de mellado, un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y (ii) una segunda hebra
de éacido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un duplex con la primera hebra y un marcador
detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 5'; en donde la primera hebra de acido nucleico esta
modificada en uno o mas nucleétidos entre el sitio de reconocimiento para la enzima de mellado y el sitio de mella;
y/o en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en una o mas posiciones dentro del sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado;

(b) la generacion de amplicones que contengan al menos una porciéon de dicha molécula de acido nucleico diana;

(c) el mellado del diplex y la extensién por la polimerasa, con lo que se desplaza la porcion de la primera hebra
de é&cido nucleico 3' del sitio de mella unida covalentemente al marcador detectable fluorescente o a la fraccion
extintora; y

(d) la deteccién de una sefial del marcador detectable fluorescente separado del extintor, con lo que se detecta la
actividad de la enzima de mellado y la polimerasa en la reaccion.

En la presente memoria se describe, pero no se reivindica un método para detectar un producto especifico en una
reaccion de amplificacion por mellado que implica: la puesta en contacto de una molécula de acido nucleico diana en
condiciones sustancialmente isotérmicas con dos 0 mas cebadores, cada uno de los cuales se une especificamente
a una molécula de acido nucleico diana, en presencia de una polimerasa, dNTP, una enzima de mellado, una sonda
polinucleotidica detectable y un diplex que tiene: una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento
para la enzima de mellado y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y una segunda
hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera hebra y una fraccién
extintora en el extremo 5'; o un duplex que tiene: una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento
para la enzima de mellado y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y una segunda hebra de acido
nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera hebra y un marcador detectable
fluorescente unido covalentemente al extremo 5'; la generacién de amplicones que contengan al menos una porcion
de dicha molécula de acido nucleico diana; el mellado del duplex y la extensioén por la polimerasa, con lo que se
desplaza la porcion de la primera hebra de acido nucleico 3' del sitio de mella unida covalentemente al marcador
detectable fluorescente o a la fraccidn extintora; la detecciéon de una sefial del marcador detectable fluorescente
separado del extintor, con lo que se detecta la actividad de la enzima de mellado y la polimerasa en la reaccion; y la
deteccién de una sefial especifica para la hibridacién de la sonda oligonucleotidica con la molécula de acido nucleico
diana o un amplicén de la misma, en donde la sefial indica la cantidad de la molécula de &cido nucleico diana o de un
amplicén de la misma presente en la muestra.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona un kit para detectar la actividad de una enzima de mellado y una
polimerasa en una reaccion, en donde el kit contiene un sustrato para una reaccién de mellado y extensién que incluye
un diplex de acido nucleico que tiene: una primera hebra de acido nucleico con un sitio de reconocimiento para la
enzima de mellado, un sitio de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y una
segunda hebra de &cido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un ddplex con la primera hebra y una
fraccion extintora en el extremo 5'; o un duplex de acido nucleico que tiene: una primera hebra de acido nucleico con
un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado, un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente
al extremo 3'; y una segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un ddplex con la
primera hebra y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo &', en donde la primera hebra
de acido nucleico esta modificada en uno o mas nucleétidos entre el sitio de reconocimiento para la enzima de mellado
y el sitio de mella; y/o en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en una o méas posiciones dentro
del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado.

El sustrato o duplex puede tener entre 30 pby 2 kb de longitud, entre 100 pb y 1 kb de longitud, entre 100 y 500 pb de
longitud, entre 30 y 200 pb de longitud, entre 30 y 60 pb de longitud o entre 35 y 50 pb de longitud. Las hebras de
acido nucleico del sustrato o duplex pueden tener entre 30 y 2000 nt de longitud, entre 100 y 1000 nt de longitud, entre
100 y 500 nt de longitud, entre 30 y 100 nt de longitud, entre 30 y 60 nt de longitud o entre 35 y 50 nt de longitud. La
longitud de la hebra de acido nucleico 3' del sitio de mella puede ser de 25 nt, 35 nt, 40 nt o més. La longitud de la
hebra de acido nucleico 5' del sitio de mella puede ser de 10 nt, 15 nt, 20 nt o mas. La longitud de la hebra de acido
nucleico 5' del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado puede ser de 10 nt, 5 nt, 3 nt 0 menos. La longitud
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de la hebra de acido nucleico 5' del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado puede serde 4, 3,20 1 nt. La
primera y la segunda hebra de acido nucleico pueden estar unidas covalentemente.

El sustrato puede comprender un nucledtido modificado. El extremo 3' del segundo acido nucleico puede estar
modificado mediante un espaciador C3, un didesoxinucleétido, fosforilacion, un colorante, un fluoréforo, un extintor,
un espaciador o un conector. La primera hebra de acido nucleico del sustrato o duplex puede estar modificada en uno
0 mas nucleotidos en la posicién 1, 5' del sitio de mella (por ejemplo, mella -1}, en la posicién 2, 5' del sitio de corte
(por ejemplo, mella -2) y en la posicién 1, 3' del sitio de mella (por ejemplo, mella +1). La primera hebra de acido
nucleico del sustrato o diplex puede estar modificada en uno o mas nucleétidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5) entre el
sitio de reconocimiento para el mellado y el sitio de mella. El sustrato puede estar modificado en una 0 mas posiciones
dentro del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado. El nucledtido modificado puede ser un nucleétido
modificado que comprende un 2'-O-metilo, 2'-metoxietoxi, 2'-flior, 2'-hidroxilo (ARN), 2'-alilo, 2'-O-[2-(metilamino)-2-
oxoetilo], 4'-tio, 4'-CH2-O-2'-puente, 4'-(CH2)2-O-2'-puente y 2'-O-(N-metilcarbamato), una metilacién, una biotinilacién,
un aducto de un nucleétido o un analogo de una base.

El sustrato o diplex puede tener un marcador detectable fluorescente que forma un par con una fraccién extintora. El
marcador detectable fluorescente es FAM, TET, HEX, TAMRA, JOE o ROX. La fraccién extintora puede ser 5' lowa
Black® RQ (5labRQ), dabcilo, dabsilo o un colorante Black Hole Quencher. El sustrato o diplex puede contener uno o
mas pares de marcador detectable fluorescente y fraccion extintora unidos covalentemente (por ejemplo, biotinilados)
en hebras de acido nucleico opuestas e internamente en el duplex.

La reaccion puede realizarse en condiciones sustancialmente isotérmicas. La reaccidon puede comprender ademas
cebadores, sonda y/o moléculas de acido nucleico diana. Las hebras de acido nucleico del sustrato o duplex pueden
tener secuencias que no se unen a otras moléculas de acido nucleico presentes en la reaccién. El marcador detectable
fluorescente del duplex de acido nucleico y el marcador detectable fluorescente de la sonda pueden ser diferentes
(por ejemplo, FAM y CalRed). La deteccion de una sefial del duplex puede usarse como control positivo. Cuando la
sefial del duplex alcanza una fluorescencia relativa establecida (UFR), esto puede indicar el punto final de la
monitorizacién de la reaccion de amplificacién por mellado. El método puede implicar el uso de uno o mas diplex de
acido nucleico o sustratos que difieren en sus modificaciones.

La primera hebra de acido nucleico del sustrato o diplex puede mellarse mediante una enzima de mellado. La enzima
de mellado puede ser Nt.BstNBI, N.Bst9l, N.BstSEIl, Nb.BbvCl, Nb.Bpu10l, Nb.Bsml, Nb.BsrDI, Nb.Btsl, Nt.Alwl,
Nt.BbvCl, Nt.Bpu10l, Nt.BsmAl, Nt.BspD6l, Nt.BspQl o Nt.CviPIl. La primera hebra de acido nucleico del sustrato o
duplex puede ponerse en contacto con una polimerasa. La polimerasa puede ser ADN polimerasa | Bst, ADN
polimerasa Bsu, ADN polimerasa | Gst o ADN polimerasa | Gka. Los ejemplos de polimerasas incluyen, pero no se
limitan a BST (fragmento mayor), ADN polimerasa | (E. coli), ADN polimerasa |, fragmento mayor (Klenow), fragmento
de Klenow (3'-5' exo-}, ADN polimerasa T4, ADN polimerasa T7, ADN polimerasa Deep VentR (exo-), ADN polimerasa
Deep VentR, DyNAzyme, ADN polimerasa de alta fidelidad Therminator, ADN polimerasa Therminator Il, ADN
polimerasa AmpliTherm, ADN polimerasa Taq, ADN polimerasa Tth, ADN polimerasa Tfl, ADN polimerasa Tgo, ADN
polimerasa SP6, ADN polimerasa Tbr, o fragmentos activos de las mismas.

Definiciones

Por "amplicén” se entiende un polinucleétido generado durante la amplificaciéon de un polinucleétido de interés. En un
ejemplo, un amplicén se genera durante una reaccién de amplificacion por mellado.

Por "modificador de la tasa de amplificacién" se entiende un agente capaz de afectar a la tasa de extensién por la
polimerasa.

Por "sustitucién de base" se entiende un sustituyente en un polimero de nucleobases que no causa una alteracion
significativa de la hibridacion entre hebras nucleotidicas complementarias.

En esta descripcion, "comprende”, "que comprende”, "que contiene" y "que tiene" y similares pueden tener el
significado que se les atribuye en la ley de patentes de EE. UU. y puede significar "incluye”, "que incluye" y similares;
"que consiste esencialmente en" o "consiste esencialmente” tiene asimismo el significado atribuido en la ley de
patentes de EE- UU., y el término es abierto y permite la presencia de mas de lo que se menciona, siempre que las
caracteristicas basicas o novedosas de lo que se menciona no cambien por la presencia de mas de lo que se

menciona, pero excluye las realizaciones de la técnica anterior.

Por "complementario” o "complementariedad" se entiende que un acido nucleico puede formar enlace(s) de hidrégeno
con otra secuencia de &cido nucleico mediante apareamiento de bases tradicional de Watson-Crick o de Hoogsteen.
El apareamiento de bases complementarias no solo incluye el apareamiento de bases G-C y A-T, sino que también
incluye un apareamiento de bases con bases universales, tales como inosina. Un porcentaje de complementariedad
indica el porcentaje de restos contiguos en una molécula de acido nucleico que pueden formar enlaces de hidrogeno
(por ejemplo, un apareamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia de acido nucleico (por ejemplo,
5,6, 7, 8,90 10 nucledtidos de un total de 10 nucleétidos en el primer oligonucleétido en apareamiento de bases con
una segunda secuencia de acido nucleico que tiene 10 nucleotidos representa una complementariedad del 50 %,
60 %, 70 %, 80 %, 90 % y 100 %, respectivamente). Para determinar que un porcentaje de complementariedad es de
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al menos un cierto valor, se calcula el porcentaje de restos contiguos en una molécula de acido nucleico que pueden
formar enlaces de hidrégeno (por ejemplo, un apareamiento de bases de Watson-Crick) con una segunda secuencia
de acido nucleico y se redondea al nimero entero mas préximo (por ejemplo, 12, 13, 14, 15, 16 o 17 nuclettidos de
un total de 23 nucleétidos en el primer oligonucleétido en apareamiento de bases con una segunda secuencia de acido
nucleico que tiene 23 nucledtidos representan el 52 %, 57 %, 61 %, 65 %, 70 % y 74 %, respectivamente; y esto
corresponde a una complementariedad de al menos el 50 %, 50 %, 60 %, 60 %, 70 % y 70 %, respectivamente). Como
se usa en la presente memoria, "sustancialmente complementarias" se refiere a una complementariedad entre las
hebras tal que son capaces de hibridar en condiciones biolégicas. Las secuencias sustancialmente complementarias
tienen una complementariedad del 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o incluso el 100 %. Adicionalmente, las técnicas
para determinar si dos hebras son capaces de hibridar en condiciones biolégicas examinando sus secuencias
nucleotidicas son bien conocidas en la técnica.

Como se usa en la presente memoria, "duplex" se refiere a una estructura de doble hélice formada por la interaccién
de dos acidos nucleicos monocatenarios. Un diplex se forma normalmente por enlaces de hidrégeno entre pares de
bases, es decir, "apareamiento de bases", entre dos acidos nucleicos monocatenarios que estan orientados
antiparalelos entre si. El apareamiento de bases en un duplex tiene lugar generalmente mediante apareamiento de
bases de Watson-Crick, por ejemplo, guanina (G) forma un par de bases con citosina (C) en ADN y ARN, adenina (A)
forma un par de bases con timina (T) en ADN y adenina (A) forma un par de bases con uracilo (U) en ARN. Las
condiciones en las que pueden formarse pares de bases incluyen condiciones fisiolégica o bioldgicamente relevantes
(por ejemplo, intracelular: pH 7,2, ion potasio 140 mM; extracelular: pH 7,4, ion sodio 145 mM). Ademas, los duplex se
estabilizan mediante interacciones de apilamiento entre nucleétidos adyacentes. Como se usa en la presente memoria,
un duplex puede establecerse o mantenerse por apareamiento de bases o por interacciones de apilamiento. Un diplex
esta formado por dos hebras de acido nucleico complementarias, que pueden ser sustancialmente complementarias
o totalmente complementarias. Se dice que los acidos nucleicos monocatenarios con apareamiento de bases a lo largo
de un numero de bases "hibridan".

"Detectar” se refiere a identificar la presencia, ausencia o cantidad del analito que ha de detectarse.

Por "fraccion detectable" se entiende una composicién que cuando esta unida a una molécula de interés hace que
esta ultima sea detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos o quimicos. Por
ejemplo, los marcadores dtiles incluyen isotopos radiactivos, perlas magnéticas, perlas metalicas, particulas
coloidales, colorantes fluorescentes, reactivos densos para electrones, enzimas (por ejemplo, como se usan
comunmente en un ELISA), biotina, digoxigenina o haptenos.

Por "fragmento" se entiende una porcién de una molécula de acido nucleico. Esta porcion contiene, preferiblemente,
al menos el 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % 0 90 % de la longitud completa de la molécula de acido
nucleico o polipéptido de referencia. Un fragmento puede contener 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100
nucleotidos.

Por "hibridar" se entiende formar una molécula bicatenaria entre secuencias polinucleotidicas complementarias (por
ejemplo, un gen descrito en la presente memoria) o porciones de las mismas, en diversas condiciones de rigurosidad.
(Véanse, por ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger (1987) Methods Enzymol. 152: 399; Kimmel, A. R. (1987) Methods
Enzymol. 152: 507). La hibridacién se produce mediante enlaces de hidrégeno, que pueden ser enlaces de hidrogeno
de Watson-Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen invertidos, entre nucleobases complementarias. Por ejemplo, adenina
y timina son nucleobases complementarias que se aparean a través de la formacién de enlaces de hidrogeno.

Por "polinucledtido aislado" se entiende un acido nucleico (por ejemplo, un ADN, ARN) exento de los genes que
flanquean el gen en el genoma natural del organismo del que se deriva la molécula de acido nucleico. Por tanto, el
término incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que esta incorporado en un vector; en un plasmido de replicacién
auténoma o un virus; o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota; o que existe como una molécula individual
(por ejemplo, un ADNc o un fragmento genémico o de ADNc producido mediante PCR o digestién con endonucleasas
de restriccién) independiente de otras secuencias. Ademas, el término incluye una molécula de ARN que se transcribe
a partir de una molécula de ADN, asi como un ADN recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica una
secuencia polipeptidica adicional.

Los términos "aislado", "purificado" o "biolégicamente puro” se refieren a un material exento, en grados variables, de
los componentes que normalmente lo acompanan tal como se encuentra en su estado nativo. "Aislar” denota un grado
de separacion de la fuente original o del entorno. "Purificar" denota un grado de separacién mayor que el aislamiento.
Una proteina "purificada" o "biolégicamente pura" esta suficientemente exenta de otros materiales de manera que
ninguna impureza afecta materialmente a las propiedades bioldégicas de la proteina ni causa otras consecuencias
adversas. Es decir, un acido nucleico o un péptido esta purificado si esta sustancialmente exento de material celular,
material viral o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante, o de precursores
quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. La pureza y la homogeneidad se determinan
normalmente mediante técnicas de quimica analitica, por ejemplo, electroforesis en gel de poliacrilamida o
cromatografia liquida de alto rendimiento. El término "purificado" puede indicar que un acido nucleico o una proteina
da lugar esencialmente a una banda en un gel electroforético. Para una proteina que puede estar sometida a
modificaciones, por ejemplo, fosforilacién o glicosilacion, diferentes modificaciones pueden dar lugar a diferentes
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proteinas aisladas, que pueden purificarse por separado.

Por "temperatura de fusién (Tm)" se entiende la temperatura de un sistema en equilibrio, en donde el 50 % de la
poblacion molecular esta en un estado y el 50 % de la poblacién esta en otro estado. Con respecto a los acidos
nucleicos, la Tm es la temperatura a la que el 50 % de la poblaciéon es monocatenaria y el 50 % es bicatenaria (por
ejemplo, intramolecular o intermolecularmente).

Por "monitorizar una reaccién" se entiende detectar el progreso de una reaccién. Monitorizar la progresién de la
reaccion puede implicar detectar la actividad de mellado, de extension por la polimerasa y/o detectar la finalizacién de
una reaccion de amplificacién.

Como se usa en la presente memoria, "obtener", como en "obtener un agente", incluye sintetizar, comprar o adquirir
de otro modo el agente.

Como se usa en la presente memoria, el término "acido nucleico” se refiere a desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos
o nucleétidos modificados, y a polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria. El término abarca
acidos nucleicos que contienen analogos de nucleétidos conocidos o restos estructurales o enlaces modificados, que
son sintéticos, de origen natural y de origen no natural, que tienen propiedades de unién similares a las del acido
nucleico de referencia y que se metabolizan de una manera similar a los nucleétidos de referencia. Los ejemplos de
tales analogos incluyen, sin limitacién, nucledtidos modificados en 2' (por ejemplo, 2'-O-metilribonucledtidos, 2'-F-
nucleétidos).

Como se usa en la presente memoria, "nucleétido modificado" se refiere a un nucleétido que tiene una o mas
modificaciones en el nucledsido, la nucleobase, el anillo de pentosa o el grupo fosfato. Por ejemplo, los nucleétidos
modificados excluyen ribonucleétidos que contienen monofosfato de adenosina, monofosfato de guanosina,
monofosfato de uridina y monofosfato de citidina y desoxirribonucleétidos que contienen monofosfato de
desoxiadenosina, monofosfato de desoxiguanosina, monofosfato de desoxitimidina y monofosfato de desoxicitidina. Las
modificaciones incluyen aquellas que se producen de manera natural y que resultan de la modificacién por enzimas que
modifican nucleétidos, tales como metiltransferasas. Los nucleétidos modificados también incluyen nucleétidos sintéticos
o de origen no natural. Las modificaciones sintéticas o no naturales en nucleétidos incluyen modificaciones en 2', por
ejemplo, 2'-O-metilo, 2'-metoxietoxi, 2'-flior, 2'-hidroxilo (ARN), 2'-alilo, 2'-O-[2-(metilamino)-2-oxoetilo], 4'-tio, 4'-CH2-O-
2'-puente, 4'-(CH2)2-O-2'-puente y 2'-O-(N-metilcarbamato) o aquellas que comprenden analogos de bases.

Por "aducto de un nucleétido" se entiende una fraccién que esta unida covalentemente o fijada de otro modo a una
base nucleotidica convencional.

Por "agente de mellado" se entiende una entidad quimica capaz de reconocer y unirse a una estructura especifica en
una molécula de acido nucleico bicatenaria y romper un enlace fosfodiéster entre nucleodtidos contiguos en una sola
hebra tras la unién a la estructura especifica reconocida, con lo que se crea un grupo hidroxilo 3’ libre en el nucleétido
terminal que precede al sitio de mella. Preferiblemente, el extremo 3' puede extenderse mediante una polimerasa
deficiente en exonucleasa. Los ejemplos de agentes de mellado incluyen enzimas de mellado, ARNzimas, ADNzimas
y quelantes de metales de transicion.

Por “palindrémicas” se entienden secuencias de acido nucleico que son idénticas o sustancialmente idénticas cuando
se leen de 5' a 3' en una hebra o de 5' a 3' en la hebra complementaria. Un palindromo perfecto se refiere a una
secuencia que tiene dos subsecuencias adyacentes, de manera que cuando una subsecuencia se lee en la direccién
de 5'a 3', es idéntica a la otra subsecuencia leida en la direccién de 3'a 5'.

Por "molécula de detencién de la polimerasa" se entiende una fraccién asociada con un molde/cebador polinucleotidico
que impide o reduce significativamente la progresién de una polimerasa sobre el molde polinucleotidico.
Preferiblemente, la fraccion esté incorporada en el polinucleétido. Preferiblemente, la fraccion impide que la polimerasa
progrese sobre el molde.

Por "extension por polimerasa" se entiende la progresion hacia delante de una polimerasa que empareja monémeros
entrantes con sus parejas de unién en un polinucleétido molde.

Como se usa en la presente memoria, "dimero de cebador" se refiere a un dimero de dos cebadores oligonucleotidicos
monoméricos. En los cebadores oligonucleotidicos, se dimerizan las regiones de la cola 5' de los cebadores
monomeéricos.

Por "semicuantitativo" se entiende proporcionar una estimacion de la cantidad relativa a partir de un control interno.

Por "producto especifico” se entiende un producto polinucleotidico resultante de la hibridacién de oligonucleétidos
cebadores con una secuencia diana complementaria y la posterior extension de la secuencia diana mediada por una
polimerasa.

Por "condicién sustancialmente isotérmica" se entiende una sola temperatura o dentro de un intervalo estrecho de
temperaturas que no varian significativamente. Una reacciéon llevada a cabo en condiciones sustancialmente
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isotérmicas puede llevarse a cabo a una temperatura que varia en solo aproximadamente 1-5 °C (por ejemplo, varia
en 1, 2, 3, 4 o 5 grados). La reaccién puede llevarse a cabo a una sola temperatura dentro de los parametros de
funcionamiento del instrumento utilizado.

Por "método de umbral de cantidad" se entiende proporcionar una estimacion de la cantidad a partir de la superacion
o la no superacién en cantidad de un estandar comparativo.

Por "referencia" se entiende una condicién estandar o de control. Como es evidente para un experto en la técnica, una
referencia apropiada es aquella donde se cambia un elemento para determinar el efecto de dicho elemento.

Por "sujeto" se entiende un mamifero, lo que incluye, pero no se limita a un mamifero humano o no humano, tal como
un bovino, equino, canino, ovino o felino.

Por "molécula de acido nucleico diana" se entiende un polinucleétido que ha de analizarse. Dicho polinucleétido puede
ser una hebra sentido o antisentido de la secuencia diana. El término "molécula de acido nucleico diana" también se
refiere a amplicones de la secuencia diana original.

Se entiende que los intervalos proporcionados en la presente memoria son abreviaciones de todos los valores dentro
del intervalo. Por ejemplo, se entiende que un intervalo de 1 a 50 incluye cualquier nimero, combinacién de niumeros
o subintervalo del grupo que consisteen 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50.

A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, como se usa en la presente memoria, se

entiende que el término "0" es inclusivo. A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto,

COmo se usa en la presente memoria, se entiende que los términos "un”, "una" y "el/la" son singulares o plurales.

A menos que se indique especificamente o sea obvio a partir del contexto, como se usa en la presente memoria, el
término "aproximadamente" se entiende dentro de un intervalo de tolerancia normal en la técnica, por ejemplo, dentro
de 2 desviaciones estandar de la media. Aproximadamente puede entenderse como dentro del 10 %, 9 %, 8 %, 7 %,
6 %,5 %, 4 %, 3%, 2%, 1%,0,5%,0,1%, 0,05 % o 0,01 % del valor establecido. A menos que esté claro de otro
modo a partir del contexto, todos los valores numéricos proporcionados en la presente memoria estan modificados por
el término aproximadamente.

La mencién de un listado de grupos quimicos en cualquier definicidon de una variable en la presente memoria incluye
definiciones de esa variable como cualquier grupo individual o combinacién de los grupos listados. La mencién de una
realizacién de una variable o aspecto en la presente memoria incluye esa realizacién como cualquier realizacién
individual o en combinacién con cualquier otra realizacién o porciones de la misma.

Cualquier composicién o método proporcionado en la presente memoria puede combinarse con una o mas de
cualquiera de las otras composiciones y métodos proporcionados en la presente memoria.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1F representan la estructura y el mecanismo de un sustrato de una reaccion de mellado y extension.
La figura 1A representa la estructura de la molécula sustrato de la reaccion de mellado y extension de la invencion. La
figura 1B representa un duplex oligonucleotidico con un sitio de mella en una hebra que esta 5' con respecto a una
molécula indicadora detectable unida al extremo 3' de la hebra (por ejemplo, unida covalentemente). En el ejemplo
mostrado, el indicador detectable es un fluoréforo que esta préximo a un extintor situado en el extremo 5' de la hebra
opuesta. Cuando las dos hebras hibridan, el fluoréforo en 3' (por ejemplo, FAM, HEX) y el extintor (por ejemplo,
5labRQ, BHQ-1) quedan uno cerca del otro y la sefial fluorescente se extingue. La figura 1C muestra que la molécula
sustrato de la invenci6n tiene un sitio de reconocimiento para una enzima de mellado y se mella en presencia de una
enzima de mellado que se une al sitio. La figura 1D muestra que la molécula sustrato mellada de la invencién tiene un
extremo 3' libre en la mella, que puede ponerse en contacto con una polimerasa. La figura 1E muestra la extensién
por la polimerasa usando la hebra complementaria como molde. La extension por la polimerasa desplaza la porcion
de la hebra 3' del sitio de mella que esté unida al indicador detectable. El indicador detectable emite fluorescencia
cuando se separa del extintor. La figura 1F muestra que el producto de la reaccién de extension puede ser mellado de
nuevo. Sin embargo, la molécula puede disefiarse para impedir o minimizar ciclos adicionales de mellado y extension.

Las figuras 2A y 2B muestran que el mellado y la extension de la molécula sustrato de la invencién da como resultado
un aumento lineal de la sefial. La figura 2A es un esquema que muestra un aumento lineal en la sefial de la molécula
sustrato de la invencién en presencia de una enzima de mellado y una polimerasa a medida que progresa la reaccion.
Se espera un aumento lineal cuando la molécula sustrato y/o sus hebras no interactian con ningun otro componente
de la reaccion. Por ejemplo, el extremo 3' de cualquier hebra puede estar bloqueado por un fluoréforo o un espaciador
C3. La figura 2B es un esquema que muestra el uso de la molécula sustrato de la invencién como molécula de control
exogeno en una reaccion de amplificacion por mellado. La molécula sustrato puede usarse como control para mostrar
que una enzima de mellado y una polimerasa tienen actividad en una reacciéon de amplificacién por mellado. Los
puntos finales de reaccién para una reaccién de amplificacion por mellado pueden establecerse como el tiempo en el
que la molécula de control exégeno alcanza un valor UFR (unidades de fluorescencia relativa) establecido. Por
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ejemplo, esto puede usarse para caracterizar una sefial de amplificacién como positiva o negativa en funcién de su
tiempo de deteccién.

Las figuras 3A y 3B representan un sustrato oligonucleétido largo o "longmer" de la invencién, que en un ejemplo
puede usarse para estudiar la procesividad de la polimerasa. La figura 3A representa la estructura de la molécula
sustrato de mellado y "longmer" de la invencion. La figura 3B representa modificaciones y factores que pueden usarse
para estudiar su efecto sobre la procesividad de |la polimerasa.

La figura 4 proporciona secuencias usadas para analizar el efecto de nucleétidos modificados sobre las propiedades
de la molécula sustrato de la invencién. La hebra oligonucleotidica inferior para control exégeno (ExogContBOT) tiene
un extintor 5labRQ en 5' (5' lowa Black RQ) y se apare6 con cada una de las hebras oligonucleotidicas con un
fluoroforo 36-FAM en 3': vainilla (sin nucleétidos modificados), mella -2 (2'0OMe en la posicién 2, 5' del sitio de mella),
mella +1 (2'OMe en la posicién 1, 3' del sitio de mella) y mella -1 (2'OMe en la posicién 1, 5' del sitio de mella).

Las figuras 5A-5E representan la actividad de las moléculas sustrato que tienen las hebras oligonucleotidicas descritas
en la figura 4 en presencia de una enzima de mellado, en concentracién variable, y una polimerasa. Los resultados
muestran que la reaccién de la molécula sustrato puede ajustarse mediante nucleétidos modificados, la concentracién
de la molécula sustrato en relaciéon con la cantidad de enzima de mellado (mellasa) y/o las mezclas de moléculas
sustrato modificadas de manera diferente. La figura 5A es un grafico que representa la actividad de las moléculas
sustrato que tienen las hebras oligonucleotidicas descritas en la figura 4 en presencia de 0,3 U/ul de enzima de
mellado. La figura 5B es un grafico que representa la actividad de las moléculas sustrato que tienen las hebras
oligonucleotidicas descritas en la figura 4 en presencia de 0,015 U/ul de enzima de mellado. La figura 5C es un grafico
que representa la actividad de las moléculas sustrato que tienen las hebras oligonucleotidicas descritas en la figura 4
en presencia de 0,075 U/ul de enzima de mellado. La figura 5D es un grafico que representa la actividad de las
moléculas sustrato que tienen las hebras oligonucleotidicas descritas en la figura 4 en presencia de 0,00375 U/ul de
enzima de mellado. La figura 5E es un grafico que representa la actividad de las moléculas sustrato que tienen las
hebras oligonucleotidicas descritas en la figura 4 en presencia de 0,0188 U/ul de enzima de mellado.

Las figuras 6A-6D representan los graficos mostrados en las figuras 4A-4E organizados por las hebras
oligonucleotidicas no modificadas y modificadas que tienen un fluoréforo 36-FAM en 3'. La figura 6A representa las
curvas de reaccién para una molécula sustrato que comprende la hebra oligonucleotidica ExogContBOT que tiene un
extintor 51abRQ en 5' y la hebra oligonucleotidica vanilla que tiene un fluoréforo 36-FAM en 3' y no tiene nucleotidos
modificados. La figura 6B representa las curvas de reaccién para una molécula sustrato que comprende la hebra
oligonucleotidica ExogContBOT que tiene un extintor 5labRQ en 5’ y la hebra oligonucleotidica mella -2 que tiene un
fluoroforo 36-FAM en 3'y 2'OMe en la posicion 2, 5' del sitio de mella. La figura 6C representa las curvas de reaccion
para una molécula sustrato que comprende la hebra oligonucleotidica ExogContBOT que tiene un extintor 51abRQ en
5'y la hebra oligonucleotidica mella -1 que tiene un fluoréforo 36-FAM en 3' y 2'OMe en la posicién 1, 5' del sitio de
mella. La figura 6D representa las curvas de reaccién para una molécula sustrato que comprende la hebra
oligonucleotidica ExogContBOT que tiene un extintor 5labRQ en 5’y la hebra oligonucleotidica mella +1 que tiene un
fluoroforo 36-FAM en 3'y 2'OMe en la posicién 1, 3' del sitio de mella.

La figura 7 representa los resultados de un estudio para determinar el efecto de la longitud del oligonucleétido 5' del
sitio de reconocimiento para el mellado en la molécula sustrato. Se muestra un grafico de las curvas de reaccion para
las moléculas de sustrato con los pares oligonucleotidicos especificados. Las secuencias de las hebras
oligonucleotidicas de las moléculas sustrato se muestran debajo del grafico.

La figura 8 representa los resultados de un estudio para determinar el efecto del uso de diferentes proporciones de
moléculas de sustrato que comprenden nucleétidos no modificados y modificados. Se muestra un grafico de las curvas
de reaccién para reacciones con las proporciones especificadas de moléculas de sustrato. Las secuencias de las
hebras oligonucleotidicas de las moléculas sustrato modificadas con 2'OMe y no modificadas se muestran debajo del
grafico. Esto demuestra que la reaccién puede ajustarse para alcanzar un umbral deseado en un tiempo
predeterminado usando diferentes proporciones de diferentes moléculas de sustrato.

Las figuras 9A y 9B representan los resultados de un estudio para determinar el efecto de situar nucleétidos
modificados en diversas posiciones dentro de la molécula sustrato. La figura 9A es un grafico de las curvas de reaccién
para reacciones que usan las moléculas sustrato con las secuencias mostradas debajo del grafico (A-F). La figura 9B
es un grafico de las curvas de reaccién para reacciones que usan las moléculas sustrato con las secuencias mostradas
debajo del grafico (A-F).

La figura 10 representa los resultados de un estudio que muestra que la molécula sustrato puede usarse para probar
una enzima de mellado y/o una polimerasa.

La figura 11 representa secuencias finalizadas de una molécula de control exdgeno/interno para uso con un ensayo
para Salmonella basado en una reaccion de amplificacién por mellado.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién presenta una molécula sustrato de acido nucleico para reacciones de mellado y extensién con un
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fluoroforo extinguido que se libera y puede emitir fluorescencia por la actividad de una enzima de mellado y una
polimerasa sobre el sustrato. La molécula sustrato de la invencion puede afiadirse a reacciones de amplificacion por
mellado existentes y, de este modo, usarse como molécula de control exégeno en una reaccion de amplificacion por
mellado. A este respecto, la molécula de control exégeno proporciona un control para ambas actividades enzimaticas,
de la enzima de mellado y de la polimerasa, presentes en una reaccion de amplificacién por mellado. Aunque se
desarrolla en paralelo, la reaccién de control exégeno no interfiere apreciablemente con la reaccién de amplificacion
primaria. Por ejemplo, el control exégeno no consume grandes cantidades de los componentes de reaccién, tales
como dNTP. El control exégeno puede disefiarse para minimizar la formacién de extremos 3', que pueden conducir a
una extensién no especifica por la polimerasa y a interferencias de fondo. Como se muestra en la presente memoria,
la molécula de control exdégeno también puede "ajustarse” para su activacion en un momento especifico. Por si sola,
la molécula sustrato de la invencién puede usarse en una prueba de rendimiento enzimatico o para comprobar la
calidad de una enzima.

Molécula sustrato para mellado y extensién

La invencién proporciona una molécula sustrato para mellado y extensién que puede usarse para comprobar o
confirmar las actividades de una enzima de mellado y una polimerasa en una reaccién. Con referencia a las figuras
1A-1E, la molécula sustrato comprende un duplex oligonucleotidico marcado en un extremo con un indicador
detectable (por ejemplo, pares fluoréforo-extintor; par donador-aceptor para transferencia de energia de fluorescencia
(FRET)). Las dos hebras oligonucleotidicas pueden estar unidas covalentemente. El duplex oligonucleotidico contiene
un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado, de manera que cuando la molécula se mella, el extremo 3'
expuesto por la mella puede dirigir la extension por la polimerasa que da como resultado la activaciéon del indicador
detectable. El indicador detectable puede ser un indicador fluorescente (por ejemplo, FAM) que forma un par con una
molécula extintora (por ejemplo, cualquier par interactivo de fluoréforo e extintor o par donador-aceptor FRET conocido
en la técnica). El indicador fluorescente se activa por la actividad de desplazamiento de la hebra por la polimerasa y
la separacion del fluoréforo del extintor. El indicador fluorescente esté unido covalentemente a uno de los extremos 3'
o 5' del duplex oligonucleotidico y el extintor esta unido covalentemente al extremo 5' 0 3', respectivamente, de la
hebra opuesta. El fluoréforo puede ser uno o mas de FAM, TET, HEX, TAMRA, JOE o ROX. El extintor puede ser uno
o mas de dabcilo, dabsilo, un colorante Black Hole Quencher, que incluye 5' lowa Black® RQ (5labRQ). En general, el
colorante extintor es un colorante extintor para excitacién. Los pares fluoroforo-extintor y su seleccién se describen,
por ejemplo, en Marras, Selection of Fluorophore and Quencher Pairs for Fluorescent Nucleic Acid Hybridization
Probes, en Methods in Molecular Biology: Fluorescent Energy Transfer Nucleic Acid Probes: Designs and Protocols,
editado por: V.V. Didenko © Humana Press Inc., Totowa, NJ, EE. UU. Cuando el sustrato para mellado y extensién se
usa como control exégeno, el marcador fluorescente detectable se selecciona para proporcionar una sefial
fluorescente detectable diferente de la usada en la sonda para detectar la amplificacién del acido nucleico diana (por
ejemplo, FAMy CalRed). Preferiblemente, el extremo 3' libre (es decir, sin indicador fluorescente ni extintor) se bloquea
para evitar su uso en reacciones de extension por la polimerasa. El 3' libre puede bloquearse mediante un espaciador
de 3 carbonos (espaciador C3) o un didesoxinucleétido. Es posible afiadir varias modificaciones al extremo 3' libre
durante la sintesis que impidan la extensién, por ejemplo, fosforilacién, un colorante, fluoréforo, extintor, espaciador o
conector.

El sustrato para mellado y extension puede contener el sitio de reconocimiento para una enzima de mellado de
cualquier enzima de mellado. El sitio de reconocimiento para la enzima de mellado se sitla de manera que la extension
desde el extremo 3' expuesto por la mella de lugar a la extension por la polimerasa y la activacién del indicador
detectable. Cuando se usa como molécula de control exégeno, el sitio de reconocimiento para la enzima de mellado
sera el de la enzima de mellado usada en la reaccion de amplificacién por mellado. Los ejemplos de enzimas de
mellado incluyen, pero no se limitan a N.Bst9l, N.BstSEI, Nb.BbvCl (NEB), Nb.Bpu10l (Fermentas), Nb.Bsml (NEB),
Nb.BsrDI (NEB), Nb.Btsl (NEB), Nt.Alwl (NEB), Nt.BbvCl (NEB), Nt.Bpu10l (Fermentas), Nt.BsmAl, Nt.BspD6l,
Nt.BspQl (NEB), Nt.BstNBI (NEB), y Nt.CviPIl (NEB). Las secuencias de sitios de reconocimiento para enzimas de
mellado se proporcionan en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de reconocimiento para enzimas de mellado

5" -GAGTCNNNNN | NN-3"
N.Bstdl LLLLLTTTT] T

3'"-CTCAGNNNNN*NN-5"

§ : 5'-GAGTNCNNNN | NN-3"
N.BStSEl NNERRREREER

3'"-CTCAGNNNNN*NN-5"

5"-CCTCA-GC-3"
iNb.BbVCI (NEB) (111 ]

3'-GGAGT1CG-5"



10

15

ES 2993457 T3

| 5 57 -CCTNA«GC-3"
‘Nb.Bpu10I (Fermentas) R

3'-GGANTCG-5"

§ ; 5'-GEATG*CN-3"
'Nb.Bsml (NEB) § AR

3'-CTTACtGN-5"

§ : 57 -GCRATGeNN-3"
‘Nb.BsrDI (NEB) : [LEETE T
; : 3'-CGTTACINN-5"
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f : ORI
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3 : RN,
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3T -GGeAGTCG-5"

§ : 57 -CC | TNAGC-3"
:Nt.Bpu10l (Fermentas) (1 1111

3'-GG*ANTCG-&!

§ ; 5'-GTCTCN | N-3"
Nt.BsmAl E NERRN
: : 3'-CAGAGN*N-5"

§ : 5'-GAGTCNNNN | N-3"
Nt.BspD6l : NERREEEN

3'-CTCAGNNMNN*N-5"'

| : 5"-GCTCTTCN -3
‘Nt.BspQl (NEB) § HREEEN

3'-CGAGAAGN -5

'Nt.BstNBI (NEB) : 5'-GAGTCNNNN  N-3"
; : RN,
3" -CTCAGNNNNN-5"

§NLCWPH(NEB) ; 5'-1CCD-3"
i : [
3'- GGH-5'

El sitio de reconocimiento para la enzima de mellado puede ser Nt.BstNBI para usar con la enzima de mellado
Nt.BstNBI que se usa comunmente en reacciones de amplificacién por mellado.

La longitud y secuencia nucleotidica de la molécula sustrato para mellado y extensién puede depender de diversos
factores, incluido su uso previsto. La longitud de la molécula sustrato esta limitada Unicamente por |a longitud de los
polinucleétidos que pueden sintetizarse mediante las tecnologias actuales. Sin embargo, para algunas aplicaciones
como el uso como control de reaccién exdgeno, la longitud del sustrato puede minimizarse para hacer disponibles
dNTP libres u otros componentes de reaccion para la amplificacién del acido nucleico. En otras aplicaciones como el
uso en el estudio de la procesividad de la polimerasa, puede usarse un sustrato de mayor longitud. La longitud del
duplex nucleotidico puede ser de entre 30 pb y 2 kb de longitud, entre 100 pb y 1 kb de longitud, entre 100 y 500 pb
de longitud. La longitud de los polinucleétidos del diplex puede ser de entre 30 y 2000 nt de longitud, entre 100 y
1000 nt de longitud, entre 100 y 500 nt de longitud. La longitud del ddplex oligonucleotidico puede ser de entre 30 y
100 pb de longitud, entre 30 y 60 pb de longitud, entre 35 y 50 pb de longitud. La longitud de los oligonucleétidos del
duplex puede ser de entre 30 y 100 nt de longitud, entre 30 y 60 nt de longitud, entre 35 y 50 nt de longitud. Asimismo,
las secuencias de la molécula sustrato se seleccionan para minimizar la interferencia con las secuencias de otras
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moléculas de acido nucleico que pueda haber en la reaccién, incluidas secuencias de acido nucleico diana, secuencias
de cebadores, secuencias de sondas y/o secuencias inespecificas de fondo (por ejemplo, secuencias gendémicas en
una muestra biolégica).

La situacion del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado y/o el sitio para la enzima de mellado en la molécula
sustrato depende de diversos factores, incluida la propia enzima de mellado. Por ejemplo, cuando se usa la enzima
de mellado Nt.BstNBI, que genera una mella en direccion 3' con respecto a su sitio de reconocimiento enzimatico, la
porcion de la hebra oligonucleotidica 3' de la mella tiene una temperatura de fusién del duplex superior a la temperatura
de reaccién mas alta. La longitud de la porcién de la hebra oligonucleotidica 3' de la mella es de 25 nt, 35 nt, 40 nt o
mas. Por tanto, la generacion de la sefial se acopla al desplazamiento de la hebra por la polimerasa.

La longitud de la porcién de la hebra oligonucleotidica 5' de la mella es de 10 nt, 15 nt, 20 nt o mas. Cuando la longitud
de la porcién de la hebra oligonucleotidica 5' de la mella tiene una temperatura de fusion del diplex inferior a la
temperatura de reaccién, se minimiza la extensién por la polimerasa a partir del extremo 3' libre. Por ejemplo, la
secuencia de la regién 5' del sitio de mella puede disefiarse para que sea inestable a la temperatura de reaccion de
manera que se disocie y asi se impida la extension desde el extremo 3' libre. Alternativamente, tales oligonuclettidos
cortos o “shortmer” pueden disefiarse para unirse a si mismos y “cancelar’ una reacciéon. También se ha encontrado
que la molécula sustrato tiene actividad cuando hay uno o mas nucleétidos presentes 5' con respecto al sitio de
reconocimiento para la enzima Nt.BstNBI. Puede haber de uno a 10 nucleétidos o de dos a 5 nucleotidos presentes 5'
con respecto al sitio de reconocimiento para la enzima Nt.BstNBI. El acortamiento de la hebra oligonucleotidica 5' del
sitio de reconocimiento para la enzima de mellado modifica la tasa de reaccién y proporciona capacidad para el ajuste
de la reaccién.

La situacion de nucleétidos modificados con 2'OMe en la molécula de sustrato entre el sitio de reconocimiento para la
enzima de mellado y el sitio de mella puede alterar la tasa de reaccion de la reaccién del sustrato. La primera hebra
de acido nucleico puede estar modificada en uno o méas nucleétidos en las posiciones 1 0 2, 5' del sitio de mella, y en
la posicion 1, 3' del sitio de mella. Con referencia a un diplex que comprende un sitio de reconocimiento y mella para
Nt.BstNBI, la descripcién de las posiciones corresponde a la numeracion (posicion 1, 2, 3, 4, etc.) y la direccionalidad
(5' 0 3"y que se muestran a continuacion:

posiciones 5’ posiciones 3
del sitio del sitio
de mella de mella
LA321 12340

N
5T-GAGTCNNNNWNNNNN-3'

PETEEETEE ThEnd
3'"-CTCAGNNNN« NNNNN-5'

La situacién de nucleétidos modificados con 2'OMe en la molécula sustrato puede usarse para "ajustar” la reaccién
(es decir, la tasa de reaccion). Uno o mas de los nucleétidos entre el sitio de reconocimiento para la enzima de mellado
y el sitio de mella para Nt.BstNBI puede ser un nucleotido modificado con 2'OMe. El uno o mas nucleétidos modificados
con 2'0OMe pueden situarse en una o0 mas de las posiciones 1y 2, 5' del sitio de mella y/o en la posicién 1, 3' del sitio
de mella.

La capacidad de ajuste de la reaccién también puede lograrse mediante nucleétidos modificados, nucleotidos
ramificados (es decir, T-fam) o cualquier nucleétido que afecte a la cinética de la reaccién, incluida la situacion de
nucleétidos modificados en la hebra de la secuencia de mellado; o la situacién de nucleétidos modificados opuestos a
la hebra de la secuencia de mellado. La capacidad de ajuste de la reaccion también puede lograrse mezclando una o
mas moléculas sustrato no modificadas o modificadas (por ejemplo, ajuste con relaciones de oligonucleétidos
superior/inferior) y/o mediante la molaridad de la enzima de mellado con respecto a la concentracién de la molécula
sustrato.

Métodos de utilizacién de la molécula sustrato

La molécula sustrato para una enzima de mellado puede usarse para determinar la actividad de una enzima de mellado
y una polimerasa en una reaccioén. Por si misma, la molécula sustrato puede usarse para evaluar combinaciones de
enzimas de mellado y polimerasas, usarse para identificar condiciones de trabajo 6ptimas de enzimas de mellado y
polimerasas o comprobar la calidad de enzimas de mellado y polimerasas. Las polimerasas para uso en los métodos
descritos en la presente memoria son capaces de catalizar la incorporacion de nucleétidos para extender un extremo
hidroxilo 3' de un oligonucleétido (por ejemplo, un cebador) unido a una molécula de acido nucleico diana y/o un
extremo hidroxilo 3' en un sitio de mella en una molécula de ADN bicatenario, en combinaciéon con una actividad de
desplazamiento de hebra. Los ejemplos de polimerasas incluyen, pero no se limitan a derivados y variantes de la ADN
polimerasa | aislada de Bacillus stearothermophilus, también clasificado como Geobacillus stearothermophilus, y de
cepas bacterianas, aislamientos y especies estrechamente relacionados que comprenden el género Geobacillus, que
carecen o tienen actividad exonucleasa 5'-3' sustancialmente reducida y tienen actividad de desplazamiento de hebra,
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y los fragmentos mayores de la ADN polimerasa | Bst, ADN polimerasa Bsu, ADN polimerasa | Gsty ADN polimerasa
| Gka y la ADN polimerasa phi29. Dichas polimerasas también carecen o tienen actividad exonucleasa 5'-3'
sustancialmente reducida y pueden incluir aguellas que son termoéfilas (por ejemplo, Taq, Vent). A este respecto,
también se proporciona un medio para cuantificar la actividad unitaria de combinaciones de enzimas de mellado y
polimerasas. Adicionalmente, la molécula sustrato puede usarse para estudiar la procesividad de una polimerasa en
diversas condiciones, que incluyen, por ejemplo, la metilacion de ADN o la presencia de productos que causan
aductos/dafios en el ADN (por ejemplo, acetaldehido, cisplatino, 7,12-dimetilbenzantraceno, malondialdehido,
productos de reparacion por escision de bases, productos de dafio oxidativo, benzopireno, aflatoxina, u otros
compuestos reactivos con ADN) y/o proteinas de unién a ADN (figuras 3A y 3B). Adicionalmente, para estudiar la
procesividad, puede haber un o mas pares fluoréforo-extintor, incluidos miltiples fluoréforos diferentes, unidos
covalentemente (por ejemplo, biotinilados) e internamente en el duplex (figura 3A). Por ejemplo, pueden usarse 1-5
fluoroforos, uno por canal, biotinilados o unidos mediante marcaje directo (por ejemplo, ésteres de succinimidilo). Estos
pueden formar un par con uno o0 mas extintores solapantes en la hebra opuesta. En algunos casos, un extintor
solapante cubre un area amplia del espectro y puede emparejarse con multiples fluoréforos diferentes. De este modo,
la molécula sustrato puede modificarse y puede examinarse el efecto de las modificaciones sobre la extension y/o
procesividad de la polimerasa.

La molécula sustrato también puede afadirse a reacciones de amplificacion por mellado existentes, y por tanto usarse
como molécula de control exégeno en una reaccion de amplificaciéon por mellado, por ejemplo, para verificar una
reaccion negativa verdadera. Por consiguiente, la molécula de control exégeno se usa a las mismas temperaturas de
reaccion que para la reaccion de amplificacion por mellado. La mera presencia o ausencia de sefial puede usarse
como control de la reaccién. Adicionalmente, el tiempo en que la reaccién de control exégeno alcanza un valor UFR
establecido puede sefialar el punto final de una reaccion. La molécula de control exdégeno también puede "ajustarse”
a una tasa de reaccioén especifica, con lo que se altera el tiempo para alcanzar un valor UFR establecido. Cuando la
reaccion de control exégeno se realiza en la misma reaccién que una reaccién de amplificacion por mellado, no
interfiere apreciablemente con la reacciéon de amplificacion primaria. El control exégeno no consume cantidades
apreciables de los componentes de reaccion, tales como dNTP u otros reactivos. Ademas, el control exégeno puede
disefiarse para minimizar la formacién de extremos 3', que pueden conducir a una extensién no especifica por la
polimerasa y a interferencias de fondo.

Métodos de amplificacién de acidos nucleicos

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una tecnologia comin de amplificacién de acidos nucleicos
dependiente de ciclos térmicos utilizada para amplificar el ADN, que consiste en ciclos de calentamiento y enfriamiento
repetido de la reaccion para la fusién del ADN y su replicaciéon enzimatica mediante una ADN polimerasa. La PCR
cuantitativa en tiempo real (PCRq) es una técnica usada para cuantificar el nimero de copias de una secuencia de
acido nucleico dada en una muestra biolégica. Actualmente, la PCRq utiliza la deteccién de productos de reaccion en
tiempo real a lo largo de la reaccién y compara el perfil de amplificacion con la amplificacién de controles que contienen
una cantidad de acidos nucleicos conocida al comienzo de cada reaccion (o una proporcion relativa de acidos nucleicos
conocida en relacién con el acido nucleico de prueba desconocido). Los resultados de los controles se usan para
construir curvas estandar, basadas normalmente en la porcion logaritmica de las curvas de amplificacién de reaccion
estandar. Estos valores se usan para interpolar la cantidad de las incégnitas a partir de la comparacién de sus curvas
de amplificacion con las cantidades de control estandar.

Ademas de PCR, existen sistemas de amplificacién dependientes de ciclos no térmicos o tecnologias de amplificacion
isotérmica de acidos nucleicos que incluyen, sin limitacién: reaccién de amplificacion por mellado, amplificacién por
circulo rodante (RCA), amplificacion dependiente de helicasa (HDA), amplificacién mediada por bucle (LAMP),
amplificacién por desplazamiento de hebra (SDA), amplificacion mediada por transcripcion (TMA), replicacion de
secuencias autosostenida (3 SR), amplificacién basada en secuencias de acidos nucleicos (NASBA), amplificacién
isotérmica de cebador Unico (SPIA), sistema de la replicasa Q-p y amplificacién por recombinasa y polimerasa (RPA).

Las reacciones isotérmicas de amplificacién por mellado tienen similitudes con el termociclado de la PCR. Al igual que
la PCR, las reacciones de amplificacién por mellado emplean secuencias oligonucleotidicas complementarias a
secuencias diana denominadas cebadores. Ademas, las reacciones de amplificacion de secuencias diana por mellado
dan lugar a un aumento logaritmico de la secuencia diana, al igual que en la PCR estandar. A diferencia de la PCR
estandar, las reacciones de amplificacion por mellado progresan isotérmicamente. En la PCR estandar, la temperatura
se aumenta para permitir la separacion de las dos hebras de ADN. En las reacciones de amplificacién por mellado, la
secuencia de acido nucleico diana se mella en sitios de mellado especificos presentes en una muestra de prueba. La
polimerasa penetra en el sitio de mella y comienza la sintesis de la hebra complementaria a la secuencia nucleotidica
diana mellada (el ADN exégeno afiadido) junto con el desplazamiento de la hebra de ADN complementaria existente.
El proceso de replicacion por desplazamiento de la hebra evita la necesidad de aumento de la temperatura. En este
punto, las moléculas de cebador hibridan con la secuencia complementaria desplazada del ADN exégeno afiadido. La
polimerasa se extiende ahora desde el extremo 3' del molde para crear una hebra complementaria a la hebra
desplazada previamente. El segundo cebador oligonucleotidico hibrida entonces con la hebra complementaria recién
sintetizada y se extiende para formar un duplex de ADN que incluye la secuencia de reconocimiento para la enzima
de mellado. Esta hebra puede mellarse entonces con la subsiguiente extension del desplazamiento de hebra por la
polimerasa, lo que conduce a la produccién de un diplex de ADN que tiene sitios de mella a cada lado del ADN diana
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original. Una vez sintetizada, la molécula continla amplificandose exponencialmente a través de la replicacion de las
hebras desplazadas con nuevas moléculas molde. Ademas, la amplificacion también procede linealmente a partir de
cada molécula de producto a través de la accién repetida de la sintesis por desplazamiento de mella en los sitios de
mella introducidos en el molde. El resultado es un aumento muy rapido en la amplificacion de la sefial diana; mucho
mas rapido que en el termociclado por PCR, con resultados de amplificacion en menos de diez minutos.

Ensayos de amplificacién por mellado

También se proporciona aqui una molécula sustrato para uso en la deteccién de moléculas de acido nucleico diana
amplificadas en un ensayo isotérmico de amplificacién por mellado. Tales ensayos son conocidos en la técnica y se
describen en la presente memoria. Véanse, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente de los EE. UU.
2009/0081670, la solicitud PCT 2009/012246 y las patentes de los EE. UU n.%® 7.112.423 y 7.282.328.

Las polimerasas Utiles en los métodos descritos en la presente memoria son capaces de catalizar la incorporacién de
nucleétidos para extender un extremo hidroxilo 3' de un oligonucleétido (por ejemplo, un cebador) unido a una molécula
de &cido nucleico diana y/o un extremo hidroxilo 3' en un sitio de mella en una molécula de ADN bicatenario, en
combinacion con una actividad de desplazamiento de hebra. Dichas polimerasas también carecen o tienen actividad
exonucleasa 5'-3' sustancialmente reducida y pueden incluir aguellas que son terméfilas. Las ADN polimerasas Utiles
en métodos en los que intervienen cebadores con nucledtidos modificados en 2' en la regién del cebador que
comprende los seis nucledtidos del extremo 3 incluyen derivados y variantes de la ADN polimerasa | aislada de
Bacillus stearothermophilus, también clasificado como Geobacillus stearothermophilus, y de cepas bacterianas,
aislamientos y especies estrechamente relacionados que comprenden el género Geobacillus, que carecen o tienen
actividad exonucleasa 5'-3' sustancialmente reducida y tienen actividad de desplazamiento de hebra. Los ejemplos de
polimerasas incluyen, pero no se limitan a los fragmentos mayores de ADN polimerasa | Bst, ADN polimerasa Bsu,
ADN polimerasa phi29, ADN polimerasa | Gst y ADN polimerasa | Gka. Los ejemplos de polimerasas incluyen, pero
no se limitan a BST (fragmento mayor), ADN polimerasa | (E. coli}, ADN polimerasa |, fragmento mayor (Klenow),
fragmento de Klenow (3'-5' exo-), ADN polimerasa T4, ADN polimerasa T7, ADN polimerasa Deep VentR (exo-), ADN
polimerasa Deep VentR, DyNAzime, ADN polimerasa de alta fidelidad Therminator, ADN polimerasa Therminator 1,
ADN polimerasa AmpliTherm, ADN polimerasa Taq, ADN polimerasa Tth, ADN polimerasa Tfl, ADN polimerasa Tgo,
ADN polimerasa SP6 y ADN polimerasa Thr.

Un agente de mellado (til en los métodos descritos en la presente memoria es una entidad quimica capaz de reconocer
y unirse a una estructura especifica en moléculas de acido nucleico bicatenarias y romper un enlace fosfodiéster entre
nucleétidos contiguos en la hebra superior con una tasa sustancialmente mayor que la rotura del enlace fosfodiéster
entre nucledtidos contiguos en la hebra inferior tras su unién a la estructura especifica reconocida, con lo que se crea
un grupo hidroxilo 3' libre en el nucleétido terminal que precede al sitio de mella y que puede extenderse mediante una
polimerasa de desplazamiento de hebra deficiente en exonucleasa 5'-3'. Preferiblemente, la tasa de escisién del enlace
fosfodiéster de la hebra superior para el "agente de mellado" se aproxima al 100 %, mientras que la tasa de escision
del enlace fosfodiéster de la hebra inferior se aproxima al 0 %. Los agentes de mellado dtiles en los métodos descritos
en la presente memoria pueden ser enzimas, es decir, catalizadores autorregenerantes que actdan sobre multiples
moléculas sustrato o catalizadores no regenerantes que actian sobre una sola molécula de sustrato en una proporcion
equimolar.

Una enzima de mellado se une a un ADN bicatenario y escinde una hebra de un dlplex bicatenario. En los métodos
descritos en la presente memoria, la enzima de mellado escinde la hebra superior (la hebra que comprende la
secuencia 5'-3' del sitio de reconocimiento para el agente de mellado). La enzima de mellado puede escindir la hebra
superior solamente y en direccién 3' con respecto al sitio de reconocimiento. La reaccion puede comprender el uso de
una enzima de mellado que escinde o mella en direccion 3 del sitio de unién, de manera que la secuencia del producto
no contiene el sitio de mellado. El uso de una enzima que escinde en direccién 3’ del sitio de unién permite una
extension mas facil por la polimerasa, sin tener que desplazar la enzima de mellado. Idealmente, la enzima de mellado
es funcional en las mismas condiciones de reaccién que la polimerasa. Los ejemplos de enzimas de mellado incluyen,
pero no se limitan a N.Bst9l, N.BstSEl, Nb.BbvCl (NEB), Nb.Bpu10Il (Fermentas), Nb.Bsml (NEB), Nb.BsrDI (NEB),
Nb.Btsl (NEB), Nt.Alwl (NEB), Nt.BbvCl (NEB), Nt.Bpu10l (Fermentas), Nt.BsmAl, Nt.BspD6l, Nt.BspQl (NEB),
Nt.BstNBI (NEB), y Nt.CviPIl (NEB). Las secuencias de los sitios de reconocimiento para las enzimas de mellado se
proporcionan en la tabla 1.

Las enzimas de mellado también incluyen enzimas de mellado disefiadas, creadas por modificacion de la actividad de
escision de endonucleasas de restriccion (NEB Expressions, julio de 2006, vol. 1.2). Cuando las endonucleasas de
restriccion se unen a sus secuencias de reconocimiento en el ADN, dos sitios cataliticos dentro de cada enzima para
hidrolizar cada hebra dirigen dos reacciones hidroliticas independientes que proceden en paralelo. Es posible disefiar
enzimas de restriccién alteradas que hidrolicen solo una hebra del diplex para producir moléculas de ADN "melladas”
(hidroxilo 3, fosfato 5'), en lugar de escindidas. Las enzimas de mellado también pueden incluir proteinas CRISPR/Cas
modificadas, nucleasas efectoras de tipo activadores de transcripcién (TALEN) y nucleasas con dedos de zinc que
tienen actividad mellasa.

Una reaccion de amplificacién por mellado comprende tipicamente nucleétidos, tales como, por ejemplo, trifosfatos de
didesoxirribonucleésidos (ANTP). La reaccidén también puede llevarse a cabo en presencia de dNTP que comprenden
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una fraccion detectable que incluye, pero no se limita a un radiomarcador (por ejemplo, 2P, 33P, 25|, 35G) una enzima
(por ejemplo, fosfatasa alcalina), un marcador fluorescente (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC)), biotina,
avidina, digoxigenina, antigenos, haptenos o fluorocromos. La reaccién comprende ademas ciertas sales y tampones
que hacen posible la actividad de la enzima de mellado y la polimerasa.

Ventajosamente, la reaccion de amplificacion por mellado se lleva a cabo en condiciones sustancialmente isotérmicas
en las que la temperatura de la reaccién es mas o menos constante durante el transcurso de la reaccién de
amplificacién. Debido a que no se necesitan ciclos de temperatura entre una temperatura superior y una temperatura
inferior, la reaccion de amplificaciéon por mellado puede llevarse a cabo en condiciones en las que seria dificil llevar a
cabo una PCR convencional. Normalmente, la reaccién se lleva a cabo a aproximadamente entre 35 °C y 90 °C (por
ejemplo, a aproximadamente 35, 37, 42, 55, 60, 65, 70, 75, 80 u 85 °C). Ventajosamente, no es esencial mantener la
temperatura con un alto grado de precisioén. Es aceptable cierta variabilidad de temperatura.

Los conjuntos de cebadores para reacciones de amplificacion se seleccionan por tener un AAG < -15, -16, 17, -18,
-19, -20, -25, -30 kcal/mol o mas. Las caracteristicas de rendimiento de las reacciones de amplificacién pueden
alterarse aumentando la concentracion de uno o mas oligonucleétidos (por ejemplo, uno o0 mas cebadores y/o sondas)
y/o sus proporciones. Las altas concentraciones de cebadores también favorecen la formacién de dimeros de
cebadores. La concentracion de un cebador puede ser de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000 nM o
mas. También es posible utilizar modificadores de la temperatura de fusién (Tm) y de la tasa de reaccion, tales como
(pero sin limitarse a) etilenglicol y glicerol, para disminuir la temperatura de fusion de los oligonucleétidos. Ademas,
pueden usarse modificadores de la tasa de reaccion de la ADN polimerasa (tales como dNTP y la concentracién de
magnesio) para alterar la tasa de reaccién y obtener una mayor precisién en la cuantificacion. Las secuencias de la
cola 5' de los cebadores directo e inverso pueden tener la misma secuencia de acido nucleico.

En la presente memoria se describen métodos para monitorizar una reaccién de amplificacién por mellado en tiempo
real. La amplificacién cuantitativa de un acido nucleico puede utilizar la amplificacion de un acido nucleico diana junto
con una amplificacién control de una cantidad conocida. La cantidad del &cido nucleico diana puede calcularse como
una cuantificacién absoluta o una cuantificacion relativa (semicuantitativa) a partir de la fuente de control (control
exogeno o endégeno).

La cuantificacién de la secuencia nucleotidica desconocida puede lograrse mediante la comparaciéon del umbral de
amplificacion logaritmica de la incognita con una serie de secuencias diana conocidas en un conjunto de reacciones
separado o en la misma reaccién; o como producto de una coamplificacién interna endégena o exégena que produce
un valor umbral, indicativo de un resultado positivo (si la incégnita supera el umbral} o un resultado negativo (si la
incoégnita no supera el umbral).

En la presente memoria se describe un método para disefiar un ensayo de amplificacién isotérmica por desplazamiento
de hebra dependiente de un agente de mellado sin cribado experimental de una multitud de combinaciones de
candidatos de cebadores directos y/o cebadores inversos. Se identifica una region de 35 a 70 pb de longitud dentro
de la secuencia diana que tiene una secuencia de 12 a 20 pb en la porcion central con una Tm 2 la temperatura del
ensayo (por ejemplo, ~55 °C). Se identifican secuencias adyacentes de 12 pb a 20 pb de longitud inmediatamente en
direccion 3’ y en direccién 5° de la regién central de 15 a 20 pb de longitud, segun los criterios anteriores. Las Tm de
las secuencias bicatenarias adyacentes elegidas en direccion 3’ y en direccion 5’ difieren entre si en menos de + 3 °C.
Se crea un par de cebadores directo e inverso especifico de la diana uniendo una regién de cola 5' para obtener un
cebador formador de dimeros estable al extremo 5' de la secuencia adyacente de 12-20 bases en direccién 5’ y al
extremo 5' de la hebra complementaria a la secuencia adyacente de 12-20 bases en direccion 3'. Al combinar el
cebador directo, el cebador inverso y una sonda, el cebador que dirige la sintesis de la hebra complementaria a la
sonda estd en exceso sobre el otro cebador en una proporcion molar de aproximadamente 1,1:1 a 10:1. La
concentracién combinada de un cebador en el ensayo no es superior a 1000 nM. El método de disefio del ensayo
también puede usarse para convertir un ensayo de PCR prevalidado para un amplicén < 70 pb en un ensayo de
amplificacion isotérmico por desplazamiento de hebra dependiente de un agente de mellado.

Disefio de cebadores

Los métodos convencionales para el disefio de cebadores se han centrado en la temperatura de fusién del cebador,
la temperatura de hibridaciéon del cebador, el contenido de GC (guanina y citosina), la longitud del cebador y la
minimizacién de las interacciones del cebador con todo lo que no sea el acido nucleico diana (véase, por ejemplo,
www.premierbiosoft.com/tech_notes/PCR_Primer_Design.html). Al contrario de estos métodos, se ha encontrado que
los cebadores que forman dimeros de cebador estables, lo que se expresa en términos de energia libre de formacion
(AG), funcionan predeciblemente en reacciones de amplificacién de acidos nucleicos. Mientras que la energia libre
(AG) y la temperatura de fusién (Tm) comparten componentes primarios, entalpia (AH) y entropia (AS), los valores de
AG y Tm se derivan de manera diferente y no tienen una relacion correlativa, y la Unica manera de relacionar un valor
de AG dado con un valor de Tm dado es conocer explicitamente los valores de AH y AS de los que derivan (Manthey,
"mFold, Delta G, and Melting Temperature" ©2005 y 2011 Integrated DNA Technologies). Las figuras 1-11 se refieren
al disefio de cebadores 6ptimos.

La energia libre de formacién (AG) para estructuras de cebadores intermoleculares puede calcularse mediante
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formulas conocidas en la técnica. Se dispone de varios programas para determinar la formacién de diversas
estructuras de cebadores intramoleculares e intermoleculares y calcular sus AG, incluidos, por ejemplo, los algoritmos
de prediccién mfold y UNAfold (véase, por ejemplo, Markham y Zuker, UNAFold: Software for Nucleic Acid Folding
and Hybridization, Bioinformatics: volumen 2, capitulo 1, pags. 3-31, Humana Press Inc., 2008; Zuker et al., Algorithms
and Thermodynamics for RNA Secondary Structure Prediction: A Practical Guide, en RNA Biochemistry and
Biotechnology, 11-43, NATO ASI Series, Kluwer Academic Publishers, 1999; M. Zuker, Prediction of RNA Secondary
Structure by Energy Minimization, Methods in Molecular Biology, 267-294, 1994; Jaeger et al., Predicting Optimal and
Suboptimal Secondary Structure for RNA, en Molecular Evolution: Computer Analysis of Protein and Nucleic Acid
Sequences, Methods in Enzymology 183, 281-306, 1990; Zuker, On Finding All Suboptimal Foldings of an RNA
Molecule, Science 244, 48-52, 1989). OligoAnalyzer 3.1 es una implementacién de este tipo de mfold para el disefio de
cebadores (www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). Por ejemplo, con referencia a OligoAnalyzer 3.1, los
célculos de AG pueden realizarse con los siguientes parametros: tipo de diana: ADN; concentracion de oligonucleétido
0,25 uM; concentracién de Na*: 60 mM; concentracion de Mg*: 15 mM; y concentracién de NTP: 0,3 mM.

Region de reconocimiento 3'

En la presente memoria se describe un cebador con una secuencia de reconocimiento 3' cuya formacion del par
cebador-diana es estable (AG < aproximadamente -20 kcal/mol o mas) y tiene el potencial de aumentar el rendimiento
de la reaccién de amplificacion de un acido nucleico. La regién de reconocimiento 3' se une especificamente a una
molécula de acido nucleico, por ejemplo, una secuencia complementaria a la molécula de acido nucleico. La regién
de reconocimiento 3' tiene una secuencia que es complementaria a 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 bases 0 mas
de la secuencia de un acido nucleico. La regién de reconocimiento 3' puede comprender una o mas bases de inosina.
La regién de reconocimiento 3' puede comprender no mas de 2/12 inosinas. La temperatura de fusién del par cebador-
diana puede ser igual o superior a 8 °C o 6 °C por debajo de la temperatura de reaccion o extensiéon del ensayo (Tm
= temperatura de ensayo - 8°). La secuencia de reconocimiento 3' puede comprender 12-20, 12-17 0 12-14 bases. La
formacion del par cebador-diana puede ser més estable que la formacién del autodimero (por ejemplo, AAG <
aproximadamente -15, -16, -17, -18, -19, -20 kcal/mol o mas). Preferiblemente, la secuencia de reconocimiento 3' no
contiene secuencias autocomplementarias, pequefias repeticiones invertidas (por ejemplo, >4 bases/repeticion), o
secuencias que de otro modo promuevan interacciones intramoleculares, con potencial de interferir con la hibridacion
cebador-diana.

Puede disefiarse un cebador con una Tm de 56 °C con 4 bases especificas de la secuencia al final del cebador que
pueden no contribuir a la hibridacién. El cebador puede serun 16, 17, 18, 19, 20 o0 21-mero.

En la presente memoria se describe un cebador con una secuencia de reconocimiento 3' que es Util en ensayos de
amplificacién por mellado. Adicionalmente, la regién de reconocimiento 3' especifica de la diana comprende uno o
mas nucledtidos modificados en 2' (por ejemplo, 2'-O-metilo, 2'-metoxietoxi, 2'-flior, 2'-alquilo, 2'-alilo, 2'-O-[2-
(metilamino)-2-oxoetilo], 2'-hidroxilo (ARN), 4'-tio, 4-CH2-O-2'-puente, 4'-(CH2)2>-O-2-puente y 2-O-(N-
metilcarbamato)). Sin limitarse a teoria alguna, se supone que la incorporacién de uno o mas nucleétidos modificados
en 2' en las regiones de reconocimiento reduce o elimina las interacciones intermoleculares y/o intramoleculares de
cebadores/moldes (por ejemplo, la formacién de dimeros de cebador) y, de este modo, se reduce o elimina la sefial
de fondo en la amplificacion isotérmica. El nucleétido modificado en 2' tiene preferiblemente una base que aparea con
la secuencia diana. Puede haber dos o mas nucleétidos modificados en 2' (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas nucleétidos
modificados en 2') en la regién de reconocimiento especifico de la diana (por ejemplo, un bloque de nucleétidos
modificados). El bloque de nucleétidos modificados en 2' puede situarse en el extremo 3' de la regién de
reconocimiento especifico de la diana. El bloque de nucleétidos modificados en 2' puede situarse en el extremo 5' de
la region de reconocimiento especifico de la diana. Cuando el bloque de nucleétidos modificados en 2' se sitlia en el
extremo 5' de la regién de reconocimiento especifico de la diana, los nucleétidos modificados en 2' pueden estar
separados del sitio de mella por uno o mas nucledtidos no modificados (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas nucleotidos no
modificados en 2'}. Los solicitantes han encontrado que la situacion de uno o méas nucleétidos modificados en 2' o0 de
un bloque de nucleétidos modificados en 2' altera la cinética de la amplificacion. Cuando el uno o mas nucle6tidos
modificados en 2' o el bloque de nucledtidos modificados en 2' se posicionan en o cerca del extremo 5' de la regién de
reconocimiento o proximos al sitio de mella, las reacciones de amplificacion en tiempo real muestran una disminucién
del tiempo hasta la deteccion. Adicionalmente, la curva de la sefial se contrae y la pendiente de la curva se desplaza.

Las proporciones de un cebador con uno o mas nucleétidos modificados en 2' pueden usarse para alterar el tiempo
hasta la deteccién y/o la eficiencia de la reaccidn para “ajustar’ las reacciones, con el resultado de un control predecible
sobre la cinética de la reaccion. El aumento de la proporcién de un cebador con uno o mas nucleétidos modificados
en 2' en el extremo 3' de la secuencia de reconocimiento con respecto a un cebador con uno o mas nucleétidos
modificados en 2' en el extremo &' de la secuencia de reconocimiento contrae la curva de la sefial y desplaza la
pendiente de la curva. Es ventajoso poder "ajustar" una reaccién para proporcionar un medio para manipular tanto el
tiempo hasta la deteccién como la eficiencia de la reaccién. La cuantificacion relativa mediante un control interno
requiere que se cumplan dos condiciones importantes. En primer lugar, es beneficioso poder modificar el tiempo hasta
la deteccion de una reaccién creando una condicion de reaccién no competitiva. Por lo tanto, al hacer que la reaccion
del control sea detectable en un punto temporal posterior (en relaciéon con la diana de interés), la reaccion del control
no compite con la diana especifica de interés ni siquiera cuando la diana de interés es poco abundante inicialmente.
En segundo lugar, para asegurar un célculo de la abundancia relativa verdadera, se requiere que las reacciones del
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control y la diana especifica tengan eficiencias equivalentes. Al controlar la eficiencia de cada reaccion mediante una
condicion de "ajuste” se hace posible que las reacciones sean equivalentes, lo que permite calculos de cuantificacion
relativa satisfactorios. El ajuste de las reacciones puede usarse para hacer que las eficiencias de amplificacion del
acido nucleico diana y de amplificacion del acido nucleico de referencia (por ejemplo, estandar interno) sean
equivalentes en PCR cuantitativa (PCRq). Adicionalmente, las curvas de amplificaciéon del acido nucleico diana y el
estandar interno pueden alterarse de modo que el tiempo de deteccién de sus productos de amplificacion se separe,
a la vez que se proporciona la misma eficiencia para la amplificacion del acido nucleico diana y la amplificacion del
estandar interno. Mediante el uso de combinaciones y proporciones especificas de las estructuras oligonucleotidicas
dentro de una reaccion es posible crear condiciones que permitan un rendimiento de la reaccion ajustado.

Regién de dimerizacion de la cola &'

En la presente memoria se describe un cebador con una regién de cola 5' capaz de autodimerizacién que aumenta el
rendimiento de la reaccion de amplificacion de un acido nucleico. Sin limitarse a teoria alguna, en una reaccion de
amplificacién de un acido nucleico, el cebador hibrida con el acido nucleico diana como dimero de cebador. Por
ejemplo, los cebadores de amplificacién por mellado tienen un sitio de reconocimiento para el agente de mellado
presente en el extremo 5' que no esta relacionado con la especificidad de unién del cebador para la secuencia de
reconocimiento diana. Los productos inespecificos de fondo por interacciones inespecificas de los cebadores tienen
el potencial de secuestrar componentes de reaccidon que de otro modo se habrian utilizado para la amplificacion del
producto especifico. La formacién del homodimero puede ser estable (por ejemplo, AG < aproximadamente -30, -35,
-40, -45, -50, -55, -60 kcal/mol o mas). El homodimero puede tener una temperatura de fusién superior a la temperatura
de la reaccién de extension. La region de la cola §' puede tener una secuencia palindrémica. La regién de la cola 5'
puede tener al menos 20 bases (por ejemplo, 20, 21, 22, 23, 24 bases) de longitud. La regién de la cola 5' puede tener
un contenido de GC del 80-90 %. La formacion del homodimero puede ser mas estable que la formacién de otras
conformaciones de dimeros de cebador menos estables (por ejemplo, AAG < aproximadamente -12, -13, -14, -15,
-16, -17, -18, -19, -20, -25, -30, -35, -40 kcal/mol o mas).

En la presente memoria se describe un cebador con una secuencia de cola 5' que es Util en reacciones de amplificacion
por mellado. Para uso en reacciones de amplificacién por mellado, la regién de la cola 5' comprende uno o mas sitios
de reconocimiento para agentes de mellado y la regién de la cola 5' tiene una secuencia invertida simétricamente. La
region de la cola 5' puede contener un nimero par de nucleétidos (por ejemplo, 22, 24 nucleétidos). El sitio de mella
esta disefiado para estar posicionado entre el nucleétido en el extremo 3' de la regién de la cola 5' y el nucleétido en
el extremo 5' de |a region de reconocimiento 3'. Sin limitarse a teoria alguna, la enzima de mellado no escinde el sitio
de mella cuando el reconocimiento 3' es monocatenario. Sin embargo, la escision en el sitio de mella se produce
cuando la regién de reconocimiento 3' es bicatenaria (por ejemplo, cuando el cebador se incorpora en una molécula
de acido nucleico diana bicatenaria durante el transcurso de la reaccion de amplificacion del acido nucleico). Pueden
generarse ejemplos de secuencias de la region de la cola 5' de 24 nucleétidos de longitud con una secuencia de
reconocimiento para Nit.BstNBI a partir del siguiente molde 5'-NNNNGACTCNNNNNGAGTCNNNNN-3'. Basandose
en este molde, hay 537.824 secuencias de cola 5' con las siguientes propiedades: AG = -48 Kcal/mol a -62 kcal/mol,
AAG < -40 kcal/mol; y contenido de GC del 68 % al 84 %. De estas, se proporcionan 1050 secuencias seleccionadas,
que representan el 0,2 % del todo el espacio de secuencias (248.832). Ejemplos de secuencias de la regién de la cola 5'
de 22 nucleétidos de longitud con una secuencia de reconocimiento para Nt.BstNBI a partir del siguiente molde 5'-
NNNGACTCNNNNGAGTCNNNN-3'. Basandose en este molde, hay 248.832 secuencias de cola 5' con las siguientes
propiedades: AG = -47 kcal/mol a -55 kcal/mol; AAG < -40 kcal/mol; y contenido de GC del 72 % al 82 %. De estas, se
proporcionan 200 secuencias seleccionadas, que representan el 0,08 % del todo el espacio de secuencias (248,832).

Moléculas de acido nucleico diana

Los métodos y composiciones descritos en la presente memoria son Utiles para la amplificacion y/o identificacion de
una molécula de acido nucleico en una muestra de prueba. Las secuencias diana se amplifican a partir de
practicamente cualquier muestra que comprenda una molécula de acido nucleico.

Los ejemplos de muestras de prueba incluyen fluidos corporales (por ejemplo, saliva, sudor, lagrimas, fluidos que se
acumulan en una cavidad corporal, orina, eyaculado, secrecién vaginal, liquido cefalorraquideo, linfa, heces, esputo,
fluido de descomposicion, vémitos, sudor, leche materna, sangre, suero y plasma), extractos de tejidos, medios de cultivo
(por ejemplo, un liquido en el que se ha cultivado una célula, tal como una célula patégena), muestras ambientales,
productos agricolas u otros productos alimenticios, y sus extractos, y etiquetas de identificacion de ADN. Si se desea, la
muestra se purifica antes de su inclusiéon en una reaccién de amplificacion por mellado mediante cualquier método
convencional usado normalmente para aislar una molécula de acido nucleico de una muestra biolégica.

Los cebadores pueden amplificar un acido nucleico diana de un patégeno para detectar la presencia del patégeno en
una muestra. Para aplicaciones ambientales, las muestras de prueba pueden incluir agua, extractos liquidos de
materiales de construccién (por ejemplo, paneles de yeso, placas de techo, tableros de pared, telas, papel de pared y
revestimientos de suelo) que pueden haber estado expuestos a un sujeto infectado con un patégeno, hisopos
ambientales o cualquier otra muestra.
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Aplicaciones

La amplificacion de acidos nucleicos diana mediante cebadores descrita en la presente memoria tiene caracteristicas
Utiles para la deteccion rapida de moléculas de acidos nucleicos diana. Las composiciones y métodos descritos en la
presente memoria son Utiles en el diagndstico humano, donde se desea una respuesta diagnéstica rapida (por ejemplo,
una amplificacién detectable en menos de 20, 15, 10, 9, 8, 7, 6, 5 minutos o menos). En la presente memoria se
describe el uso de un ensayo de reaccién de amplificaciéon por mellado para diagnéstico humano o veterinario en
entornos clinicos o0 en el campo. También se describe el uso de ensayos de reaccién de amplificacion por mellado en
trabajos de diagnostico de campo, donde no hay acceso a equipos de termociclado o seria prohibitivamente costoso.
También se describe el uso de ensayos de reaccién de amplificaciéon por mellado en un entorno clinico, donde se
desean respuestas cuantitativas rapidas.

Sondas oligonucleotidicas detectables

La descripcion incluye la deteccién cuantitativa de moléculas de acido nucleico diana o amplicones de las mismas en
una reaccién de amplificacion por mellado mediante sondas polinucleotidicas detectables no amplificables que
comprenden al menos una molécula de detencién de la polimerasa (por ejemplo, una modificacién nucleotidica u otra
fraccién que hace que el oligonucleétido sea capaz de unirse a una molécula de acido nucleico diana, pero sea incapaz
de soportar la extension del molde utilizando la sonda oligonucleotidica detectable como diana). Sin limitarse a teoria
alguna, la presencia de una o mas fracciones que no permiten la progresion de la polimerasa probablemente provoca
la detencién de la polimerasa por adiciones de estructuras que no son de acido nucleico al oligonucleétido o a través
del estancamiento de una polimerasa replicativa (es decir, un espaciador C3, bases de ADN dafiadas, otra fraccion
espaciadora, bases 2'-OMe). Estas construcciones impiden o reducen asi la amplificacion ilegitima de la sonda durante
el transcurso de una reaccidon de amplificacién por mellado. Esto las distingue de las sondas de deteccion
convencionales, que deben afiadirse al final de la reaccién de amplificacion por mellado para evitar su amplificacion.

Las sondas de deteccién convencionales han demostrado ser poco practicas para cuantificar una reaccion de
amplificacién por mellado en tiempo real. Si se incorporan sondas de deteccion convencionales en la reaccién de
amplificacion por mellado, estas sondas de deteccién convencionales se amplifican simultdneamente con la diana. La
amplificacién de estas moléculas de deteccién enmascara la detecciéon de los amplicones diana legitimos debido al
numero de moléculas iniciales de la sonda de deteccion al comienzo de la reaccion.

La descripcion incluye una sonda polinucleotidica detectable no amplificable que comprende al menos una molécula
de detencion de polimerasa. Una molécula de detencion de polimerasa de la invencion incluye, pero no se limita a,
una modificacion nucleotidica u otra fraccién que bloquea la extension del molde mediante ADN polimerasas
replicativas, con lo que se impide la amplificacion de las moléculas de deteccién; pero puede permitir la hibridacion
adecuada o el espaciado de nucleétidos con la molécula diana o copias amplificadas de la molécula diana. Una sonda
oligonucleotidica detectable puede comprender un espaciador de 3 carbonos (espaciador C3) que impide o reduce la
amplificacion ilegitima de una molécula de deteccién.

Una sonda oligonucleotidica detectable puede comprender una o mas bases nucleotidicas modificadas con mayor
afinidad de unién a un nucleétido complementario. Los ejemplos de bases modificadas incluyen, pero no se limitan a
2'-fluoroamiditos y 2'OMe-ARN-amiditos (que también funcionan como moléculas de detencion de la polimerasa). Las
sondas oligonucleotidicas detectables pueden sintetizarse con fluoréforos de diferentes colores y pueden disefiarse
para hibridar practicamente con cualquier secuencia diana. En vista de su notable especificidad, se usa una sonda
polinucleotidica detectable no amplificable para detectar una molécula de acido nucleico diana individual en una
muestra, 0 se usa en combinacién con sondas oligonucleotidicas detectables, cada una de las cuales se une a una
molécula de &cido nucleico diana diferente. Por consiguiente, las sondas polinucleotidicas detectables no amplificables
pueden usarse para detectar una o mas moléculas de acido nucleico diana en la misma reaccion, lo que permite
cuantificar estas dianas simultdneamente. La descripcion abarca el uso de tales fluoroforos junto con las sondas
oligonucleotidicas detectables descritas en la presente memoria.

Implementacion en hardware y/o software

Los métodos descritos en la presente memoria pueden implementarse en un hardware o software de propésito general
o programado especialmente. Por ejemplo, los métodos pueden implementarse mediante un medio legible por
ordenador. Por consiguiente, en la presente memoria se describe un producto de software y/o programa informatico
configurado para realizar los algoritmos y/o métodos descritos en la presente memoria. Es bien conocido por un
experto en la técnica como configurar un software que puede realizar los algoritmos y/o métodos proporcionados en
la presente memoria. El medio legible por ordenador puede ser no transitorio y/o tangible. Por ejemplo, el medio legible
por ordenador puede ser una memoria volatil (por ejemplo, una memoria de acceso aleatorio y similares) o una
memoria no volatil (por ejemplo, una memoria de solo lectura, discos duros, disquetes, cinta magnética, discos 6pticos,
tabletas de papel, tarjetas perforadas y similares). Las instrucciones ejecutables por ordenador pueden escribirse en
un lenguaje informatico adecuado o una combinacién de varios lenguajes. Los métodos basicos de biologia
computacional se describen, por ejemplo, en Setubal y Meidanis et al., Introduction to Computational Biology Methods
(PWS Publishing Company, Boston, 1997); Salzberg, Searles, Kasif, (ed.), Computational Methods in Molecular
Biology, (Elsevier, Amsterdam, 1998); Rashidi y Buehler, Bioinformatics Basics: Application in Biological Science and
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Medicine (CRC Press, Londres, 2000) y Ouelette y Bzevanis, Bioinformatics: A Practical Guide for Analysis of Gene
and Proteins (Wiley & Sons, Inc., 2.2 ed., 2001).

La presente invencién también puede hacer uso de diversos productos de programas informaticos y software para una
variedad de propésitos, tales como disefio de sondas, gestiébn de datos, andlisis, y operacién de instrumentos.
(Véanse, las patentes de los EE. UU. n® 5593.839, 5.795.716, 5.733.729, 5.974.164, 6.066.454, 6.090.555,
6.185.561, 6.188.783, 6.223.127, 6.229.911 y 6.308.170). En la presente memoria se describen métodos para
proporcionar informacién genética a través de redes tales como internet, como se muestra en los documentos de EE.
UU. con los numeros de serie 10/197.621, 10/063.559 (publicacién de patente de los EE. UU. n.° 20020183936},
10/065.856, 10/065.868, 10/328.818, 10/328.872, 10/423.403 y 60/482.389.

Kits

En la presente memoria se describen Kits para ensayar la actividad de una enzima de mellado y una polimerasa. Los
kits pueden incluir la molécula sustrato de la invencién. En la presente memoria se describen Kits para la amplificacion
de una molécula de acido nucleico, incluida la molécula sustrato para su uso como control exégeno. Dichos kits son
Utiles para la deteccién o cuantificacién de un acido nucleico en una muestra biolégica obtenida de un sujeto. Los kits
descritos en la presente memoria pueden comprender, por ejemplo, ADN polimerasas, cebadores directos e inversos,
y una o mas enzimas de mellado, como se describen en la presente memoria, y una sonda detectable. Cuando han
de amplificarse secuencias de patdgenos multiples y los moldes disefiados para esas secuencias diana comprenden
los sitios de mellado enzimatico para la misma enzima de mellado, pueden incluirse entonces una o dos enzimas de
mellado. Cuando los moldes son reconocidos por diferentes enzimas de mellado, pueden incluirse mas enzimas de
mellado en el kit como, por ejemplo, 3 o0 mas.

En la presente memoria se describe un kit para la amplificacién de un acido nucleico que comprende una ADN
polimerasa; un cebador primario, un cebador secundario, una enzima de mellado con especificidad para un sitio de
union a la enzima de mellado dentro de los cebadores, y desoxinucleétidos trifosfato (ANTP) (por ejemplo, en una
solucién tamponada que contiene componentes suficientes para la amplificacion). El cebador primario y el cebador
secundario pueden tener cada uno una regién de reconocimiento especifico en el extremo 3' de secuencia
complementaria o sustancialmente complementaria a la secuencia diana, en donde la regién de reconocimiento
especifico en el extremo comprende uno o mas nucleétidos modificados en 2'; una region de cola en el extremo 5' que
contiene un sitio de unién a la enzima de mellado en direcciéon 5 con respecto a las secuencias de la region de
reconocimiento especifico en el extremo 3' que puede dimerizarse consigo misma (por ejemplo, es
autocomplementaria). Uno o mas cebadores pueden estar en una configuracién de dimero de cebador (por ejemplo,
producida calentando aproximadamente a la Tm y enfriando lentamente).

Los kits descritos en la presente memoria también pueden comprender uno o mas de los componentes en cualquier
numero de recipientes, paquetes, tubos (por ejemplo, de <0,2 ml, 0,2 ml, 0,6 ml, 1,5 ml, 5,0 ml, >5,0 ml), viales, placas
de microtitulacién (por ejemplo, de <96 pocillos, 96 pocillos, 384 pocillos, 1536 pocillos, >1536 pocillos), ArrayTape, y
similares, individuales, o los componentes pueden combinarse en diversas combinaciones en tales recipientes. El Kit
puede comprender ademas un par de cebadores capaces de unirse a una secuencia de referencia y amplificarla. El
kit puede comprender uno o mas cebadores en una configuraciéon de dimero de cebador (por ejemplo, producida
calentando aproximadamente a la Tm y enfriando lentamente). El kit puede comprender un recipiente estéril que
contiene los cebadores; tales recipientes pueden ser cajas, ampollas, botellas, viales, tubos, bolsas, saquitos, envases
de tipo blister u otra forma de recipiente adecuada conocida en la técnica. Dichos recipientes pueden estar hechos de
plastico, vidrio, papel laminado, lamina metélica u otros materiales adecuados para contener acidos nucleicos.

Los componentes del kit pueden estar presentes, por ejemplo, en uno o mas recipientes, por ejemplo, todos los
componentes pueden estar en un recipiente o, por ejemplo, las enzimas pueden estar en un recipiente separado de
los cebadores. Los componentes pueden, por ejemplo, estar secos (por ejemplo, en polvo) o en un tampén estable
(por ejemplo, estabilizado quimicamente, estabilizado térmicamente). Los componentes secos pueden prepararse, por
ejemplo, mediante liofilizacién, vacio y secado asistido por centrifugaciéon y/o secado a temperatura ambiente. La
polimerasa y las enzimas de mellado pueden estar en forma liofilizada en un Unico recipiente, y los cebadores,
liofilizados, criodesecados, o en un tampoén, en un recipiente diferente. La polimerasa, las enzimas de mellado y los
cebadores pueden estar, en forma liofilizada, en un Unico recipiente. La polimerasa y la enzima de mellado pueden
estar separadas en diferentes recipientes.

Los kits pueden comprender ademas, por ejemplo, los dNTP usados en la reaccién o nucleétidos modificados, cubetas
u otros recipientes usados para la reaccion, o un vial de agua o tampén para rehidratar los componentes liofilizados. El
tampén usado puede ser apropiado, por ejemplo, tanto para la actividad de polimerasa como de la enzima de mellado.

Los kits también pueden comprender instrucciones para realizar uno 0 mas métodos descritos en la presente memoria
y/o una descripcion de una 0 mas composiciones o reactivos descritos en la presente memoria. Las instrucciones y/o
descripciones pueden estar en forma impresa y pueden incluirse en un manual del kit. Un kit también puede incluir
una descripcidn escrita de un sitio de Internet que proporciona tales instrucciones o descripciones.

A menos que se indique lo contrario, la practica de la presente invencién emplea técnicas convencionales de biologia
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molecular (incluidas técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e inmunologia, que entran
dentro del &mbito del experto en la materia. Tales técnicas se explican detalladamente en la bibliografia, por ejemplo,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual', segunda edicién (Sambrook, 1989); "Oligonucleotide Synthesis" (Gait,
1984); "Animal Cell Cuiture" (Freshney, 1987); "Methods in Enzymology" "Handbook of Experimental Immunology"
(Weir, 1996); "Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells" (Miller y 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 produccién de los polinucleétidos y polipéptidos de la invencion, v,
como tales, pueden considerarse en la preparacién y practica de la invencion. Las técnicas particularmente Utiles para
realizaciones particulares se analizaran en las secciones que siguen.

Ejemplos

Ejemplo 1. Un sustrato para una reaccion de mellado y extension con un indicador detectable que puede usarse como
molécula de control exdégeno/interno.

La presente invencién proporciona un sustrato para una reaccién de mellado y extension que es un duplex
oligonucleotidico con un sitio de mella en una hebra que esta 5' con respecto a una molécula indicadora fluorescente
detectable unida covalentemente al extremo 3' de la hebra (figuras 1A y 1B). Un extintor en el extremo 5' de la hebra
opuesta impide que la molécula indicadora emita fluorescencia (figuras 1A y 1B). Cuando la molécula sustrato se
mella, la polimerasa puede extender el extremo 3' interno resultante usando la hebra opuesta como molde (figuras 1C-
1E). La extensién por la polimerasa da lugar al desplazamiento de la porcién de la hebra unida al indicador fluorescente
(figura 1E). Cuando el indicador fluorescente se separa del extintor, genera una sefial fluorescente (figura 1E). Pueden
realizarse mejoras adicionales en la molécula sustrato para impedir o minimizar ciclos adicionales de mellado y
extension (figura 1F).

La reaccion de la molécula sustrato en presencia de una enzima de mellado y una polimerasa genera una sefial lineal,
particularmente cuando los extremos 3' de los oligonucledtidos estan bloqueados frente a interacciones adicionales
(figura 2A). La molécula sustrato puede afiadirse a reacciones de amplificacién por mellado como control
exogeno/interno para demostrar la actividad de una enzima de mellado y una polimerasa en la reaccion. La reaccion
de control y la reaccién de amplificacion por mellado comienzan cuando la enzima de mellado y la polimerasa estan
activas y se desarrollan en paralelo. La reaccion de control esta disefiada para minimizar el uso de los componentes
de reaccién, con lo que se minimiza cualquier efecto sobre la reaccién de amplificacién. Ventajosamente, los puntos
finales de reaccion en una reaccién de amplificacién por mellado pueden establecerse como el tiempo en que la
molécula de control exdégena alcanza un valor UFR establecido (figura 2B). Por ejemplo, esto puede usarse para
caracterizar una sefial de amplificacién como positiva o negativa a partir su tiempo de deteccién.

Se realizaron estudios con varias moléculas sustrato que tenian nucleétidos modificados en diversas posiciones
alrededor del sitio de mella (figura 4). Para estos estudios, el extremo 3' del oligonucledtido con el extintor no estaba
bloqueado. Las moléculas sustrato mostraron el perfil de reaccién esperado. Se observé una respuesta lineal rapida
a concentraciones relativamente altas de la enzima de mellado, en la mayoria de los casos con un valor UFR maximo
alcanzado rapidamente en menos de 5 minutos (figuras 5A-5E y 6A-6D). En particular, la molécula sustrato mella -1
que tiene un 2'OMe en la primera posicién 5' del sitio de mella mostré una respuesta retardada en comparacién con
las otras moléculas sustrato (figura 6C). A concentraciones relativamente mas bajas de la enzima de mellado, el tiempo
hasta el valor UFR maximo pudo alargarse (figuras 5D y 5E).

Se hicieron cambios en la longitud de la porcion del oligonucleétido 5' del sitio de reconocimiento GAGTC para la
enzima de mellado (figura 7). Las hebras superiores A, B, C tienen todas actividades equivalentes segun la pendiente.
La curva de reaccion de la hebra superior D, que tiene dos nucleétidos 5' del sitio de reconocimiento para la enzima
de mellado, muestra una ligera diferencia. Se observa una disminucion adicional en la respuesta de reaccion en la
hebra superior E, que tiene un nucleétido 5' del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado. No se observa
reaccion para la hebra superior F, que no tiene nucleétidos 5' del sitio de reconocimiento para la enzima de mellado.
Por tanto, estos datos muestran plena actividad de la enzima de mellado, cuando hay tres o mas nucleétidos en el
lado 5' del sitio de reconocimiento GAGTC para el mellado. La diferencia en las actividades permite la eleccién de las
tasas de reaccion de manera que el control exégeno sea compatible con diferentes ensayos.

Ejemplo 2. Capacidad de ajuste de la reaccién de control exdégeno.

En un aspecto de la invencién, la reaccion de control exégeno puede ajustarse, lo que permite la personalizaciéon de
la reaccién de control exégeno para llevarla a cabo con un conjunto dado de condiciones de reaccion de amplificacion
por mellado. Usando diferentes proporciones de moléculas sustrato que comprenden nucleétidos no modificados y
modificados, puede controlarse la tasa de reaccion (figura 8). La hebra superior no modificada (A) se titulé con el
oligonucleotido modificado doblemente con metoxi (G). La tasa de reaccion (pendiente) se controlé con las cantidades
afiadidas del oligonucleétido modificado, y pudo ajustarse para alcanzar un umbral deseado en un tiempo
predeterminado. Estos resultados demuestran que pueden usarse mezclas de la molécula de control exégeno como
"temporizador de la reaccion" ademas de como control de reaccién positivo.

En otro aspecto, la reaccion de control exégeno puede ajustarse situando nucleétidos modificados con 2'OMe en
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diversas posiciones dentro de la molécula de sustrato en proximidad del sitio de mella y del sitio de reconocimiento
para la enzima de mellado (figuras 9A y 9B). Se usaron hebras superiores modificadas (A-K y DE) en combinacién
con una hebra inferior bloqueada con un espaciador C3. Los resultados fueron relativamente equivalentes en todos
los casos, menos con la hebra superior D, con la modificacién en la posicion 'mella -1' ((ltima base 5' antes del sitio
de mella para Nt.BstNBI). Los resultados previos también demostraron un pequefio efecto de la hebra superior B al
usar menos enzima de mellado. Se observaron resultados relativamente equivalentes con todos los nucleétidos
modificados con 2'0OMe situados en el sitio de reconocimiento para el mellado (GAGTC). El efecto mas notable se
observé cuando los nucledtidos modificados con 2'OMe se situaron a cada lado del sitio de mella.

Ejemplo 3. Uso del sustrato para la reaccion de mellado y extension para ensayar la actividad de una enzima de
mellado y una polimerasa.

En un aspecto de la invencién, la molécula sustrato puede usarse para analizar las condiciones de reaccién para
determinar las actividades de combinaciones de enzimas de mellado y polimerasas y caracterizar su actividad
combinada. Debido a las diferencias de propiedades (por ejemplo, propiedades térmicas) de las enzimas de mellado
y las polimerasas, existe potencial de optimizacién de las condiciones de reaccion para maximizar la actividad general
de la reaccion de mellado y extensién. Anteriormente a la presente invencién, no se disponia de un andlisis semejante.
La hebra superior modificada se usa junto con una hebra inferior no bloqueada (extremo 3' no bloqueado). La enzima
de mellado y/o la polimerasa pueden analizarse en cuanto a su actividad con estos oligonucleétidos para proporcionar
una reaccion muy controlada de alta replicabilidad, que todavia mimetiza una reaccién de amplificacién verdadera en
términos de la funcién enzimatica. Pueden utilizarse extremos 3' bloqueados 0 no bloqueados dependiendo de la
informacién deseada. Se realizé un estudio que demuestra el efecto de la concentracion de la enzima de mellado
sobre la reaccion de la molécula sustrato (figura 10).

Ejemplo 4. Kit de ensayo para la deteccion cualitativa de ADN de Salmonella que incluye un control exégeno/interno

La deteccion rapida de Salmonella en el momento necesario es un requisito para efectuar intervenciones que impidan
su propagacion. Se generd un kit de prueba para la deteccién cualitativa de ADN de Salmonella. El ensayo de
deteccion se basa en un método isotérmico de amplificacion de un acido nucleico. El kit también incluye un control
exogeno/interno para confirmar la actividad de la enzima de mellado y la polimerasa en cada reaccion. Para optimizar
el ensayo, se probo primero una lista de cebadores y secuencias baliza. Para la amplificacién de la molécula de acido
nucleico diana se usaron los siguientes cebadores.

Cebadores directos
5-TGACTCCATATGGAGTCACATCACMCGAAATACMCmMGmMCmMCmA-3'
5-GACTCGATATCGAGTCTTTCC ACmCGAAATACMCMGmMCmCm A-3'*
5'-GAAAGACTCGCGAGTCTTTCCACMCGAAATACMCMGMCmMCmA-3'

Cebadores inversos
5-TGACTCCATATGGAGTCACATCGGMCATCATTATTATCTTTGmMUMGMAMAmMC-3’
5-GACTCGATATCGAGTCTTTCCGGmMCATCATTATTATCTTTGMUmMGmMAmMAmMGC-3’ *
5-GAAAGACTCGCGAGTCTTTCCGGmMCATCATTATTATCTTTGMUMGmMAmMAmMC-3'

Las bases marcadas con el prefijo "m" indican la posicién de 2'-O-metilrribonucleétidos.

Para la deteccion de la molécula de acido nucleico diana se usoé la siguiente sonda:

Sonda de deteccion de tipo "baliza molecular”
5'-CalReds1onm-CGCCTGTGGAACTTTATTGGCG-BHQ2-3'

Como control exégeno e interno se utilizé el duplex de los siguientes oligonucleétidos (figura 11):

Oligonucleétido inferior para control exégeno (BOT) con espaciador de 3 carbonos (espaciador C3):
5' Black Hole Qhencher (BHQ)-1 GGCCCGCGCGATGCACTCCGTGGCAGTGACTCTG TAAT-espaciador C3 3'
purificado por HPLC

Oligonucleétido superior para control exégeno (Topn)

5' CAGAGTCACTGCCACGGAGTGCATCGCGGGCC/36-FAM/ 3'
purificado por HPLC
20
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Los cebadores y sondas anteriores se probaron en reacciones isotérmicas de amplificacién de un acido nucleico. Las
muestras de prueba se prepararon a partir de un alimento para mascotas simulado o un cultivo enriquecido. Las
reacciones de amplificacion y deteccion presentaron una alta relacion entre sefial y ruido, un inicio temprano de la
amplificaciéon exponencial, una pendiente de amplificacion pronunciada, tiempo rapido hasta la deteccion y baja
varianza de la sefial entre las reacciones de ensayo replicadas. Todas las muestras de control diana mostraron una
sefial robusta. El control exégeno/interno proporcioné un medio para detectar la actividad de la enzima de mellado y
la polimerasa a la vez que se minimizaba la interferencia con las reacciones isotérmicas de amplificacion del acido
nucleico. El ensayo se sometié a pruebas adicionales y se detect6é una lista de mas de 100 serotipos de Salmonella.
Estos resultados indican que la reaccién y los reactivos anteriores pueden usarse para la deteccién rapida y precisa
de Salmonella.

21



ES 2993457 T3

REIVINDICACIONES

1. Un sustrato para una reaccion de mellado y extensiéon que comprende un diplex de acido nucleico, en donde el
duplex comprende:

i) una primera hebra de acido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para una enzima de mellado,
un sitio de mella 'y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y

i) una segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera
hebra y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 5';

i} una primera hebra de &cido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para una enzima de mellado,
un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y

i) una segunda hebra de &cido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera
hebra y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 5,

en donde la primera hebra de &cido nucleico esta modificada en uno o méas nucleétidos entre el sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado y el sitio de mella; y/o

en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en una o mas posiciones dentro del sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado.

2. El sustrato de la reivindicacion 1,
en donde el marcador detectable fluorescente es FAM, TET, HEX, TAMRA, JOE o ROX; y/o

en donde la fraccién extintora es 5' lowa Black® RQ (51abRQ), dabcilo, dabsilo, o un colorante Black Hole Quencher;
y/o

en donde el extremo 3' del segundo acido nucleico esta modificado mediante un espaciador C3, un
didesoxinucleétido, fosforilacién, un colorante, un fluoréforo, un extintor, un espaciador o un conector; y/o

en donde la primera hebra de acido nucleico estd modificada en uno o mas nucleétidos en las posiciones 1 0 2, 5'
del sitio de mella y en la posicién 1, 3' del sitio de corte; y/o

en donde el uno o mas nucleétidos modificados comprenden un 2'-O-metilo, 2'-metoxietoxi, 2'-fllor, 2'-hidroxilo
(ARN), 2'-alilo, 2'-O-2-(metilamino)-2-oxoetilo], 4'-tio, 4-CH2-O-2'-puente, 4'-(CH2)2-O-2'-puente y 2'-O-(N-
metilcarbamato), una metilacion, una biotinilacion, un aducto de un nucleétido o un analogo de una base; y/o

en donde la enzima de mellado es Nt.BstNBI, N.Bst9l, N.BstSEl, Nb.BbvCl, Nb.Bpu10l, Nb.Bsml, Nb.BsrDlI,
Nb.Btsl, Nt.Alwl, Nt.BbvCl, Nt.Bpu10l, Nt.BsmAl, Nt.BspD6l, Nt.BspQl o Nt.CviPII; y/o

que tiene entre 30 pb y 2 kb de longitud, entre 100 pb y 1 kb de longitud, entre 100 y 500 pb de longitud, entre 30
y 200 pb de longitud, entre 30 y 60 pb de longitud o entre 35y 50 pb de longitud; y/o

en donde las hebras de acido nucleico tienen entre 30 y 2000 nt de longitud, entre 100 y 1000 nt de longitud, entre
100 y 500 nt de longitud, entre 30 y 100 nt de longitud, entre 30 y 60 nt de longitud o entre 35 y 50 nt de longitud,;
y/o

en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 3' del sitio de mella es de 25 nt, 35 nt, 40 nt o mas; y/o
en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 5' del sitio de mella es de 10 nt, 15 nt, 20 nt 0 mas.

3. El sustrato de la reivindicacion 1 o 2, en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 5' del sitio de reconocimiento
para la enzima de mellado es de 10 nt, 5 nt, 3 nt 0 menos.

4. El sustrato de la reivindicacién 3, en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 5' del sitio de reconocimiento
para la enzima de melladoes de 4, 3,20 1 nt.

5. El sustrato de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende uno 0 mas pares de un marcador
detectable fluorescente y una fraccién extintora unidos covalentemente a hebras de acido nucleico opuestas e
internamente en el duplex; y/o en donde la primera y la segunda hebra de acido nucleico estan unidas covalentemente.

6. Un método para detectar la actividad de una enzima de mellado y una polimerasa en una reaccién que comprende:

a) la puesta en contacto de un duplex de acido nucleico con una enzima de mellado, en donde el diiplex comprende:
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i} una primera hebra de acido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado,
un sitio de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y

ii} una segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera
hebra y una fraccién extintora en el extremo 5';

[o]

i} una primera hebra de acido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado,
un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y

i} una segunda hebra de &cido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un duplex con la primera
hebra y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 5

en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en uno o mas nucleotidos entre el sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado y el sitio de mella; y/o

en donde la primera hebra de acido nucleico estd modificada en una o mas posiciones dentro del sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado;

b} la puesta en contacto del duplex mellado con una polimerasa en presencia de dNTP;

c) la extensién por la polimerasa, con lo que se desplaza la porcion de la primera hebra de acido nucleico 3' del
sitio de mella unida covalentemente al marcador detectable fluorescente o a la fraccién extintora; y

d) la deteccion de una sefial del marcador detectable fluorescente separado del extintor, con lo que se detecta la
actividad de la enzima de mellado y la polimerasa en la reaccion.

7. Un método para amplificar un producto especifico en una reacciéon de amplificacién por mellado, en donde el método
comprende:

a) la puesta en contacto de una molécula de &cido nucleico diana, a una Unica temperatura o0 a una temperatura
que varia solo en 1, 2, 3, 4 0 5 grados, con dos 0 mas cebadores, cada uno de los cuales se une especificamente
a una molécula de &cido nucleico diana, en presencia de una polimerasa, dNTP, una enzima de mellado y un
diplex que comprende:

i) una primera hebra de &cido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado,
un sitio de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3'; y

i) una segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera
hebra y una fraccién extintora en el extremo 5';

[o]

i) una primera hebra de &cido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado,
un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y

i) una segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera
hebra y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente en el extremo 5';

en donde la primera hebra de &cido nucleico esta modificada en uno o méas nucleétidos entre el sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado y el sitio de mellado; y/o

en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en una o mas posiciones dentro del sitio de
reconocimiento de la enzima de mellado;

b) la generacién de amplicones que comprenden al menos una porcion de dicha molécula de acido nucleico diang;

c) el mellado del duplex y la extension por la polimerasa, con lo que se desplaza la porcion de la primera hebra de
acido nucleico 3' del sitio de mella unida covalentemente al marcador detectable fluorescente o a la fraccién
extintora; y

d) la deteccion de una sefial del marcador detectable fluorescente separado del extintor, con lo que se detecta la
actividad de la enzima de mellado y la polimerasa en la reaccion.

8. El método de la reivindicacion 7, que comprende ademas la puesta en contacto de la molécula de acido nucleico
con dos 0 méas cebadores en presencia de una sonda polinucleotidica detectable; y

e) la deteccién de una sefial especifica de la hibridacién de la sonda oligonucleotidica con la molécula de acido
nucleico diana o un amplicén de la misma, en donde la sefial indica la cantidad de la molécula de acido nucleico
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diana o un amplicén de la misma presente en la muestra; y/o
en donde la deteccion de una sefial del ddplex se usa como control positivo.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, en donde cuando la sefial del duplex alcanza una
fluorescencia relativa establecida (UFR) indica el punto final de la monitorizacién de la reaccién de amplificacién por
mellado.

10. El método de la reivindicacién 9, en donde la reaccion se realiza a una Unica temperatura 0 a una temperatura que
varia solo en 1, 2, 3, 4 0 5 grados.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en donde la reaccién comprende ademas cebadores,
sondas y/o moléculas de acido nucleico diana; y/o

en donde las hebras de acido nucleico tienen secuencias que no se unen a otras moléculas de acido nucleico
presentes en la reaccion; y/o

en donde el marcador detectable fluorescente del duplex de acido nucleico y el marcador detectable fluorescente
de la sonda son diferentes; y/o

en donde el marcador detectable fluorescente unido covalentemente a la primera hebra de acido nucleico es FAM,
TET, HEX, TAMRA, JOE 0 ROX; y/o

en donde la fraccion extintora unida covalentemente a la segunda hebra de acido nucleico es 5' lowa Black® RQ
(51abRQ), dabcilo, dabsilo, o un colorante Black Hole Quencher; y/o

en donde el extremo 3' del segundo &cido nucleico estd modificado mediante un espaciador C3, un
didesoxinucleotido, fosforilacion, un colorante, un fluoréforo, un extintor, un espaciador o un conector; y/o

en donde la primera hebra de acido nucleico estd modificada en uno o mas nucleétidos en las posiciones 1 0 2, 5'
del sitio de mella y en la posicion 1, 3' del sitio de mella; y/o

en donde el uno o mas nucleétidos modificados comprenden un 2'-O-metilo, 2'-metoxietoxi, 2'-fllor, 2'-hidroxilo
(ARN), 2'-alilo, 2'-O-2-(metilamino)-2-oxoetilo], 4'-tio, 4-CH2-O-2'-puente, 4'-(CH2)2-O-2'-puente y 2'-O-(N-
metilcarbamato), una metilacion, una biotinilacion, un aducto de un nucleétido o un analogo de una base; y/o

en donde la enzima de mellado es Nt.BstNBI, N.Bst9l, N.BstSEl, Nb.BbvCl, Nb.Bpu10l, Nb.Bsml, Nb.BsrDlI,
Nb.Btsl, Nt.Alwl, Nt.BbvCl, Nt.Bpu10l, Nt.BsmAl, Nt.BspD6l, Nt.BspQl o Nt.CviPII; y/o

en donde la polimerasa es ADN polimerasa | Bst, ADN polimerasa Bsu, ADN polimerasa | Gst o ADN polimerasa |
Gka; en otras realizaciones, las polimerasas ejemplares incluyen, pero no se limitan a BST (fragmento mayor),
ADN polimerasa | (E. coli}, ADN polimerasa |, fragmento mayor (Klenow), fragmento de Klenow (3'-5' exo-), ADN
polimerasa T4, ADN polimerasa T7, ADN polimerasa Deep VentR (exo-), ADN polimerasa Deep VentR, DyNAzima,
ADN polimerasa de alta fidelidad Therminator, ADN polimerasa Therminator II, ADN polimerasa AmpliTherm, ADN
polimerasa Taq, ADN polimerasa Tth, ADN polimerasa Tfl, ADN polimerasa Tgo, ADN polimerasa SP6, ADN
polimerasa Thbr, o fragmentos activos de las mismas; y/o

en donde el diplex de &cido nucleico tiene entre 30 pb y 2 kb de longitud, entre 100 pb y 1 kb de longitud, entre
100 y 500 pb de longitud, entre 30 y 200 pb de longitud, entre 30 y 60 pb de longitud o entre 35y 50 pb de longitud;
y/o

en donde las hebras de acido nucleico tienen entre 30 y 2000 nt de longitud, entre 100 y 1000 nt de longitud, entre
100 y 500 nt de longitud, entre 30 y 100 nt de longitud, entre 30 y 60 nt de longitud o entre 35 y 50 nt de longitud,;
y/o

en donde la longitud de la hebra de &cido nucleico 3' del sitio de corte es de 25 nt, 35 nt, 40 nt 0 mas; y/o
en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 5' del sitio de corte es de 10 nt, 15 nt, 20 nt 0 més.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 5' del
sitio de reconocimiento para la enzima de mellado es de 10 nt, 5 nt, 3 nt 0 menos.

13. El método de la reivindicacion 12, en donde la longitud de la hebra de acido nucleico 5' del sitio de reconocimiento
para la enzima de melladoes de 4, 3,20 1 nt.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7-13, en donde la primera y la segunda hebra de acido nucleico

estan unidas covalentemente; y/o que comprende el uso de uno o mas diplex de acido nucleico que difieren en su

modificacion.

15. Un kit para detectar la actividad de una enzima de mellado y una polimerasa en una reaccién, en donde el kit
24
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comprende un sustrato para una reaccioén de mellado y extension que comprende un duplex de acido nucleico, en
donde el duplex comprende:

a) una primera hebra de acido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado, un
sitio de mella y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 3';y

5 b) una segunda hebra de acido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera hebra
y una fraccién extintora en el extremo 5';
o}
i} una primera hebra de acido nucleico que comprende un sitio de reconocimiento para la enzima de mellado,
un sitio de mella y una fraccién extintora unida covalentemente al extremo 3'; y
10 i} una segunda hebra de &cido nucleico que tiene una secuencia capaz de formar un diplex con la primera

hebra y un marcador detectable fluorescente unido covalentemente al extremo 5',

en donde la primera hebra de &cido nucleico esta modificada en uno o méas nucleétidos entre el sitio de
reconocimiento para la enzima de mellado y el sitio de mella; y/o

en donde la primera hebra de acido nucleico esta modificada en una o mas posiciones dentro del sitio de
15 reconocimiento para la enzima de mellado.
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FIGURA 1A

Control generalizado de la reaccion de doble actividad enzimatica

- CAGTC
SN = Sjtio de mella
indicador

Extintbr

FIGURA 1B

Duplex oligonnucleotidico con un oligonucledtido marcado con un fluordforo en un
extremo y el otro oligonucleétide con un extintor en el extremo opuesto que conduce a
la extincién de la sefial fluorescente cuando hibridan. Es decir, un marcador FAM en 3’y
un extintor (o una molécula FRET como HEX) en 5’

BT TACR GASTORCTGCCACHaACTCERTCECRRR000

TAAT'“’T“T&,“M?“‘GACQ’ST CCTCACGTAGCGCG( CCGG

FIGURA 1C

La enzima de mellado produce una mella el diplex oligonucleotidico

@ - Sitio de mella
AT AR BAGTEAC TEC RO GRAGTECATCAOCCaRECT
T i i i i
TAATGTCTCAGCTGACGETGLCTCACGTAGUGCGCLCGS
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FIGURA 1D

La polimerasa se pone en contacto en el sitio de mella

FAM
v Pol
T A AT OG0 GCaGeT
i ! : i
AEL CTCAGTGACGGTGCCTCACGTAGCGLGCCTGE

FIGURA 1E

La polimerasa extiende el extremo 3’ desplazando la hebra superior 3’ del
sitio de mella, lo que permite que el colorante indicador emita fluorescencia. A
s
FAM
A> <l

I ST I T N TN N £ i~
CACGEACTGCATOGCGCGGGCC

Pobm

AT”%’“AGAGTCACTCCCACGGL
NERE AR AR
TAAT GT TCAGTGACGGTGCCTCACGTAGCGULRCCCGE

FIGURA 1F

La molécula puede mellarse de nuevo. Esto puede dar lugar a la generacion de “shortmer”
adicionales, cuyo disefio puede hacer que se unan a si mismos para “cancelar” la reaccidn.
Adicionalmente, la secuencia de la regién 5 del sitio de mella puede disefiarse para ser
inestable a la temperatura de reaccion, de modo que pueda disociarse y asi se impida la
extension a partir del extremo 3’ libre.

%XL Sitio de mella

i«?? t\,]\ GAGTC’A(“TQ {C;fl; \G“fxi;f"” TC:;?\’\:{{}”‘:\
i bbb { § ! H t
TART CI& \u?x\uf*'“f‘Cb”sSCL.TCAC sTAGCGCGCCCGEE
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FIGURA 2A

»{ a reacciébn crea un aumento lineal de la sefial con oligonucledtidos bloqueados en 3’
{blogueados por un fluordforo u otra molécula bloqueante como un espaciador C3).

UFR

Tiempo

FIGURA 2B

Los puntos finales de la reaccion pueden quedar determinados por el tiempo en
que el control exdégeno alcanza un valor UFR establecido

Positivo Negativo

A

UFR

Tiempo
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FIGURA 5A

0,3 U/yl de enzima de mellado
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FIGURA 5B
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FIGURA 5C 0,75 U/gl de enzima de mellado
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FIGU RA 5D 0,0375 U/ul de enzima de mellado
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FIGURA 5E
0,0188 U/pl de enzima de mellado
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FIGURA 6A
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FIGURAGC
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FIGURA7

Determinacion de la huella de la enzima de mellado
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FIGURA 8

Ajuste de la reaccidn para la hebra superior con hebra inferior constante “H”
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