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Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor el solicitante o a su causants.

Declaraclones.

Copia de Ia solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, relvindicaclones, dibujos)

Traducclén de la solicitud Intama.ctonal al castellano. (Resumen, descripcitn, relvindicaciones, dibujos)
Copla del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Treducclén del examen preliminar efectuado por la IPEA.
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Arte final 12x12
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NUCLEIC ACID MULTIPLEX F RMATI N

Description of WO02103051

NUCLEIC ACID MULTIPLEX FORMATION

SPECIFICATION

BACKGROUND OF THE INVENTION

1. FIELD OF INVENTION

The Invention ralates to nucleic acid multiplexes, and more particularly to methods of creating them as
triplaxes and quatruplexes, and furthermore employing them In assays to detect specific nucleic acids.

2. DESCRIPTION OF RELATED ART

The ability of two single-stranded nudeic acld molecules of complementary base sequence to bind

specifically to each other has provided the basls for both powerful regsearch and powerful diagnostic tool

Lass fully explored than such "conventional hybridization"has been the abillity of single stranded molecul

to bind to double-stranded targets and the ablilty of double-stranded molecules to bind to double-strande

:argoﬂ. The abllity to bind to double-stranded targets potentially has advantages over conventional
ybridization.

These could stem In part from the fact that the double-stranded target would not be

denatured allowing"milder"hybridization conditions and providing a target lesa prone to becoming a totall
random coil. They could also stem in part from the fact that the base-palring mechanisms would be at le
partially different than in conventional hybridization, allowing the possibility for more favorable kinetics ar
a reduction In the amount of probe needed in the hybridization reaction mbcture.

Prior work on creating multiplexas have included:

1) The formation of triplaxes as part of the homologous recombination process, a process mediated by
bacterial protein RecA and proteins of similar function In other organisms;

2) The creation of 3-stranded structures during in situ hybridization (e. g., U. S. patent 5,707,801 of Bres
at al.); and

3) 3-stranded or 4-stranded complexes that rely on

Hoogstein-type bonding.

This prior work does not fully exploit the potentlal for forming muitiplexes. The RecA-mediated process
requires a protein. The in situ hybridization processes are based on the principle that the double-strande
Intracelluler terget will locally open its double-siranded structures, providing a singlesiranded target that
hybridize according to conventional hybridization principles. Complexes reported to rely onHoogstein-tyr
polymers are limited to structures that are not true heleropolymers. Rather thay raquire that a given strai
ba a polypurine or polypyrimidine or very close thereto. See, e. g., Florls et al.,"Effect of cations on purin
purine-pyrimidine triple helix formation in mixed-valence salt solutions,"260 Eur. J. Biochem. 801-809

(1999).

As was the case with triplex nucleic acids, the conventional wisdom regarding quadruplex nuclei¢ acids
has been that such peculiar structures only exist under relatively extremne conditions for a relativaly narrc
class of nuclelc acids. In particular, Sen et al. (Nature 334: 364-366 (1088)) disclosed that guanine-rich
oll_gonudooﬂdes can spontaneously self-assembile into four-stranded helices In vitro. Sen et al.

{Blochemistry 31: 65-70 (19982)) disclosed that these four-siranded complexes can further associate intc
superstructures composed of 8,12, or 18 oligomers.

Marshet al. (Biochemistry 33: 10718-10724 (19684), and

Nuclelc Aclds Research 23: 696-700 (1995)) disclosed that some guanine-rich oligonucieotides can alsc
assemble In an offset, parallel alignment, forminglong”"G-wires”. These higher-order structures are
siabilized by G-quartsets that consist of four guanosine residues arranged In a plane and held together
through

Hoagsteen base pairing. According to Sen et al. (Blochemistry 31: 65-70 (1892)), at least three contiguo
guanines within the oligomer are critical for the formation of these higher order structures.

:t :as bea:fsuggaaled that four-stranded DNAs play a role in a variety of biological processes, such as
nhibition

HiV-1 integrase (Mazumder etal., Blochemistry 35: 13762-13771 (1888)), formation of synapsis during
meiosls (Sen et al.,

Nature 334: 384-386 (1988)), and telomere malntenance (Willlamson etal., Cell 59: 871-880(19689)) ;
Baran etal., Nuclelc Acids

Research 25: 297-303 (1997)).

It hax hansn furthar suanestad that controlling tha nroduction of nuanina-rich nuadruniaxas mioht ha tha |
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to controlling such biological processes. For example, U. S. Patent
No. 6,017,709 to Hardin et al. suggests that telomerase activity might be controlled through drugs that
Inhlbit the formation of guanine quartets.

U. 8. Patent No. 5,888,738 to Pitner et al. discloses that

G-quartet based quadruplam can be employed in an assay for detecﬂng nucleic acids. Upon hybridizal
to a complementary oligonucieotide, the G-quartet structure unfoids orlinearizes, thereby Increasing the
distance between a donor and an acceptor on different parte of the G-quartet structure, resulting in a
decreasa in thelr interaction and a detectable change In a signal {(e. g., fluorescance) emitted from the
structure.

U. S Patant No. 5,912,332 to Agrawal et al. discloses a method for the purification of synthetic

oligonuclectides, wherein the synthetic oligonuclectides hybridize specifically with a desired, full-length

oligonucieatide and concomitantly form a multimer aggregate, such as quadruplex DNA. The multimer
. aggregate contalning the cligonuciectide to be purlfied is then Isolated using size-exclusion techniques.

Desplite the foregoing developments, the full potential of quadruplex nuclelc acid has neither been fully
appreciated nor fully exploited.

Related to the problem of performing hybridization-type experiments with double-stranded targets is the
means of detecting them. Fluorescent dyes have been used to detect and quantitate nucleic acids for
decades. In their most basic form, fluorescent intensity-based assays have typically comprised contactir
a target with a ﬂuorophoro-contammg probe, removing any unbound probe from bound probe, and
detecting fluorescence in the washed sampie. Homogeneous assays improve upon such basic assays,
that the former do not require a washing step or the provision of a non-liquid phase support.

For example, U. S. Patents Nos. 5,538,848 to Livak et al. and 4,220,450 to Maggio disclose homagenec
fluorescence-basaed assays of nucleotide sequences using oligonucleotide probes in solution. However,
thess patents require the use of a quanching agent in combination with a reporting agent, so as to
distinguish between the signals generatad by hybridized probes and unhybridized probes. Livak et al, als
requires the use of enzymes in its disciosed method. Quenching agents and enzymes add complexity ar
axpense to the methods.

U. S. Patent No. 5,332,650 toKidwell discloses a method for detecting nucleotida sequences in salution
using probes comprising at least two flucrophore moieties. The flucrophores must be selected to
electronically interact with each other when close enough to vary the wavelength dependence of their
spectra.

Unhybridlzed probes are much more flexibie then probes hybridized to the target sequence, and
cansequently the two fluorophore moieties on sach probe are more likely to be close to each other wher
the probe Isunhybridized than when the probe is hybridized. Thus, a change in emission wavelength
correlated with free probe can be monitored as an indication of the amount of free probe in the sample.

U. S. Patent No. 5,848,729 o Wu et al. also discloses homogeneous fluorescence-based aséays for
datacting nuclelc acid.

In addition to the aforementioned developments which detect fiuoreacent Intensity, some have touted th:
advantages of fluorascent polarization assays. However, there are significant drawbacks to polarization-
based assays. The degree of change In polarization aa a function of binding can be unpredictable, and
interpretation of data to conform inconsistent data to theoretical expectations can require more effort the
|s desirable in an analytical method, particularly when the mathod !s to be automatsd. There are as well
constraints arising from the molecular weight of the molecules whose motion is baing evaiuated in a
fluorescent polarization assay.

The present inventions will be seen, in various iImporiant embodiments to take advantage of the properti
of fluoreacent molecules for purposes of detecting triplexes and quadruplexes.

All references clted hemsin are incorporated harein by ref.erenee in their entiretias.

BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

Methods of creating muitiplexes

In one general aspect, the invention Is a method of creating a nuclelc acid multiplax, said method
comprising the ateps of:

1) creating a mixture comprising water, a Watson-Crick duplex, a sufficlent number of single-stranded
mixed base sequance molecules to form a multiplex that includes the Watson

Crick duplex, and an accelerator agent that Increases a rate or amount of multiplex formation, said
multiplex being a triplex or quadruplex, wherein said single-stranded molecule or molecules are eslectet
so that, If in a multiplex, they wouid each be related to all other strands of the multiplex by adherence to
base pairing rules, said rules being either Watson-Crick basspairing rules or homologous binding base-
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pairing rules; and

2) incubating sald mixture to allow the multiplex to form, each strand of said multiplex related to all other
strands of the multiplex by adherence to basa-pairing rules; pravided that, within the muitiplex, the Wats
Crick duplex added In step (1) is heteropolymeric with a G-C content between 10% and90%.

In one particular aspect of the method, the multiplex created is a triplex, in step (1) the sufficlent numbei
single-stranded molecules Is 1, and In step (2) the tripiex Is - 5 formed. In a particular embodiment of the
method, In the triplex, the single-stranded molecule Is related to one strand of the duplex by Watson-Cri
base-pairing rules and to the second strand of the duplex by homologous binding base-pairing rules. In
further particular embodiment, the duplex substantially retains its double-helical structure and the single-
stranded moleculs resides in a groove of that doublehelical structure. All such triplexes are also aspects
the invention.

In another particular aspect of the method, the multiplex created is a quadruplex, in step (1) the Watson
Crick duplex Is a first Watson-Crick duplex, and in step (1) the sufficient number of single-stranded
molecules Is 2, those single-stranded molecules are in a second Watson-Crick duplex, and in step (2) t
quadruplex ls formed from said first and second duplexes.

Preferably step (1) is done with the two single-stranded molecules siready in the second Watson-Crick -
duplex.

Methods of detecting a triplex
The method of creeting a triplex can be adapted to bea method for detecting & triplex by adding an
additional stap (3) In which the triplex is detacted.

Mesthods of detecting a quadruplex
The method of creeting a quadruplex can be adapted to be a method for detecting a quadruplex by addi
an additional step (3) in which the quadruplex is detected.

Triplex

In enother general aspect, the invention Is a friplex {a triplex complex) comprising a single-stranded prot
bound to a double-stranded nucleic acid target, wherein said probe comprises a heteropolymeric nuclei
acid or a heteropolymeric nucisic acid analog, and all base triplets of sald triplex are members sejected
from the group consisting of A-T-A, T-A-T, U-A

T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G and C-G-C.

Quadruplex :

in another aspect, the invention is a multiplex structure that is a quadruplex, the quadruplax comprising:
first strand containing a first sequence of nucleobases; a second strand containing a second sequence
nuclecbases, wherein said second strand Is assoclatad with sald first strand by Watson-Crick bonding; ¢
third strand containing a third sequence of nucleobases ; and a fourth strand containing a fourth sequen
of nuclecbases, wherein said fourth strand is assoclated with sald second strand and sald third strand b

Watson-Crick bonding.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The invention will be described in conjunction with the following drawings in which |Ike reference numere
designate like elaments and wherein:

Figs. 1,2A and 2B show the intensity of fluorescenca as a function of temperature, GC content, and exte

of base pair matching.

Figs. 3,4,5A, 5B, 5C and 5D show the intensity of fluorescence as a function of wavelength, extent of ba
pair matching and cation.

Figs. 8A, 6B, and 8C show Intensity of fluorescencea as a function of lasing protocol, and cation.

Figs. TA, 7B, 7C,BA, 8B, 8A, 9B, 8C, and 10 show, as regards quadruplexes, the intensity of fluorescenc
as a function of the extent of basa pair matching and cation.

Fig. 11 shows the Intensity of fluorescence as a function of the axtent of base pair matching in a solutior
containing ethanal.

Figs. 12A, 12B, 12C and 12D show the intenslty of flucrescence as a function of wavelength for parfect
and imperfect base pair matches in dsDNA: 8sDNA complexes when the cationic DNA Intercalator YOY

1 Is present.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
GLOSSARY AND DEFINITIONS
The one-letter codes for the bases that form part of thelr respective nucleotides are: A: adenine; T;

thymine; G: guanine;
C: rvingina’ 1 nmndl Thasa lattam ara aign 11Iran tn ranrARaant thair rmenectiva nuirkantidas

3}
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The G-C content of a duplex Is the 100 times the number of
G-C base palrs divided by the sum of the number of G-C base pairs plus the number of A-T (or A-U) ba:

pairs and Is expressed as a percentage (e. g., 20 %).

An accelerator agent Is understood here as one that "Increasss a rate or amount of sald triplex or
quadruplex formation."A rate can be obtained with as few as two measurements, each at different time
points. Amounts refer to the number of triplexes or quadruplexes formed.

The term"accelerator agent”is used interchangeably with the terms"promoter"and”promoter agent"excer
where the promoter specifically refers to a gene promoter.

The terma nucleic acld, triplex, quadruplex, and the like are intended to refer to molecules that comprise
DNA, RNA, and analogues thereof capable of forming simllar structures such as
Watson-Crick duplexes, and the friplexes and quadruplexss formed herein.

"Nucieobasarafars to the bases A, U, G, C, T, and those analogs that can conform to Watson-Crick ba:
pairing rules.

Analogues of A, U, G, C, and T are those analogues that can conform to Watson-Crick base pairing rule

A Watson-Crick duplex [s a 2-stranded molecule or molecular segment In which the two strands are anti
parallel, their5'- > 3' directions being opposita. The overall structure of the duplex Is that of a double hell:
The strands are held together by hydrogen bonds and hydrophobic interactions. There is bass pair
compiementarity, A is paired with T by two hydrogen bonds (or, in the case of RNA, A is paired with U) €
G Is paired with C by three hydrogen bonds. As a result, the base-palring rules are:

A Is paired with T, A Is palredwith U, and G Is paired with C.

A 3-stranded nuclaic acid molecule is not necessarily a triplex and It s not necessary that any sagment «
3-stranded molecule be a triplex. It is possible that, at no region within any strand, Is that strand bonded

more than one other strand.

A simple example would be a Y-shaped molecule where Strands 1 and 2 form the stem, Strands 1 and:
form tha left upper branch, and
Strand 2 forms a single-stranded right upper branch.

An example of a triplex I3 a 3-stranded nucleic acid molecula or molecular segment in which one strand
(arbitrarily named Strand 1) follows the Watson-Crick base-pairing rules (A

T, A-U, and G-C) with both Strand 2 and Strand 3. Strands 1 and 2 form a structure that is, or is close t¢
that of a Walson

Crick duplex. Strand 3 resides in the major groove of that duplex. An example of such a triplex is the on
elaborated by

V.B. Zhurkin et al, J. Mol. Biol., (1894) vol. 239,181-200 (See especially Figure 2 of that referenca), whic
article ia incorporated herein by raferance. As part of the stabilization of such a triplex, Strand 3 Is bonde
to the other two strands by base pairing rules as follows:

An A on Strand 3 Is paired with both an A on Strand 1 and a T on Strand 2; a G on Strand 3 Is paired wil
both a G on Strand 1 and a

C on Strand 2; a C on Strand 3 is paired with both a C on Strand 1 and a

G on strand 2; and a T on strand 3 Is paired with both a T on Strand 1 and an

A on strand 2

These base palring rules are satisfied regardless of which variant (C or C+ or C', T or T") of the Zhurkin
model is considered.

Theterm"base-pairing rules“are thase that define the specificity between one nucleic acid molecule and
another nucleic acid molecule when the two bind to each other with apecificity.

Examples are Watson-Crick base pairing rules (G-C, and A-T or A
U) and homologous binding base-pairing rules (A-A, T-T, G-G, C-C,
u-u).

"Decondensation”of a duplex is defined as an Increase In the overall helical repeat length of the duplex.
For exampie, theB conformation of the duplex has an overaii helical repeat iangth of 10 base pairs;
adecondensation of 106 results in that repeat length being 13 base pairs.

PNA stands for polyamide analogs of DNA and RNA (see e. g.,

U. S. patent No. 5,539,082 to Nislsen et al.)

Specific embodimenis and alternative formulations of the Inventions

The Inventions as described in the Summary of The Invention section have specific embodiments and
preferred embodiments of interest. These embodiments are described throughout this application.
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However, for convenience, many of them are summarized In this section. Simliarly, the inventions as
summarized In the Summary of Invention section can be phrasad in altemative fashions sxpressing sor
variation of the Invention but retaining subetantial overlap as to the essential invention.

Such alternative formulations of the inventian are also Included In this section.

{(A) Methods of making the muitiplexes

The methods of forming the triplex or quadruplex, described generally in the Summary of the Invention
section, can optionally be performed by incorporating one or more of the following Into the method: withi
the multiplex, theWatson-Crick duplex added In step (1) is heteropolymeric with a G-C content between
25% and 75%; within the multiplex, the Watson-Crick duplex added In step (1) is heteropolymeric with a
C content between 10% and90%, and furthermore the combined frequencles therein of purinepyrimidine
dimers and pyrimkdine-purine dimers exceeds 25% (dimers are Identified starting at the 5'end of the
seguence and progressing one base at a time unill the 3'end Is reached; for axample, the sequence5'-
AAAGGGT has one purine-pyrimidine dimer (GT) and no pyrimidine-purine dimers-their combined
fraquencies equal1/8) ; performing steps (1) and/or (2) with the nucleic acid strands and/or duplexes nol
a cell {and not in a virus); performing step (2) without the assistance of a protein (such asrecA or proteir
aimllar function); in step (1), adding the water so that it accounts, on a volume basls, for at least 50 perc -
of the final volume of the mixture (more preferably for at least 80% of the final volume, most preferably b
step (1) water Is the only liquid added to the mixture); in step (1), not adding any protein; parforming ste;
(2) et a teamperature or itemperatures above the freezing temperature of the aqueous solution and at not
more than 85 C (more preferably between 5§ C and 30 C, most preferably between 15 C and 25 C) In ste
(1), adding an anion or, more preferably, a cation as the accelerator agent (monoveaient, divalent or
multivalent; for example, a metallic cation or a cationic peptide); wherein said cation Is at least one
member selected from the group conslsting of alkall metal cations, alkaline earth metal cations, transitio
metal cations, Co(NH3) trivalent spsrmidine and tetravalent spermine; wherein sald cation s Na+ provid
at a concentration of 50mM to125mM ; whersin ssid cation is selected from the group conslsting ofMn+:
provided at a concentration of IOmM to 45mM,Mg+2 provided at a concentration oiOmM to 45mM,
andNI+2 provided at a concentration of 20mM ; in step (1) adding an intercalator as an accelerator agen
{eapecially a fluorescent intercalator; preferably a bisintercalator); in atep (1) sald accelerator agent is ar
intercalating fluorophore selected from the group consisting ofYOYO-1, TOTO-1,

YOYO-3, TOTO-3, POPO-1, BOBO-1, POPO-3, BOBO-3, LOLO-1,J0JO-1, cyanine dimers, YO-PRO-1
TO-PRO-1, YO-PRO-3, TO-PRO-3, TO-PRO-5,

PO-PRO-1, BO-PRO-1, PO-PRO-3, BO-PRO-3,LO-PRO-1, JO-PRO-1, cyanine monomers, sthidium
bromide, ethidium homodimer-1, ethidium homodimer-2, ethidium derivatives, acridine, acridine orange,
acridine derivatives, ethidium-acridineheterodimer, ethidium monoazide, propidium lodide, SYTO dyes,
SYBR Green1,

SYBR dyes, Pico Green, SYTOX dyes, and 7-aminoactinomycin D. in step (1) said accelerator agent Is .
nen-intercalating flucrophore (aspecially one selected from the group consiating of biotin, rhodamine,Ale
dyss, BODIPY dyes, biotin conjugates, thiol-reactive probes, fluorescein and derivatives (including
the"caged”probes), Oregon Green, Rhodamine Green, QSY dyes)) and said Intensity Is inversely
comelated with formation of the triplex or quadruplex; in atep(1) sald accelerator agent fa tethered {0 at
least one of sald first strand, sald second strand, said third strand and said fourth strand; in step (1) add
an accelerator agent that is an intercalator that binds to the minor groove of the Watson-Crick duplex (o
least one of the two Watson-Crick duplexes); in step (1) adding an accelarator agent (especially an orge
liquid soluble in water, such as dimethyl formamide, ethanol, and glycerol) that at25 C s a liquld; in step
adding more than one accelerator agent; in step (1) adding an accelerator agent that is a condensation |
decondensation agent as regards theWatson-Crick duplex; in step {1) adding an accelerator agent that i
an analog of A, T, U, C, or G; in step (1) adding an accelerator agent selected from the group consisting
lectins and polysaccharides ; in steps (1) and (2), buffering the mixture with a pH of about 5 to about 9; «
cytosine In at least one C-G-C or G-C-G base triplet is positively charged; one cytosine ineach C-G-C ar
G-C-G basae triplet Is positively charged; in step (2) the Incubation tima is not more than about two hours
(more preferably not more than 1 hour; and within either time frame, prefererably at least 25%, more
preferably at least 50%, of the posaible multiplexes have been formed); sald at least one accelerator ag:
Is @ minor groove nucleic acld binding molecule, which binds In a nonintercalating manner and binds witi
an assoclation constant of at least103 M-1 ; wherein the multiplex Is part of an electrical circuit.

(Alternatively, the invention is an electrical dr.curl' comprising the multiplex structure.)
it will be apparent to someone of ordinary skill in the art that the foregolng specific conditions also apply
the following method for making a quadruplex.

in an afternatively phrased version, the method of forming the quadruplex comprises: (1) praviding a
hybridization medium comprising a first strand, a second strand, a third strand, a fourth strand, water, a
buffer and at least one accelerator agent; and (2) Incubating sald hybridization medium for an Incubatior
time effactive to hybridize said second strand to sald fourth strand to provide salid multiplex structure
wherein sald multiplex structure comprises: a first strand containing a first sequence of nucieobases; a
eecond strand containing a second sequence of nuclecbases, wherein saki second strand Is associated
with sald first strand by Watson-Crick bonding; a third strand containing a third sequence of nuclecbase

and a fourth strand contalning a fourth sequence of nuclecbases, wherein sald fourth strand Is assoclatt
with anid earnnd atrand and aaid third etrand w Watenn.Mrirk handinn
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In particular embodiments of the methods of forming a quadruplex, the following apply alone or In
combination (the descriptions that follow utilize the terminology of the method of making a quadruplex th
apecifies 4 separate strands but they are also appiicable to the method that specifies 8 Watson-Crick
duplex as ona or two of the starting materials): at least one of sald-first strand and saild second strand
further comprises a pharmacsutical agent, and hybridization of sald second strand {o said fourth strand
places sald pharmacsutical agant an effective distance from a target on sald third atrand, said fourth str:
or on another molecule associated with at least one of sald third strand and sald fourth strand:; sald
pharmaceutical agent is a member selacted from the group consisting of nucleic aclds designed to bind
gene promoter sequences of clinically relevant genes, nucleic acids designed to bind clinically relevant
genaes, and nuclelc acids designed to bind origin-of-replication sites of pathogens ; said third strand and
said fourth strand are provided in said hybridization medium before sald first strand and sald second
strand, and sald first strand and said second strand are provided in dehydrated form prior to rehydration
contact with said hybridization medium; at least one of said first strand and said second strand Is covale
labeled with a non-intercalating fluorophore and sald intensity is inversely comrelated with said binding
affinity; at least one accelerator agent is an intercalating fluoraphore, and a fluorescent intensity of a tes:
medium containing sald multiplex structure is directly correlated with a binding affinity of said second
strand for sald fourth strand ; hybridization of sald second strand to sakd fourth strand is detected as a
change in a fluorescent, chemiluminescent, electrochemlluminescent or electrical signal; an intensity of
sald signal Is correlated with a binding affinity between sald second strand and sald fourth strand;
hybridization of sald second strand to said fourth strand inactivates an activity assoclated with at least o1
of said third strand and sald fourth strand.

(B) Methods of detecting triplaxea

The methods of detecting a triplex, described generally in the Summary of the Invention section, can
optionally be performed by incorporating ane or more of the following into the method: carrying out the
method as @ homogenous-assay such that, during or prior to step (3), single-stranded molecules that ar:
not part of the triplex are not placed In a vessel or container separate from that containing the triplex; us
the detection method to discriminate between a perfect base-palring-rules match, a one-base mismatch
deletion), and a 2-base mismatch (or deletion), between the duplex and the single-stranded molecule in
the triplex (the method preferably comprising calibrating the method with molecules comprising known
mismatches) ; using the extent of binding of an intercalator (e. g., as indicated by increased fluocrescenc
as an indication of the formation of the triplex; such that a wavelength at which sald intercalating
fluorophore flucresces shifts to a second wavelength upon Intercalation, a difference between said
wavelength and sakd second wavelangth Indicating whether a complex between sald probe and sald targ
Is a duplex or a triplex and whether said target is DNA or RNA,; the probe is covalently labeled with a nor
intercalating fluorophore and sald intensity is inversely correlated with saki binding affinity (especially
wherein said non-intercalating fluorophora is a member selected from the group consisting of blotin,
rhodamine and fluorescelin) ; using a fluorophore-labeled single stranded molecule as the single-strande
molecule; the method is a8 homogeneous assay conducted without providing a signal quenching agent o
sakd target aequence (I. e., In the duplex) or on said probe (i. 8., the single-stranded molecule)and/or
without prior denaturation of sald target sequence and/or without PCR ampilification of sald target
sequence; sald method iz a homogeneous assay conductaed without providing a signal quenching agent
sald target saquence or on said probe; the probe has a partiaily charged or uncharged backbone; the
probe comprises a PNA sequence and/or Is ssPNA prepared by parallel synthesis; the probe and sald
target sequance are the sama length; the probe ks 5 to 30 nuclectides long ; the flucrescence-exciing
radiation Ia emittad from an argon ion laser at a wavelangth from about 200 nm to about 1000 nm; the te
sample has a volume of about 20 microliters containing about 10 femtomoles of target sequence and
about 10 femtomoles of probe; the concentration of the target sequence in saki sample is not more thar
x10+u M; the concentration of the probe in the sample is not more than 5 x10-1 M ; the method is
conducted on a biochip; the intercalating filuorophore Is added to the medium In a form free of said probs
and free of said target sequencs; the intercalating fluorophore is a member selected from the group
consfating of YOYO-1, TOTO-1, ethidium bromide, ethidium homodimer-1, ethidium homodimer-2 and
acridine.

In an alteratively phrased aspect, the invention Is a detection method comprising: providing a target
double-stranded nucleic acld or nuclelc acid analogue comprising a target sequence, wherein said targe
sequence contains at least one purine base and at least one pyrimidine base; providing a probe compris
a nucleic acld sequence or a nucleic acid analog sequence; providing an accelerator agent; adding sald
probe, sald target sequence and said accelerator agent to a medium to provide a test sample containing
triplex complex comprising aaid probs bound to sald target sequence, wherein all base triplets of sald
complex are mambers selected from the group consisting of A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U
G-C-G and C~G~C ; lmadlating said test sample with exciting radiation to cause the tast sample to emtt
fluorescent radiation; detecting an Intensity of said fluorescent radlation, wherein said intensity is comrela
with a binding affinity between sald prabe and sakd target sequence; and determining from said intensity
axtent of matching belween said probe and sald target sequence.

In another alternatively phrased related aspect, the method comprises: providing a target nucleic acid or
nucielc acld analogue having a target sequence, wherein sald target sequence contains at least one pur
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base and at least one pyrimidine base; providing a double-stranded probe comprising a nucleic acld
sequence or a nucleic ackd analog sequence; providing a hybridization accelerator agent; adding said
probe, said target and sald hybridization accelerator agent to 8 medium to provide a teet sample contain
a Watson-Crick triplex comprising said probe bound to sald target sequence; iradlating sald test sample
with exciting radlation to cause test sample to emit flucrescent radiation; detecting an intensity of saki
fluorescent radiation, wherein sald intensity Is comrelated with a binding affinity between said probe and ¢
target sequence; and delermining from said intensity an extent of matching between said probe and saic
target sequence wherein sald methaed is a homogensous assay conducted without providing a signal
quenching agent on said target sequence or on said probe; (C) Methods of detecting quadruplexes

The methods of detecting a quadruplex, described generally in the Summary of the Invention section, ce
optionally be performed by incorporating one or more of the following into the method: carrying out the
method as a homogenous assay, such that during or prior to step(3) nucieic acid molecules that are not
part of the quadruplex are not placed in a vessel or container separate from that contalning the quadrup
the method is @8 homogeneous assay conducted without providing a signal quenching agent on said targ
sequence or on said probe (I e., the second Watson-Crick duplex) and/or without prior denatursation of ¢
target saquence and/or without PCR amplification of aaid larget sequence; using tha detaction mathod t
discriminate between a perfect base-pairing-rules match, a one-base mismatch (or deletion), and a 2-b¢
mismatch {or deletion), between the first and second

Watson-Crick duplexes (preferably by callbrating the method with molecules comprising known
mismatches); using the extent of binding of an intercalator as an indication of the formation of the
quadruplex (especially by using a fluorescent intercalator and using Increased flucrescence as an
indicator); the Intercalating fluorophore Is added to the medium in a form free of sald probe and free of &
target sequence; the intercalaling fluorophore is 8 member selected from the group consisting ofYOYO-
TOTO-1, ethidium bromide, sthidiumhomodimer, ethidium homodimer-2 and acridine; a wavelength at
which sald intercalating fluorophore flucresces shifts to a sacond wavelength upon intercalation, a
differance betwseen said wavelength and said second wavelength [ndicating whether a complex betweer
said proba and sald target is a duplex or a triplex and whether said target is DNA or RNA,; the probe is
covalently labeled with a non-Iintercalating fluorophore and said intensity Is inversely comrelated with said
binding affinity (especially wherein sald non-intercalating fiuorophore is a member selected from the gro
consisting of biotin, rhodamine and fluorescsin); using a fluocrophore-abeled single stranded molecule ft
part of the secondWatson-Crick duplex; the method further comprises quantifying the binding affinity ; t
probe has a partially charged or uncharged backbone; the probe comprises a PNA sequence and/or is
8sPNA prepared by parallel synthesis; the probe and sald target sequence are the same length; the prol
is 5 to 30 nuciectides (or base pairs) long; the fluorescence-exciting radiation is emitted from an argon k
laser at a waveléngth from about 200 nm to about 1000 nm; the test sample hes a volume of about 20
microliters containing about 10 femtomoles of target sequance and about 10 femtomaoles of probe; the
concentration of the target sequenca In said sample Is not more than 5 x10-t M; the concentration of the
probe In the sample Is not more than § x10-10 M; a ratio of sald first strand and sald second strand to st
third strand and said fourth strand is about 10: 1; concentrations of each of sald first strand, said seconc
strand, said third strand and said fourth strand are not more than 5 x10-1 M; the method is conducted o

blochip.

In an altematively phrased related aspect, the method comprises: providing a targst nucleic acld or nuchk
acid analogue having a target sequence, wherein sald target sequence contains at least one purine bes:
and at least one pyrimidine base; providing a double-stranded probe comprising a nucleic acld sequenc
or a nucleic acld analog sequence; providing a hybridization accelerator agent; adding said probe, sald
target and said hybridization accelerator agent to a medium to provide a test sample containing a Watsc
Crick quadruplaex comprising said probe bound to said target sequence; imadiating sald test sample with
exciting radiation to cause test sample to emit fluorescent redlation; detecting an intenalty of said
fluorescent rediation, wherein sald intensity & correlated with a binding affinity between sald probe and ¢
target sequence; and determining from said intensity an extent of matching betwseen said probe and sak
target saquence wherein said method is a homogeneous assay conducted without providing a signal
quenching agent on said targat saquence or on said probe.

(D) The triplaxes

The triplex described generally in the Summary of the

Invention section, can opticnally have one or more of the following features: each strand is heteropolym:
with a G-C content betwesn25% and 75% ; each strand Is heteropolymaric with a G-C content
betwaen10% and 90%, and furthermore the combined fraquencles therein of purine-pyrimidine dimers &
pyrimidine-purine dimers exceeds 25%; it Is not in a cell (and not in a virus); it is stable at pH greater the
7.8 (but less than pH 9); it Is in a medium at a pH greatsr than 7.6 (and preferably less than pH 9); the
single-siranded nucelc acld or nucleic acki analog is 5 to 30 bases long and the double-stranded nuclei
acld target is 8 to 3.3 X108 base pairs long:; the target sequence Is heteropolymeric and contains 25%
to75% purine bases and 75% to 25% pyrimidine bases In any arder {preferably wherein the frequency ol
purine-pyrimidine dimers pius the frequency of pyrimidine-purine dimers exceeds 25%); the probe (i. e, |
single-stranded molecule) is covalently bound to a double-stranded nuclelc acld cleaving agent; the prot
Is covalently bound to a chemotherapeutic agent; the probe Is covalently bound to a label (for example, :
mult-molecule signaling complex, a redox pair, a chemiluminescent agent, an electrochemliuminescent
agent, or in a preferred embodiment, a fluorophore, especially such that the fluorescent intensity of the

ramnlav e anrvalatant with a hindina affinlh hahunan tha nenha and #ha farmat samiansa) * tha haca nalrd
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rules for the single-stranded nucleic acld molecule are, as regards one strand of the duplex, the Watson
Crick baso_-rp:_iﬂng rules, G-C and elther A-T or A-U, and, as regards the other strand of the duplex are /
and elther T-T or

U-U; the duplex substantially retains its Watson-Crick double helical structure, and the single-stranded
moleculs resides In a groove of the double hellx; the accelerator agent forms a bond between part of the
duplex and part of the single-siranded nuclelc acid molecule; the accelerator agant Is covalently linked b
the singlestranded nucleic acid malecule; both strands of the Watson-Crick dupiex are DNA (especially
where all strands of the triplex are DNA); the accelerator reagent binds to a base in the Watson-Crick
duplex, said base being cne to which a base In the singlestranded nucleic acid molecule binds ; the
accelerator reagent binds to a base in the Watson-Crick duplex, sald bass not being one in the triplex; i
accelerator agent binds to the phosphate backbone of the Watson-Crick duplex; the accelerator agent
binds to more than one she on the

Watson-Crick duplex, each site elther on a base or a place on a phosphate backbone of sald duplex; th:
accalerator agent binds to one site on the Watson-Crick duplex, said site elther on 2 base oron a
phosphate backbone of said duplex; the accelerator agent binds to a base in the Watson-Crick duplex a
to a base In the single-stranded nuclelc acid molecule; the accelerator agent binds to a base In the singl
stranded nucleic acid molecule.

(E) TheOuadruplexas

The quadruplex deacribed generally in the Summary of the

Invention section, can optionally have one or more of the following features: oach of sald four strands Is
heteropolymeric with a G-C contant between 10% and 90% ; the second and fourth strands ars aligned
a paralleld’ to S'direction and binding betwsen those 2 strands Is according to homologous base-pairing
rules; the first and third strands are aligned In e parallsl 5to 3'direction and binding between those 2
strands is according to homologous base-pairing ruies; the second and fourth sirands are aligned in &
parailel 3' to 5§ direction and binding between said second and fourth strands is according to homologou:
base-palring rules and furthermore the first and third strands are aligned in a parallel5'to 3'direction and
binding between sald first and third strands Is according to homologous base-pairing rules; the second &
fourth strands are aligned In a parallei3’ to 5'direction and binding between those 2 strands Is according
toWatson-Crick base-pairing rules; the first and third strands are aligned in a parallel 5to 3'direction and
binding between those 2 strands is according to

Waltson-Crick base-pairing rules; the second and fourth sirands are aligned in a panallel3’ to 5'direction :
binding between said eecond and fourth strands Is according to Watson-Crick base-pairing rules and
furthermore the first and third strands are aligned in a parallal 5o 3'direction and binding between said
and third strands |s according to Watson-Crick base-pairing rules; the first and fourth strands are aligne«
anti-pareliel 5' to 3'and 3to 5'diractions, respectively, and binding between the 2 strands is according to
Watson-Crick base-palring rules; the second and third strands are aligned in anti-parellel3’ to 5'and 5o
3'directions, respectively, and binding betwean those 2 strands is according o Watson-Crick base-pairir
rules; the first and fourth strands are aligned in anti-parsallel 5' to 3'and 3'to 5'directions, respectively, anc
binding between sald first and fourth strands is according to Watson-Crick basepalring rules and
furthermore the second and third strands are aligned in anti-parallel 3'to 5'and 5'to 3'directions,
respectively, and binding betwaen sald second and third strands Is according to Watson-Crick base-pair
rules; the first and fourth strands are eligned Iin anti-psrallel 5 to 3 and 3'to 5'directions, respectively, anc
binding betwaen those 2 strands is according to homologous base-palring rules; the second and third
strands are aligned in antl-parallel3' to 5'and 5'to 3'directions, respectively, and binding between those 2
strands Is according to homologous base-palring rules; the first and fourth strands are aligned in anti-
parallel5’ to 3'and 3o 5'directions, reapectively, and binding between sald first and fourth strands Is
according to homologous basepairing rules and furthermore the second and third strands are aligned in
anti-paraliel3to 5'and 5'to 3'directions, respectively, and binding between said second and third strands
according to homologus base-pairing rules; each interacting base of the sald first sirand interacts
specifically with both the adjacent base on the sald third strand and with the base on the said fourth stra
the base to which the said third sirend base Is bound; egch Interacting base of the sald second strand
interacts specifically with both the adjacent base on the sald fourth strand and the base on the said third
strand, the base to which the said fourth strand base is bound; 1t Is an Isolated, purified, artificlal or
synthetic quadruplex; each strand is heteropolymeric with a G-C content between25% and 75% ; each
strand Is hetaropolymeric with a G-C content between 10% and90%, and furthermore the combined
frequencles therein of purine-pyrimidine dimers and pyrimidine-purine dimers exceeds25% ; ltis notin a
cell (and not in a virus); each sald strand independently comprises a heteropolymaeric nucleic acid or a
heteropolymeric nucleic acid analogue; each sald strand independently comprises DNA or RNA; each s:
strand Independently comprises a heteropolymeric nucleic acld analogue containing an uncharged or
partially charged backbone; one of sald second strand or said fourth strand comprises

DNA and the other of said second sirand or said fourth strand comprises RNA,mRNA, hnRNA,rRNA, tR
orcDNA ; the second strand and said fourth strand are parallel homologous to each other; a major groo
of said first strand and sald second strand Is placed in a minor groove of said third strand and said fourtl
strand; the sacond strand and sald fourth strand are parallel complementery to each other; a major groo
of said first strand and sald second strand is placed In a minor groove of said third strand and said fourtl
strand ; each nucleobase binds to no more than two cther nuclieobases; no strand i contiguous with
another strand; the multiplex structure Is substantially free of Hoogsteen bonding; the multiplex structure
substantially free of G-G quartets ; the first strand and said second strand are 5 to 50 base pairs long; t

12
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third strand and said fourth strand are genomic DNA, the third strand and said fourth strand include a
haplotype In genomic DNA; the third strand and fourth strand are PCR amplified products; wherein said
multipiex structure Is free of solld support; the multiplex structure is bound to a solld support (where the
solld support Is either electrically conductive or is not electrically conductive); wherein the muitiplex
structure further comprises a therapeutic, prophylactic or diagnostic agent bound to at ieest one of said
strand, said second strand, sald third strand and said fourth strand; wherein the first strand and said
second strand are each 5 to 30 bases long and sald third strand and sald fourth strand are each 8 fa 3.2
X109 basa pairs long; wherein the fourth sequence contains 25% to75% purine bases and 75% to 25%
pyrimidine bases In any order (preferably wherein the frequency of purine-pyrimidine dimers plus the
frequency of pyrimidine-purine dimers exceeds25s) ; the first and second Watson-Crick duplexes (see t
method of making a quadruplex in the Summary of the Invention saction) each have a G-C content
between 30 and 70%; both strands of the first Watson-Crick duplex are DNA (especially where all stranc
of the quadruplex are DNA); the accelerator reagent binds to a base in the first Watson

Crick duplex, said base being one to which a base in the second duplex binds; the accelerator reagent
binds to a base in the first or second Watson-Crick duplexes, saki base not being part of the quadruplex
the accelarator reagent binds to a phogphate backbone of the first or second Watson-Crick duplex ; the
accelerator reagent binds to more than one site on one of the firet or second Watson-Crick duplexes, e&
site either on a base or on a phosphate backbone; the accelarator agent binds to one site on the Watsol
Crick duplex, saki site either on a base or on a phosphate backbone; the accelerator agent binds to a be
in the firet Watson

Crick duplex and to a base on the second Watson-Crick duplex; the accelerator agent binds to the mino
groove of the first and/or second Watson-Crick duplex ; the accelerator agent forms a bond between pa
of the first

Watson-Crick duplex and part of the second Watson-Crick duplex.

Additional aspects of the invention

The invention provides friplex complaxes comprising a single-stranded probe bound to a double-strande
nuclelc acld target, wherein the probe comprises a heteropolymaric nucleic acid or a heteropolymeric
nucielc acid analog, and all base triplats of the complex are members selected from the group consistin
of A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G and

C-G-C.

Unlike certain Hoogsteen triplexes disclosed by the prior art, the triplexes of the invention are stable at p
values greater then 7.8. Moreover, the Inventive triplexes do not require the presence of homopyrimidine
sequencas or homopurine sequencas, as in certain prior art triplexss. For axample, the target sequence
can contain25% to 75% purine bases and 75% to 25% pyrimidine basas In any order.

Preferably the single-stranded nuclelc acld or nucleic acid analog of the triplex is 5 to 30 bases long and
the double-stranded nucleic acld target is 8 to 3.3 X109 base pairs long.

Triplex formation according to the invention Is suitable for a varlety of uses. For example, probes covale
bound to a double-stranded nucleic acid cleaving agent can be used to specifically cleave target
sequences of double-stranded nucleic acids. Probes covalently bound to a chemotherapeutic agent can
used to specifically treat target sequences of double-stranded nucleic acids.

In preferred ambodiments, the invention provides a rapid, sensitive, environmentally fiendly, and safe
method for assaying binding between a double-stranded target and a single-stranded probe, wherein the
target comprises a nucleic acld sequence or a nucleic acld analog sequence and the probe comprises 8
nucleic acid saequence or a nucleic acid analog sequence.

Unlike certain prior art assays, the invention not only detects the presence of specific probe-target bindir
but also provides qualitative and quantitative information regarding the nature of interaction between a
probe and target. Thus, the invention snables the practitioner to distinguish among a perfect match, a ot
base pair mismatch, a two base pair mismatch, a three base pair mismatch, a one base pair deletion, a
two base pair deletion and a three base pair deletion arising between a base sequence in the probe and
a strand of the double-stranded target.

Embodiments of the Invention comprise calibrating the measured signal {e. g., fluorescent intensity) for:
first probetarget mixture against the same type of signal exhibited by other probes combined with the sa
target, whereln each of the other probes differs from the first probe by at least one base.

A calibration curve can be generated, wherein the magnitude of the measured signal {e. g., fluorescent
intensity) Is a function of the binding affinity between the target and probe.

As the binding affinity between the target and a plurality of different probes varies with the number of
mismatched bases, the nature of the mismaich (es) (A-G vs. A-C vs. T-G vs. T-C, etc.), the locatlon of t
mismatch (es) within the triplex, etc., the assay of the invention can be used to sequence the target.

in embodiments, the signal measured can be the fluorescent Intenalty of a fluorophore Included In the te
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corrglated with the intensity, depending on whether the fluorophore signals hybridization through signal
quenching or signal ampiification. Under selected conditions, the flucrescent intensity generated by
intercalating agents can be directly correlated with probe-targst binding affinity, whereas the intensity of
preferred ambodiments employing a non-intercalating fiucrophore covalently bound to the probe can be
inversely correlated with probe-target binding affinity. The fluorescent intensity decreases for
nonintercalsting flucrophores as the extent of metching between the probe and target increases, prefer:
ovar a range Inclusive of 0-2 mismatches and/or deletions, more preferably over & range inclusive of 0-&
mismatches and/or deletions.

The invention enables quantifying the binding affinity between probe and target. Such information can be
valuable for a variety of usas, including designing antisense drugs with optimlzed binding characteristics

Unlike prior art methods, the assay of the Invention Is preferably homogeneous. The assay can be
conducted without separating the probe-target complex from the free probe and target prior to detecting
the magnitude of the measurad signal.

The assay does not require a gel separation step, thereby allowing a great Increase in testing throughpu
Quantitative analyses are simple and accurate. Consequently the binding asaay saves a lot of time and
expense, and can be sasily autormated.

Furthermore, it enables binding variables such as buffer, pH, lonic concentration, temperature, incubetic
time, relative concentrations of probe and target saquences, intercalator concentration, length of target
sequences, length of probe sequencas, and poseible cofactor requirements to be rapidly determined.

The assay can be conducted in, e. g., a solution within a well, on an impermeable surface or on a blochi

Moreover, the inventive assay Is preferably conducted without providing a signal quenching agent on the
target or on the probe.

Although the Inventors have previously disciosed the advantages of fluorescent intensity assays for
hybridization (see, e. g., U. S. Patent Application No. 08/224,505, filed

December 31,1998), assays according to the prasent invention specifically detect triplexas of the probe
and the double-stranded targst, thus obviating the need to denature the target. While nuclelc acid (and
nuclek: acid analog) probea hava bean known to form iriplaxea with cartain imited classes of targets {se
. g., Floris et al., supra, Dervan et al_, supra,

Eghoim et al., 385 Nature 566(1983), and Tomac et al., 118

J. Am. Chem. Soc. 5544 (18986)), it is surprising that the inventors have been able to specifically assay
triplexes formed between single-stranded nucleic acid (e. g., ssDNA and RNA) probaes and double-
stranded nucleic acid (e. g., dsDNA) targets, wherein the interaction between the probes and targets Is
based on Watson

Crick base pairing (at least In the sense that A binds to T (or

U, in the case of RNA) and G binds to C), rather than the very limited Hoogsteen model of triplex
hybridization of,e ; g., Dervan et al. The term*"Watson-Cricktriplex,"which Is amployed herein, is intendec
crystallize these differences by limiting the nature of base pairing between the single-stranded probe ant
the double-stranded target to A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A,

U-A-U, G-C-G and/or C-G-C (Including C+-G-C, and/or any other fonized specles of base). These three-
member groups are hereinafter denoted Watson-Crick base triplets and the resulting structures denotec
Watson-Crick triplexaes.

Suitable probes for use in the inventive assay include, e. g., 8sDNA, RNA, PNA and other nucielc acid
analogs having uncharged or partially-charged backbones. Probe sequences having any length from 8 t
20 bases are preferred since this Is the range within which the smallest unique DNA sequences of
prokaryotes and sukaryotes are found. Probes of 12 to 18 bases are particularly preferred since this is
length of the smallest unique sequances in the human genoma. In embodiments, probes of 5 to 30 base
are most praferred. However, a plurality of shorter probes can be used to detect a nucleotide sequence
having a plurality of non-unique target sequences therein, which combine to uniquely identify the nucleol
sequence. The length of the probe can be selected to match the length of the target.

The inventors have discovered the surprising development that they were able to specifically assay a wi
variety of triplexes formed in a Watson-Crick base-pair depandent manner between single-stranded
nucleic acid (. g., 3sDNA, RNA, ssPNA and other analogs of DNA or RNA) probes and double-strande:
nucleic acid (e. g., dsDNA) targets. The inventors have discovered that triplex formation and/or stabilizal
is enhanced by the presences of an intercalating agent In the sample being testad.

The Inventors have discovered that Watson-Crick triplex formation and/or stabilization Is enhanced by t
presenca of cations in the sample being tested. Sultable cations include, @. g., monovalent cations, suct
as Na+ (preferably at a concentration of 50mM to 125mM),K+, and other alkall metal ions; divalent catio
such as alkaline earth metal lons (e. g., Mg+2 andCa) and divalent transition metal ions (e. g..Mn, Ni,Cd
Co+2 andZn+2) ; and cations having a positive charge of at laast three, such as Co{NH3) 8+3, frivalent
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spermidine and tatravalent spermine.Mn+2 Is preferably provided at a concentration of IOmM to 30mM.
Mg+2 Is preferably provided at a concentration of 15mM to 20mM.Ni+2 Is preferably provided at a ;
concentration of about 20mM. In embodiments,Mg+2 and Mn+2 are provided in combination ata ;
concentration of IOmMM each,15mM each or 20mM each (l. &., 10-20 mM each). )

The amount of cation added to the madium in which the triplex forms depends on a number of factbrs,
including the nature of the cation, the concentration of probe, the concentration of target, the presence c
additional cations and the base content of the probe and target. The preferred cation concentrations arx
mixtures can routinely be discovered experimentally.

The Instant invention does not require the use of radioactive probes, which are hazardous, tedious and
time-consuming to use, and need to be constantly regenerated.

Probes of the invention are preferably safe to use and stable for years. Accordingly, probes can be mad
or ordered In large quantities and stored.

In embodimants, the probe Is labeled with a multi-molacule signaling complex or a redox pair, or with a
label that elicits chemiluminescent or electrochemiluminescent properties.

it is preferred that the probe or target {preferably the probe) have a fluorescent label covalently bound
thereto. The label is preferably a non-intercalating fluorophore. in such embodiments, the fluorophore is
preferably bound to the probe at either end. Preferred fluorescent markers include biotin, rhodamine anc
fluorescein, and other markers that fluoresce when iradiated with excliting energy.

The excliation wavelength is selected (by routine experimentation and/or conventional knowledge) to
correspond to this excitation maximum for the fluorophora being used, and is preferably 200 to 1000 nm
Fluorophoras are preferably selected to have an emission wavelength of 200 to 1000 nm. In preferred
embodiments, an argon lon laser I8 used to iradiate the flucrophore with light having a wavelength ina
range of 400 to 540 nm, and fluoreacent emisslon is detected in a range of 500 to 750 nm.

The assay of the invention can be performed over a wide variely of temperatures, such as, e. g., from 5
toB5 C. Certaln prior art assays require elevated temperatures, adding cost and delay to the assay. On 1
other hand, the invention can be conducted at room temperature or below (e. g., at a temperature balow

C).

The reliabliity of the invention is independent of guanine and cytosine content in said target. Since G-C
base pairs form three hydrogen bonds, while A-T base pairs form only two hydrogen bonds, target and
probe sequences with a higher G or C content are more stable, possessing higher melting temperatures

Consequently, base pair mismatches that increase the GC content of the hybridized probe and target
region above that presant in perfectly matched hybrids may offset the binding weakness assoclated with
mismatched probe. Triplexes containing every possible base pair mismatch between the probe and the
target proved to be more unstabie than perfectly metched friplexes, always resuiting in lower fluorescen!
intensitiea than did perfectly complemaentary hybrids, when an intercalating fluorophore was used.

The inventive assay is extremely sensitive, thereby obviating the need to conduct PCR ampilification of U
target.

For example, it Is possible to assay a test sample having a volume of about 20 microliters, which contalr
about 10 femtomoles of target and about 10 femtomoles of probe.

Embodiments of the invention are sensitive enough to assay targets at a concentration of 5 X10-9 M,
preferably at a concentration of not more than 5 x10-1 M. Embodiments of the invaention are sensitive
enough to employ probes at a concentration of 5 X 10-9M, preferably at a concentration of not more tha
x104 M. It should go without saying that the foregoing values are not intended to suggest that the metho
cannot detect higher concentrations.

The medium In which triplexes form can be any conventional medium known to be eultable for preservin
nucleotides. See, e. g.. Sambrook et al.,"Molacular Cloning: A Lab Manual,"Vol. 2 (1688). For example,
liquid medium can comprise nucleotides, water, buffers and atandard salt concentrations. When divalen
cations are used exclusively to promote triplex formation, chelators such as EDTA or EGTA should not !
Included In the reaction mixtures.

Specific binding between complementary bases occurs under a wide variety of conditions having variatic
in temperature, salt concentration, electrostatic strength, and buffer composition.

Examples of these conditions and methods for applying them are known in the art.
Unlike many Hoogsteen-type triplaxes, which are unstable or non-axistent at pH levels above about 7.6,
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pH 5 to about pH 8.

It is preferrad that triplexes be formed at a temperature of about5 C to about25 C for about one hour or
less. Longer reaction times are not required, but incubation for up to 24 hours In most cases did not
adversely affect the triplexes. The fast binding times of Watson-Crick triplaxes of the invention contrast
with the much longer binding times for Hoogsteen triplex-based assays.

Although not requlred, it is possible to facllitate triplex formetion in solution by using certain reagents in
addition to cations. Preferred examples of thase reagents include single stranded binding proteins such
Rec A protsin, T4 gene 32 protein, E. coll singie stranded binding protein, major or minor nucleic acid
groove binding proteins, viologen and intercalating substances such as ethidlum bromide, actinomycin L
psoralen, andangelicin. Such facilitating reagents may prove useful in extreme operating conditions, for
example, under abnormal pH levels or extremely high temperatures.

The inventive assay can be used to, 8. g., identify accessible reglons in folded nucleotide sequences, to
determine the number of mismatched base pairs In a hybridization complex, and to map genomes.

The inventors may sometimes herein suggest that Watson-Crick {riplexes result from hybridization of th
probe to duplex target. While flucrophores tethered to the probe produced quenched fluorescent emissh
upon being exposed to duplex targets containing a strand of Watson-Crick complementary bases, whict
indicates the occurrence of some kind of binding event, the inventors are not sure that what occurs in th
Watson-Crick triplex Is best described as hybridization in the sense traditionally associated with Watson
Crick duplex formation.

While tha formation of a Watson-Crick fripiex may sometimes be referred to as a hybridization event
herein, that Is merely for convenlance and Is not Intended to limit the scope of the invention with respect
how the formation of aWatson-Crick triplex can be best characterized.

Unllke the quadruplexes discussed in the Background Section above, the preferred multiplex structures
the invention contaln at least four strands of nuclelc acid bonded together according to traditional Watso
Crick bonding rules.

As used herein, the term™Watson-Crick bonding®is intended to define specific association between
opposing pairs of nucleic acld (and/or nuclelc acid analogue) strands via matched, opposing bases. Whi
the formation of a Watson-Crick quadruplex may sometimes be referred to as a hybridlzation event here
that is merely for convenience and I8 not Intended to limit the scope of the invention with respect to how
formation of a Watson-Crick quadruplex can be best characterized.

- The multiplex structures of the invention are preferably quadruplexes. Each strand of the multiplex
independently comprises a nucleic acid or a nucleic acld analogue. Suitable nuclelc acids Include, . g.,
DNA or RNA. Preferred nucleic acld analogues contain an uncharged or partially charged backbone (i. ¢
a backbons having a charge that Is not as negative as a native DNA backbone).

in certain ambodiments, one of the second and fourth strands of the four-stranded quadruplex comprise
DNA and the other of the second and fourth strands comprises RNA,mRNA, hnRNA,rRNA, tRNA orcDA

in certain embodiments, the second strand and the fourth strand are parallel homologous to each other.
these embodiments, & major groove of the first and second strands Is placed in a minor groove of the th
and fourth strands.

In other embodiments, the second and fourth strands are parallel complementary to each other. In these
embodiments, which possass“nested complementarity,"a major groove of the first and second strands |
placed in a minor groove of the third and fourth strands.

in certain embodimeants, each nuciecbase binds to no mora than two other nucleobases. in some of the:
embodiments, the bases of the second strand specifically bond (via Wateon-Crick rules) to the matching
basas of the first strand and to the matching bases of the fourth strand, and the bases of the fourth stras
specifically bond (via Watson-Crick rules) to the matching bases of the third strand and {o the matching
bases of the sscond strand, wherein the bases of the first and thirg strands bind to no more than one ot
base each. Thus, in addition to the traditional Watson-Crick base pairs, such embodiments include the
following Watson-Crick base triplets: A-T-A, T-A-T, U-A-T,

T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G and/or C-G-C (includingC+-G-C, and/or any other lonized species of base;

In certain embodimants, It is believed that opposing bases of the first and third strands also bind to each
other, in addition to: (a) the binding between opposing bases of the first and second strands; (b) the
binding between opposing bases of the third and fourth strands; and (c) the binding between opposing
bases of the second and fourth strands.

In certain embodiments of the multiplax structure of the invention, no strand Is contiquous with another
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strand. That is, there are at least four separate strands. Although foided conformations and the like (e. g
hairpin turns, etc.) are within the scope of the Invention, folded portions of a single strand do not make t
strand count more than once toward the minimum of four saparate strands.

Multiplax structures of the invention preferably do not rely on Hoogsteen bonding or G-G quartets for
malntenance of the multiplex structure, although Insignificant amounts of Hoogsteen bonding and/or G«
quartets may be present. That is, multiplex structures of the invention are preferably substantially free of
Hoogsteen honding, and substantially free ofG-G quartats.

In certain embodiments, the first and second strands of the muitiplex are 5 to 50 bases long (more
preferably 5 to 30 bases long) and the third and fourth strands are 8 to 3.3 X108 base palrs long. For
example, the first and second strands can constitute a double-stranded probe and the third and fourth
strands can constitute a double-stranded target, such as genomic

DNA, which can contain a haplotype.

in embodiments, the third strand and the fourth strand are
PCR ampilified products.

The muitiplexes of the invention can be present in solution, on a solid support, in vitro or in vivo. The sol
support can be electrically conductive {(e. g., an electrode) or non-conductive.

Quadruplex formation according to the invention Is suitable for & variety of uses. For example, double-
stranded probes covalently bound to a double-stranded nucleic acid cleaving agent can be used to
specifically cleave target sequences of doublestrandad nucleic ackis. Double-stranded probes covalentt:
bound to a chemotherapeutic agent can be used to specifically treet target sequences of double-strande
nucielc aclds. Thus, the invention encompasses multiplax structures further comprising a therapeutic,
prophylactic or diagnostic agent bound to at least one of the first, second, third and fourth strands.

In addition, multiplexes of the inventlon are sultable for use in nanoengineering, such as to provide
glectrical circultry on a molecular (i. e., nanoscale) level. Further detalls regardingnanoengineering with
nuclelc acids can be found in U. S.

Patent No. 5,948,887 to Sen et al. and the references cited therein.

Multiplex structures of the invention can be provided by a method comprising: providing a hybridization
medium comprising the first strand, the sacond strand, the third strand, the fourth strand, water, a buffer
and a8 promotar; and incubating the hybridization medium for an incubation time effactive to hybridize the
second strand to the fourth strand.

The hybridization medium can Include any conventional medium known to be suitable for preserving
nucleoctides. See, e. g.,

Sambrook et al.,"Molecular Cloning: A Lab Manual,"Vol. 2 (1888). For example, the medium can compri
nucleotides, water, buffers and standard salt concentrations. When divalent cationa are used exclusively
promote quadruplex formation, cheiators such as EDTA or EGTA should not be included in the reaction
mbctures.

Specific binding between complementary bases occurs under a wide variety of conditions having variatic
in temperatura, salt concentration, electrostatic strength, and buffer composition.

Examples of these conditions and methods for applying them are known In the art.

Unlike many Hoogsteen-type multiplexes, which are unstable or non-existent at pH levels above about 7
the Watson-Crick multiplexes of the invention are stable over a wikie range of pH levels, preferably from
about pH 5 to about pH 8.

Moreover, the inventive multiplexes do not require the presance of homopyrimidine sequences or
homopurine sequences, as In certain prior art quadruplexes. For example, the target sequence can cont
25% to 75% purine bases and 75% to 25% pyrimidine bases In any order.

It is preferred that multiplexes be formed at a temperature of about5 C to about25 C for about two hours
less. The Incubation time is preferably less than five minutes, even at room temperature. Longer reactio
times are not required, but incubation for up to 24 hours in most cases did not adversely affect the
quadruplexes. The fast binding times of Watson-Crick quadruplexes of the Invantion contrast with the
much longer binding times for Hoogsteen quadruplexes.

" The promoter In the hybridization medium Is preferably an intercalating agent or a cation. The intercalati
agent can be, 8. g., a fluorophore, such as a member salacted from the group consisting of YOYO-1,
TOTO-1, ethidium bromide, ethidium homodimer-1, ethidium homodimer-2 and acridine.
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SURBDIe CALONS INCIUTS, 8. g., MOoNCVaIent Catuons, such as
Na+ (preferably at a concentration of 50mM to125mM), K+, and other alkali metal lons; divalent cations,
such as alkafine earth metal ions (e. g., Mg+2and Ca+2) and divalent transition metal ions (e.g., Mn+2,
NI+2, Cd+2, Co+2 andZn ; and cations having a positive charge of at least three, such as Co <RTI (NH2
8+3, trivalent spermidine and tetravalent sparmine.Mn+2 Is preferably provikied et a concentration of10n
to 45mM.Mg+2 Is preferably provided at a concentration of IOmM to 45mM.Ni+2 Is preferably provided &
concentration of about 20mM. Inembodiments, Mg+2 and Mn+2 are providad In combination at a
concentration of IOmM each,15mM each, 20mM aach, 25mM each,30mM each, 35 mM each, or 40 mhV
each (l. a., 10-40 mM each).

The amount of cation added to the medium In which the multiplex forms depends on a number of factor:
including the hature of the cation, the concentration of probe, the concantration of target, the presance ¢
additional cations and the base content of the probe and target. The preferrad catlon concentrations anc
mbctures can routinely be discovered experimentally.

Although not required, other promoters include, e. g., single stranded binding proteins such as Rec A
protein, T4 gene 32 protein, E. cali single stranded binding protsin, major or minor nucleic acid groove
binding proteins,viologen and additional intercalating subetances such as actinomycin D, psoralen, and
angelicin, Such facilitating reagents may prove useful in extrame operating conditions, for example, und
abnomnal pH levels or extremely high temperatures.

The invention also enables a method In which hybridization of the second strand to the fourth strand
inactivates an activity associated with at least one of the third strand and the fourth strand. Thus, at leas
one of the first strand and the sacond strand further comprises a pharmacsutical agent, wherein
hybridization of the second strand to the fourth strand places the pharmaceutical agent an effective
distance from a target on the third strand, the fourth strand or on anather molacule associated with at le
one of the third strand and the fourth strand. The pharrnacsutical agent Is preferably a member selected
from the group conslsting of nucleic acids designed to bind promoter sequences of clinically relevant
genes, nucleic acids designed to bind clinically relevant genes, or nuclelc acids designed to bind origin ¢
replication sites of pathogens.

In preferred embodiments, the Invention provides a rapid, sensitive, environmentally friendly, and safe
method for assaying binding between a single-stranded or double-stranded target and a double-strande:
probe, whereln the target comprises a nucleic acid sequence or a nucleic acid analogue seguence and |
probe comprises a nucleic acid sequence or a nucieic acid analogue sequence.

The inventive assay can be used to, a. g., [dentify accessibla reglons in folded nuciectide sequences, to
determine the number of mismatched base pairs in a hybridtzation complex, and to map genomes.

The Invention not only detects the presance of specific probe-target binding, but also provides qualitative
and quantitative information regarding the nature of interaction between a probe and target. Thus, the
invention enables the practitioner to distinguish among a parfect match, a one base pair mismatch, a tw
base pair mismaich, a three bass palr mismatch, a one bass pair deletion, a two base pair deletion and
three base palir deletion arising betwesn a sequence In the double-stranded probe and In a sequence in
the double-stranded target.

Embodiments of the Invention comprise calibrating the measured signal (e. g., fluorescence,
chemliuminescencs, elactrochemiluminescence or electrical properties) for a first probe-target mixture
against the same type of signal exhibited by other probes combined with the same target, wherein each
the other probes differs from the first probe by at least one base.

A calibration curve can be generated, wherein the magnitude of the measured signal {e. g., fluorescent
intensity) is a function of the binding affinity between the target and probe.

As the binding affinity betwesn the target and a plurality of different probes varles with the number of
mismatched bases, the nature of the mismatch (es) (A-G va. A-C vs. T-G vs. T-C, etc.), the location of t
mismatch (es) within the quadruplex, stc., the assay of the invention can be used to sequence the targer

in embodiments, the signal measured can be the fluorescent emission intensity of a fluorophore Include
In the test sample.

in such embodiments, the binding affinity between the probs and target can be directly or inversely
comelated with the emission intensity, depending on whather the fluorophore signals hybridization throug
signal quanching or signal amplification.

Under selected conditions, the fluorescent emission intensity generated by Intercalating agents can be
directly correlated with probe-target binding affinity, whereas the emission Intensity of preferred
embodiments employing a non-intercalating fluorophore covalently bound to the probs can be inversely
correlated with probe-target binding affinity. The fluorescent emission iniensity decreases for non-
Intercalatina fluoroohores as the extent of matchina between the probe and tarqet increases. preferably
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over a rang'e inclusive of 0-2 mismatches and/or deletions, more 'proferably over a range inciusive of 0-2
mismatchesand/or deletions.

The invention enables quantifying the binding affinity betwesn probe and target. Such information can b
valuable for a variety of uses, including designing antisense drugs with optimized binding characteristics

The assay of the invention is preferably homogeneous. The assay can be conducted without saparating
the probe-target complex from the free probe and free target prior to detecting the magnitude of the
measured signal. The assay does not require a gel separation step, thereby allowing a great increase In
testing throughput. Quantitative analyses are simple and accurate. Consequently the binding assay save
a lot of time and expense, end can be easlly automated. Furthermore, It enables binding variables such
buffer, pH, lonic concentration, temperature, incubation time, relative concentrations of probe and target
sequences, intercalator concentration, length of target sequences, length of probe sequences, and
possible cofactor {l. a., promoter) requirements to be rapidly determined.

The assay can be conducted in, e. ., a solution within a well or microchannal, on an Impermeable surfa
or on a biachip,

In certein embodiments, the third and fourth strands are provided in the hybridization medium before the
first and second strands, and the first and second strands are provided in dehydrated form prior to
rehydration by contact with the hybridization medium.

Moreover, the inventive assay Is preferably conducted without providing a signal quenching agent on the
target or on the probe. .

Although the Inventors have praviously disclosed the advantages of fluorescent intensity assays for
hybridization (see, e.g., U. S. Patent Application No.08/224, 505, filed

December 31,1898), certain embodiments of the inventive assay specifically detect quadruplexes of the
probe and the double-stranded target, thus obviating the need to denature the target. It is surprising thal
the inventors have been able to specifically assay quadruplexes formed betwsen double-stranded probe
and double-siranded targets, wherein the Interaction betwesn the probes and targets Is based on Watsc
Crick base pairing (at least in the sense that A binds to T {or U, In the case of RNA) and G binds toC),
rather than the very limited

Hoogstesan model of quadruplex hybridization of, e.g., Pitner etal., supra.

Suitable probes for use In the inventive assay include, e.g., daDNA, dsRNA, DNA: RNA hybrids, dsPNA,
PNA: DNA hybrkis and other double-stranded nuclelc acid analogues having uncharged or partially-
charged backbones. Probe sequences having any length from 8 to 20 bases are prefemred since this is t
range within which the smallest unique DNA sequences of prokaryotes and eukaryotes are found. Probe
of 12 to 18 bases are particularly preferred since this is the langth of the smallest unique sequencess In t
human genome. In embodiments, probes of 5 to 30 bases are most preferred. However, a plurality of
shorter probes can be used to detect a nucleotide sequaence having a plurality of non-unigue target
saguances therein, which combine to uniquely identify the nudlectide sequences. The length of the probe
can be selacted to match the length of the target.

The instant invention does not require the use of radioactive probaes, which are hazardous, tedious and
time-consuming to use, and need to be constantly regenerated.

Probes of the Invention are preferably safe to use and stable for years. Accordingly, probes can be mad:
or ordered In large quantities and stored.

in embodiments, the probe is labeled with a mult-molecule signaling complex or a redox palr, or with a
label that elicits chemilumineacent or electrochemiluminescent properties.

When a fluorescent Intercalator Is not present In the hybridization medium, it is preferred that the probe
target {preferably the probe) have a fluorescent label covalently bound thereto. The label is preferably a
non-intercalating fluorophore or an intercalating fiucrophore. In such embodiments, the fluorophore is
preferably bound to the probe at either end.

Preferred fluorescent markers include biotin, rhodamine, acridine and fluorescein, and other markers th
fluoresce when iradiated with exciting energy.

The excitation wavelength is selectad (by routine axperimentation and/or conventional knowledge) to
correapond to this excitation maximum for the fluorophore being used, and is preferably 200 to 1000 nm
Flucrophores are preferably selected to have an emission wavelength of 200 to 1000 nm. In preferred
embodiments, an argon lon laser Is used to irradiate the fiuorophore with light having a wavelength in a
range of 400 {0540 nm, and fluorescent emission is detected in a range of 500 to 750 nm.

The assay of the Ipventlon can be pe_rformed over a wide.vnrloty of temperatures, such as, e.g., from 5
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Y5 L. Lerain pror art assays require elevated temperatures, adding cost and geiay to e assay, un t
other hand, the invention can be conducted at room temperature or below (e.g., at a tamperature below;
C). :

The reliability of the Invention Is independent of guanine arnd cytosine contant in said target. Since G-C
base pairs form three hydrogen bonds, while A-T base pairs form only two hydrogen bonds, target and
probe sequences with a higher G or C contant are more stable, possessing higher melting temperatures

Consequently, base pair mismatches that Increase the GC content of the hybridized probe and target
ragion above that present in perfectly matched hybrids may offset the binding weakness associated with

mismatched probe.

The Inventive assay Is extremely sensitive, thereby obviating the need to conduct PCR ampilfication of t
target.

For example, it is possible to assay a test sample having a volume of about 20 microliters, which contair
about 10 femtomoles of target and about 10 femtomoles of probe.

Embodiments of the invention are sensitive enough to assay targets at a concentration of5x10-8 M,
preferably at a concentration of not more than5x10-1 M. Embodiments of the invention are sensitive
enough to employ probes at a concentration of5x10-8 M, preferably at a concantration of not more
thanSx104 M. It should go without saying that the foregoing values are not intended to suggest that the
method cannot detect higher concentrations.

The ratio of probe (e.g., first and saecond strands) to target (e.g., third and fourth strands) is 30: 1 to 1: 1
preferably about 10: 1.

The Examples will show that YOYO-1, a known minor groove Inhablting intercalator of duplex DNA, can
facliitate and signal triplex association or binding of a DNA oligo with a duplex target, which Is indicative

the degree of complementarity, ascertained on the basis of Watson-Crick base pair recognition betweer
the basas on the oligo and the bases of the complementary sequence In the duplex target.

The triplex binding observed can not be a version of the homopyrimidine triplex motif, well characterized
the literature, due to that complexes‘requirement for high acid conditions. Simiarly, If our typical wild
type33% GC content 15-mer oligo was evaluated as a binding partner to the"purine richstrand®in the
duplex target, as is the requirement for the homopurine triplex motif, our oligo would be mismatched by
bases In either the oligo sequance or the putative binding site on the purine rich strand of the target dupl

The YOYO-1 intercalator has been reported by Johansen and

Jacabsen {1998) as inhabiting tha minor groove of duplex DNA based upon NMR spectroscopic studies
is also reported that

YOYQO-1 acted to locally decondense the B conformation of the duplex DNA by108 resulting in an overal
helical repeat of 13 base pairs rather than the 10 base pairs usually found in a B conformation helical

rapeat.

As afluorophore, YOYO-lls emission was greatly enhanced by the addition of complemantary aliga to the
madiumn bearing the duplex target. The enhanced emission associated with the interaction of the oligo a
the duplex can be credited either to the YOYO-1 being present in the duplex minor groove and emitting
light more energetically upon the contacting of the oligo with the duplex or to the YOYO-1 finding a seco
hospitable place to locate itself in the groove created by the oligo and the complementary strand In the
duplex when the respective bases thereof contact one another. It is also possible that both events are
occurring. Further studies, such as X-ray crystallography and NMR spectroscopy will establish the poasi
locations and interactions of YOYO-1 with the Nature) Triplex.

Johansen and Jacobsen (1998) concluded that the decondensation of the duplex DNA by106 Is caused
the bisintercalation of the YOYO-1 chramophore while the polypropylene amine linker chain remains in t

minor groove of the duplex.

This may be part of the mechanism whereby the target isdecondensed 106 , a relaxation which will be
expressed out from the site of the YOYO-1 interaction in both directions. It may also be posshbia that the
+4 cationkc nature of YOYO-1 located in the minor groove between the backbone of the duplex resuits Ir
relaxation of the repulsion between the phosphate anionic charges In the immediate vicinity of the YOY(
binding site, causing the backbone strands to move closer to one another in the vicinlty of theYOYO-1.
Should a second YOYO-1 locate Itself near a YOYO-1 present in the duplex minor groove, by Inhabiting
the groove created by the cligo and the complementary strand when contacting one another in the mino
groave, that YOYO-1 would also act in reducing the anionic repulsion between the oligo backbone and t
complementary sequenca’s region of the backbone.

Woe also observed that reagents which condense duplex DNA have the ability to facliitate triplex formatk
In addition to tha wall known abilitv of monavalant. divalent. and multivalant eations to condangs duplax
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DNA, our results suggest that cations form bridges which make possible binding betwesn bases In the
oligo and bases In the complementary strand of the duplex. We showed this by first forming triplaxes
faciiitated by cations and then destroying the bridging structures. The result of continued lasing of the
medium In which the cations and triplex were present was tha rapid disappearance of all triplex structure

Our experience with triplexes facilltated by YOYO-1 Is that they are readily foomed at room temperature

and persist for many hours when formed. Over time, mismatched oligos continue the same lower level ¢
fluorophore emission indicating the same level of triplex formation. Cations on the ather hand appear to
result In transitory conditions which are conducive to triplex or quadruplex formations. The cations incluc .
intercalators such as YOYO-1, metal canter cations such asMgC121 or cationic peptides such as

spermidine, all of which act on the conformation by interacting with anionic charges to result in the
modification of the conformation of the duplex DNA target. The results varied with cation species,

concentration or the presence of several specles at varying concentrations.

We have shown that appropriate concentrations of organic solvents allow modification of the farget dupl
DNA, which aliows tripiexes to occur.

The transitory nature of much of triplex and quadruplex formation Is congruent with the organism’s
requiremnent that many processes involving the accessing of sequence information from duplex DNA be
easlly reversible, that is activated and terminated. Nevertheless, such formations are sufficlently stable ¢
that diagnostic and other assays can be based upon them.

We have therefore discovered that it Is condensation or decondensation of the duplex DNA by whatever
means which makes possible recognition between the oligo and the complementary sequence sufficleni
achlave & contacting of at least ana base on the oligo with a base in the complamentary strand of the
duplex target. There are probably a number of departures from the position usually enjoyed by adjacent
baso pairs In a sequence when the sizs of the helical repeat fs modified by condensation or
decondensation. Thisrealignment of atacked base pairs In tha modified helix most likely allows for a
sufficient change In eleciron orbits from that present within the base stack of an unmaedified double helix
allow binding of the third strand to the complementary strand to commence.

Duplex modification by either condensation or decondensation may occur in a rather homogeneous
fashion with all anionic charges in the dsDNA and vicinity affected at generally the same time or the
modification may be locallzed. In the latter case, @ series of greatly varying modiications will occur In the
DNA base peirs and backbones progressively distant from the locus of modification. In either case
conditions can be created to allow a binding event between a base on the oligo and a base in the
complementary strand of the duplex to generate triplex pairing.

Once such a binding has been Initiated it can be understood how the two flanking sequences of bases o
the oligo might be swung Into position to bind to bases In the flanking sequences of the complementary
strand of the duplex.

While our experiments show grest stabllity in the triplexes faclitated by YOYO-1, many other reagents
have effects on the conformation of the duplex DNA which result in Natural Triplexes being formed
transiently. Thease triple helix structures continue to progress Into conformations which are less favorabl
triplex maintenance, resulting in loas of the triplex structure.

Any agent capable of acting to modify the conformation of target dsDNA must be monitored as to its
effects over time to establish concentrations and incubation times suitable in the conditions of
temperature,pH, etc. selected. This application teaches many methods of evaluating such reagents whi
can be used or modified by those skilled in the art so as to practice what Is herein taught,

The invantion will be lllustrated in more detail with reference to the Examples that follow, but it should be
understood that the present invention is not deemed to be limited thereto.

EXAMPLES
The invention will be lllustrated in more detail with reference to the following Examples, but it should be

understood that the present invention Is not deemed to be limited thereto.

Example 1

Example 1 demonstrates that the assay of the invention can discriminate between perfectly
complementary dsDNA: ssDNA complexes and dsDNA: ssDNA complexes containing 1 bp, 2 bp and 3
mismatches or deletions when a cationic DNA intercalator,YOYO-1 (Molecular Probes, Eugene, OR,US.
is prasent. NMR speciroscopic analyses of the mechanism of interaction between

YOYO-1 and dsDNA have shown that the Intercalation of YOYQO-1 results in & localized decondensation
the dsDNA helix by108 generating an overall helical repeat of 13 base pairs as opposed to the normal 1:
ggs_se zg;:r( ?gdalg?ll repeat in non-condensed B conformation dsDNA [J. Blomolec. Struct. and Dynamics1€
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Complementary sense and antisenss 50-mer ssDNA target sequences, derived from exon 10 ot the
human cystic fibrosis gene [Nature380, 207 (1996)] were synthesized on a DNA synthesizer
{Expedite8809, PerSeptiveBiocsystems) and purified by HPLC.

Equimolar amounts of the complementary aligonuclectides were heated at85 C for 10 min and aflowed 1
anneal gradually as the temperature cooled t021 C over 1.5 hours. DsDNA oligonucieotides were dissol
inddH20 at a concentration of 1{pmole/ I.

Sequence for the sense strand of the wild-type target DNA (SEQ ID NO 1) was:5-TGG CAC CAT TAA
AGA AAA TAT CAT CTT TGG TGT TTC

CTA TGA TGA ATATA-3'

Sequence for the antisense strand of the wild-type target

DNA (SEQ ID NO :1) was:5-TAT ATT CAT CAT AGG AAA CAC CAAAGATGATAT TTT

CTT TAA TGG TGCCA-3'

SEQ ID NO : 2 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence kientical to wild-type target DNA (SEQ ID
NO :1) except for a one base pair mutation (undariined) at amino acid position 507 at which the wild-typ
sense strand sequence CAT was changed to CGT,

Saquence for the sense strand of SEQID NO : 2 was:5-TGG CAC CAT TAA AGA AAA TAT CGT CTT

TGG TGT TTC

CTA TGA TGA ATATA-3'

Sequence for the antisense strand of SEQ ID NO : 2 was:5"-TAT ATT CAT CAT AGG AAA CAC CAA A
CGATATTIT

CTT TAATGG TGCCA-3'

SEQ ID NO : 3was a 50-mer mutant dsDNA target sequence identical to wild-type target DNA (SEQ ID
NO :1) except for a consecutive two base pair mutation {underlined) at amino acid positiona508 and 507
which the wild-type sanse strand sequence CAT was changed to ACT.

%uance for the sense strand of SEQ ID NO : 3 was: 5'-TGG CAC CAT TAA AGA AAA TAT ACT CTT
G TGTTTC

CTA TGA TGA ATA TA-3' Sequence, for the antisense strand of SEQID NO : 3 was:5'-TAT ATT CATC
AGG AAACAC CAAAGA GTATATTTT

CTT TAATGG TGCCA-3'

SEQ ID NO : 4 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence kdentical to wild-type target DNA (SEQ ID
NO :1) except for a consecutive three base pair mutation (underiined) at amino acid pesitions 508 and 5
at which the wild-type sense strand sequence CAT was changed to ACG.

Sequence for the sense strand of SEQ ID NO : 4 was:5-TGG CAC CAT TAA AGA AAA TAT ACG CTT
TGG TGT TTC '

CTA TGA TGA ATATA-3'

Sequence for the antisense strand of SEQ ID NO : 4 was:5-TAT ATT CAT CAT AGG AAA CAC CAA A
GTATATTTT

CTT TAA TGG TGCCA-3'

SEQ ID NO : 5 was a 47-mer mutant dsDNA target sequence Identical to wild-type target DNA (SEQ ID
NO :1) except for a consecutive three base pair deletion (indicated by thres dots) at amino acld position:
507 and 508 at which the wild-type sense strand sequence CTT Is deleted.

Sequence for the sense strand of SEQ ID NO :5 was:5'-TGG CAC CAT TAA AGA AAA TAT CAT... TG(

TGTTIC

CTA TGA TGA ATA TA-3'

Sequence for the antisense strand of SEQ ID NO : 5 was:5-TAT ATT CAT CAT AGG AAACAC CA... A
TGATAT TTT

CTT TAA TGG TGCCA-3'

Probe No. 1 was a 15-mer ssDNA probe designed to be completsly complementary to a 15 nucleotide
segment of the sense strand of the 50-mer wild-type target DNA (SEQ ID NO :1), overlapping amino acl
positions 505 to 510 [Nature 380,207(1988)]. Tha chirality of the probe was opposite or antiparallel to th:
of the sense strand In the targst. Probe No.1 was syntheslzed on a DNA synthesizer, purified by HPLC,
and dissalved iInddH20 at a concantration of 1pmale/. 1.

Saquence for Probe No.1 was:5'-CAC CAA AGA TGATAT-3'

The hybridization reaction mixture(120 yl) containad the following : 8 pmoles of target dsDNA, 6 pmoles
88DNA probe, 0.5 x TBE and 500 nM of the DNA Intercalator YOYO-1 (Molecular

Probes, Eugena, OR, USA). The reaction mixiures were incubated at room temperature(21 C) for 5
minutes, placed into a quartz cuvette, irradiated with an argon lon (aser beam having a wavelength of 48
nm and monitored repeatedly for fluorescent emission as the temperature increased with time, In a heat
chamber. Concurrent temperature measurements of the samples were achleved by a software-cantrolle
temperature probe placed directly into each sample. Maximum fluorescent intensities were plotted as a
function of temperature for each sample analyzed.

Floura 1 dlhustratas that tha hinhart flinrareant intrnaitian wam achisvar whan tha wild-lwna S0-mar nnn
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denaturod dsDNA target sequence (SEQ ID NO :1) was reacted with tha 15-mer ssDNA Probe No 1
from30 C to 85 C. At temperatures below85 C, the Tm of the 50-mer wild-type dsDNA, dsDNA: ssDNA
complexes were formed, enhanced by the DNA intercalatorYOYO-1. As the temperature increased
above85 C, the dsDNA: ssDNA complexes converted to ssDNA: gsDNA complexes. Clearly YOYO-1 wi
able to intercalate and fluoresce efficiently in both types of complexes.

in contrast, incompletely complementary probe and targaet combinations generating a 1 bp mismatch (Sl
ID NO : 2 + Probe No.

1), a consecutive 2 bp mismatch (SEQ ID NO : 3 + Probe No. 1), a consecutive 3 bp mismatch (SEQ ID
NO : 4 + Probe No. 1) and a 3 bp deletlon (SEQ ID NO : 5 + Probe No. 1) resultad in fluorescent intensii
that were57%, 84%,87% and 88% lower at30 C, and47%, 78%, 92% and91% lower até5 C, respectivaly
than that observed with the perfectly matched sequences (Fig.1). Control samples comprising 50-mer
daDNA targets plus 500 nM YOYO-1 exhibited levels of fluorescence which were at or below the level of
fiuorescance observed with 3 bp mismaiched complexes at30 C {data not shown). The level of
fluorescance emittad by the ssDNA probe No. 1 plus 500 nMYOYO-1 sample was Identical to that emitt
byYOYOQ-1 alone (deta not shown). As the temperature Increased above85 C, the degree of discriminat
between perfect match and the base pair mismatiches decreased, indicative of the gradual breakdown o
the dsDNA: ssDNA structure. By85 C, the fluorescent intensities achleved by a 1 bp mismatch, a 2 bp
mismatch, a 3 bp mismatch and a 3 bp deletion were40%, 63%, 92% and 83% lower than that obtained
the perfect match (Fig. 1).

At any given temperature, the characteristic level of fluorescence emitted by each complax was moniton
over time and was stable betwean 5 minutes and 24 hours.

The presence of the DNA decondensing agent,YOYO-1, allowed a sSDNA probe to be used to differenti
belween perfactly complementary dsDNA: 8sDNA complexes and those containing 1 bp, 2 bp. or 3 bp
mismatches or deletions, without the requirement for prior denaturation of dsDNA targets.

Example 2

To ensure that the flucrescent intensity assay using a DNA dacondensing agent, 88sDNA probes and not
denatured dsDNA targets, wouki apply fo probe and target DNAs possessing dramatically different perc:
GC contents (and potentially different annealing temperatures), new 15-mer sSDNA probesand 50-mer
dsDNA targel sequences were synthesized, purified and annealed as above. Both 8sDNA probes and
dsDNA targets were dissolved inddH20 at a concentration of 1pmole/. 1.

SEQ ID NO : 6 was a 50-mer dsDNA target sequence modified from
SEQ ID NO :1, wherein the percent GC contant was changed from 30% to 52%.

Sequence for the sense strand of the wild-type target DNA (SEQ ID NO : 8) was:5-GAG CAC CAT GA(
AGA CAC TGT CAT CTC TGG TGT GTC

CTA CGA TGA CTCTG-3'

Sequence for the antisense sirand of the wild-type target

DNA (SEQID NO : 68) was :5-CAG AGT CAT CGT AGG ACA CAC CAG AGA TGA CAG TGT

CTG TCA TGG TGCTC-3'

SEQID NO : 7 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence identical to SEQ ID NO : 6, except for a or
base pair mutstion {(underiined), at which the sense sirand sequence CTC was changed to CTT.

Sequence for the sense strand of mutant SEQID NO : 7 was:5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT C/
CTTTGG TGTGTC

CTACGATGACTCTG-Y

Sequencs for the antisense strand of mutant SEQ 1D NO : 7 was:5-CAG AGT CAT CGT AGG ACA CA
CAA AGA TGA CAG TGT

CTG TCA TGG TGCTC-3'

SEQID NO : 8 was a 50-mer mutant dsDNA target sequencae identical to SEQ ID NO : 6, except for a or
base pair mutstion {underiined), at which the sense strand sequence CAT was changed to CGT.

Sequence for the sense strand of mutant SEQID NO : 8 was:5-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT Ct
CTC TGG TGT GTC

CTACGA TGA CTCTG-3'

Sequence for the antisense strand of mutant SEQ ID NO : 8 was:5-CAG AGT CAT CGT AGG ACA CAr
CAG AGA CGA CAG TGT

CTG TCATGG TGCTC-3'

SEQ ID NO : 9 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence identical to SEQ 1D NO : 8, except for a o1
base pair mutation {underiined), at which the sense strand sequence CAT was changed to CTT.

Sequence for the aense strand of mutant SEQ ID NO : 9 was:5-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGTC
CTC TGG TGT GTC
CTA CGA TGA CTCTG-3'
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Sequence for the antisense strand of mutant SEQ ID NO : 9 was:5'-CAG AGT CAT CGT AGG ACA CA'
CAG AGA AGA CAG TGT

CTG TCA TGG TGCTC-3'

SEQ ID NO : 10 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence identical to SEQ ID NO : 6, except for a
one base pair mutation (underlined), at which the sense strand sequence CTC was changed to CCC.

Sequence for the sense strand of mutant SEQ ID NO : 10 was: -53- 5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC
TGT CAT CCC TGG TGT GTC

CTACGA TGA CTCTG-3'

Sequence for the antisense strand of mutant SEQ ID NO : 10 was:5'-CAG AGT CAT CGT AGG ACA C/
CAG GGA TGA CAG TGT

CTG TCA TGG TGCTC-3'

SEQ ID NO : 11 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence kientical to SEQID NO : 8, except forac
base pair mutation {underiined), at which the ssnse strand sequence CTC was changed to CGC.

Sequence for the sense strand of mutant SEQ ID NO :11 was:5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT

CAT CGC TGG TGT GTC

CTA CGA TGA CTCTG-3'

Sequence for the antisense strand of mutant SEQ ID NO : 11 was:5'-CAG AGT CAT CGT AGG ACA C/
CAG CGA TGA CAG TGT

CTG TCATGG TGCTC-3

SEQ ID NO : 12 was a 50-mer mutant daDNA target sequence Identical to SEQ ID NO : 6, axcapt for a
consecullve two base pair mutation (undariined), at which the sense strand sequence CAT waa changex
ACT. :

Sequence for the sense sirand of mutant SEQ ID NO : 12 was:5-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT
ACT CTC TGG TGT GTC

CTA CGA TGA CTCTG-3'

Sequence for the antisense strand of mutant SEQ ID NO : 12 was :5'-CAG AGT CAT CGT AGG ACAC
CAG AGA GTA CAG TGT

CTG TCA TGG TGCTC-3'

SEQ ID NO : 13 was a 50-mer dsDNA target sequence modified from SEQ ID NO :1, wherein the perca
GC content was changed from 30% to 72%.

Sequence for the sense strand of the wild-type target DNA (SEQ ID NO : 13) was:6GAG CAC CCT CC
AGG CAC GGT CGT CCC TGG TGC GAC

CTC CGA CGA GCGTG-3'

Sequence for the antisense strand of the wild-lype target

DNA (SEQ ID NO : 13) was:5-CAC GCT CGT CGG AGG TCG CAC CAG GGA CGA CCG TGC

CTG GGA GGG TGCTC-3'

SEQ ID NO : 14 was a 50-mer mutant dsDNA target sequence Identical to SEQ ID NO : 13, except for &
one base pair mutation (underiined), at which the sense strand sequence CGT was changed to CAT.

Sequence for the sense strand of mutant SEQ ID NO : 14 wae:5-GAG CAC CCT CCC AGG CAC GGT
CAT CCC TGG TGC GAC

CTC CGA CGA GCGTG-3'

Saquence for the antisense strand of mutant SEQ ID NO : 14 wes:5-CAC GCT CGT CGG AGG TCG C
CAG GGA TGA CCG TGC

CTG GGA GGG TGCTC-3'

SEQ ID NO : 15 was a 50-mer'mutant dsDNA target sequence identical to SEQ ID NO : 13, except for a
consecutive two base pair mutation (underiined), at which the sense strand sequence CGT was change
to ATT.

* Sequence for the sense strand of mutant SEQ ID NO : 15 was:5-GAG CAC CCT CCC AGG CAC GG’
ATT CCC TGG TGC GAC

CTC CGA CGA GCGTG-3'

Sequence for the antisense strand of mutant SEQ (D NO : 15 was:5-CAC GCT CGT CGG AGG TCG C
CAG GGA ATA CCG TGC

CTG GGA GGG TGCTC-3'

Probe No. 2 was a 15-mer 88DNA probe designed to be completsly complementary to a 15 nucleotide
sagment of the sense strand of the 50-mer wild-type target DNA (SEQ ID NO : 6). The chirality of the
probe was opposite or antiparallel to that of tha sense strand in the target.

Sequence for Probe No. 2 was:5-CAC CAG AGA TGA CAG-3'

Probe No. 3 was a 15-mer asDNA probe designed to be completsly complementary to a 15 nucleotide
segment of the sense strand of the 50-mer wild-type target DNA (SEQ ID NO : 13). The chirality of the
probe was opposite or antiparallel to that of the sense strand In the target.

Samanra fnr Prnha Nn 3 ume- R-.CAN CAR (RRA CRACCARY
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The hybridization assay conditions were identical to that described in Example 1.

When the ssDNA Probe No. 2 (with a 53% GC content) was reacted with the 50-mer wild-type dsDNA
target (SEQ ID NO : 8) and mutant dsDNA targets (SEQ ID NO : 8 and SEQ 1D NO : 12), dsDNA: ssDN
complexes were formed at low temperatures under non-denaturing conditions (Fig. 2A). While perfectly
malched DNA complexes achleved the highest fluorescent Intensities, incompletely complementary
complexes with a 1 bp mismatch (SEQ ID NO : 8 + Probe

No. 2) and a consecutive 2 bp mismatch (SEQ ID NO : 12 + Probe No.

2) produced fluorescent intensities that were 63% and 85% lower, respectively, than that observed with
matched sequances at30 C (Fig. 2A). As the temperature increased, the gradual breakdown of
the deDNA: saDNA complex occurred, resulting in diminished fluorescent intensities and less
discrimination between perfect match and the base pair mismatches. By8S C, very little difference in
fluorescence was seen between perfectly matched sequences and those containing base pair mismatct

(Fig.
2A).

Similarly, In the presance ofYOYO-1, dsDNA: ssDNA complexes were formed when the ssDNA Probe b
3 (possessing a73% GC content) was reacted with the comesponding 50-mer wild-type dsDNA target
(SEQ ID NO : 13) and mutant dsDNA targets (SEQ ID

NO : 14 and SEQ ID NO : 15). The fluorescent intensities for 8 1 bp mismatched DNA complex (SEQ IC
NO : 14 + Probe No. 3) and a consecutive 2 bp mismatched DNA complex (SEQ ID NO : 15 + ProbeNo

3) were 48% and 64% lower, raspactively, than that obtained by the perfectly matched sequences at30 ¢
(Fig. 2B). Fluorescence of all samplea decreased as the temperature increased from30 C to85 C,
Indicative of diminishedYOYO-1 binding and dsDNA: ssDNA complex breakdown.

Regardiess of the percant GC content of the ssDNA probes and dsDNA targets,YOYO-1 was able to
facilitate dsDNA: ssDNA complex formation under non-denaturing conditions, to allow accurate
discrimination between perfectly complementary sequences and those containing 1 or 2 bp mutations.

Example 3
The next axamples will dsmonstrate the specificity of the assay utllizing diffarant DNA condensing agen!
to promote and stablillze complex formation with non-denatured dsDNA targets and saDNA-F probes.

Probe No. 4 was a 15-mer antiparallel ssDNA probe Identical to Probe No. 1 except it had an attached
fluorescein molety at the 5'position. Probe No. 4 was synthesized on a DNA synthes(zer, purified by HPL
and dissolved inddH20 at a concentration of 1pmole/pl.

Sequence for Probe No. 4 was:5-Fiu-CAC CAA AGA TGA TAT-3'

The hybridlzation reaction mixture (401) contained the following: 0.4 pmoles of target dsDNA, 4 pmoles
of5'- fluorescein labeled ssDNA Probe No. 4,10 mMTris-HC1, pH 7. 5, and 10 mM to 125 mM NaCl. The
reaction mixtures were incubated at room temperature(21 C) for 1 hour, without prior denaturation of
dsDNA targets. Samples were placed into a quartz cuvette, iradiated with an argon lon laser beam havi
a wavelength of 488 nm and monitored for fluorescent emisslon. The maximum fluarescent intensities
occurred at a wavelength of 525 nm, the emission wavelength for fluorescein. The intensity of fluoresce:
emission was plotted as a function of wavelength for each sample analyzed.

In the abaence of NaCl or presancs of 10 mM or 25 mM NaCl, no binding betwean the dsDNA targets &
the antiparaliel ssDNA-F probe was detected (data not shown).

Aftar a 1 hour incubation in the presence of 50 mM NaCl, dsDNA: ssDNA-F complexes cansisting of
perfactly complementary sequences (SEQ ID NO :1 + Probe No. 4) formed readgy, resulting in a49%
decrease In fluorescent emiasion intensity compared to that emitted by the control Probe No. 4 (labeled
saDNA-F) (Fig.

3). By contrast, incompletely complementary dsDNA: ssDNA-F complexes contalning a 1 bp G-T misme
(SEQ ID NO : 2 + Probe No.

4) yielded a11% decrease In fluorescent emission Intensity compared to that exhibited by the Probe No.
control sample.

The presence of 75 mM, 100 mM and 125 mM NaCl in the reaction mixture also resulted in fluorescent
emission quanching consistent with significant amounts of complex formation between the perfectly
matched SEQ ID NO :1 target and antiparalie! Probe

No. 4, and significantly less quenching when the 1 bp G-T mismatched SEQ IDNO, :, 2 target and Probe
No. 4 were present, producing similar flucrescent intensities to that observed In the presence of 50 mM
NaCl (data not shown). .
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Use of monovalent cations, which are known DNA condensing agents, facilitated DNA complex formatic
between non-deneatured dsDNA targets and flucrascently labeled antiparallel ssDNA probes, to allow
rellable differentiation between perfectly complementary DNA sequences and those containing a single
bp mismatch. The reaction occurred at room temperature within 1 hour of incubation at a ratio of probe 1
target of 10 to 1. The dsDNA targets and ssDNA probe used in this example contained a 33% GC conte
and did not contain homopurine or homopyrimidine streiches of DNA. Despite the presence of 8 pyrimid
bases Interspersed within the 15 nuclectkie ssDNA probe, dsDNA: ssDNA complexes formed readily In
sequance speclific manner.

Example 4

To ensure that the fiucrescent intensity assay, which used 5'-fluoresacein labeled ssDNA probes and nor
denatured deDNA targets In the presence of DNA condensing agents such as cations, would apply to
probe and target DNAs possessing dramatically different percent GC contents (and potentially different
annsaling preferances), 15-mer ssDNA-F probes and 50-mer dsDNA target sequences (with varying
percent GC contents) were syntheslzed, purified and annealed as above. Both ssDNA-F probes and .
dsDNA targets were dissoived InddH20 at a concentration of 1pmole/gl.

Probe No. 5 was a 15-mer antiparallel ssDNA probe identical to Proba No. 2 except it had an attached
fluorescein molety at the 5'position.

Sequence for Proba No. 5 was:5'-Flu-CAC CAG AGA TGA CAG-3'
Probe No. 8 was a 15-mer antiparallel ssDNA probe kientical to Probs No. 3 except it had an attached
fluoresceln moiety at the 5'position.

Sequence for Probe No. 6 was: 5'-FIu-CAC CAG GGA CGA CCG-3

The assays performed in Example 3 were faciiitated by the addition of monovalent cations in the reactio
mixtures. The specificity of the assay was further examined utilizing divalent cations (instead of
monovalent cations) to promote complax formation with dsDNA targets and ssDNA-F probes possessin:
various percent GC contents.

The hybridlzation reaction mixiure{40 Ai) contained the following: 0.4 pmoles of target dsDNA, 4 pmoles
5'fluorescein labeled ssDNA probe, 10mM Tris-HCI, pH 7.5, and 5§ mM to 30 mMMnCI2 or 5 mM to 30
mMMgCI2 or 5 mM to 30 mMNiCI2. The reaction mixtures were incubated at room temperature(21 C) fc
hour, without prior denaturation of dsDNA targets. Samples were placed into a quartz cuveits, iradiated
with an argon lon lasar bsam having a wavelangth of 488 nm and monitored for luorescant esmiasion. T
maximum flucrescent intensities occurred at a wavelength of 525 nm, the emission wavelsngth for
fluorescein. The Intensity of fluorescent amission was piotted as a function of wavelangth for each samg

analyzed.

When the ssDNA-F ProbeNo. 5 (with a53% GC content) was Incubated with the 50-mer wild-type dsDN.
target (SEQ ID NO : 6) and mutant dsDNA targets (SEQID NO : 7 to SEQ ID NO : 12) in the presance o
10 mMMnCI2, dsDNA:ssDNA-F complexas were formed at room temperature under non-denaturing
conditions. While perfectly matched DNA complaxes yielded the maximum decrease in flucrescent
intansity (a43% decrease after @ 1 hour incubation), the less stable dsDNA: ssDNA-F complexes
containing a 1 bp T-G mismatch (SEQ ID NO : 7 + Probe No. 5) produced a flucrescent intensity that we
20% lower than that observaed with Proba No. 5 alone after a 1 hour incubation (Flg. 4). dsDNA: asDNA-
complaxes that resulted In a 1 bp G-T mismaich (SEQ IDNO: 8 +

Proba No. 5), a 1 bp T-T mismatch (SEQ ID NO : 8 + Probe No. 5), a 1 bp C-A mismatch (SEQ ID NO :
+ Probe No. 5) and a consecutive 2 bp A-G and C-T mismatch (SEQ ID NO : 12 + Probe No. 5) were all
leas stable than the perfectly matched dsDNA: ssDNA-F complex (SEQID NO : 8 + Probe No. 5) yieldin
fluorescent Intensities in between that cbserved for Probe No. 5 alone and that observed for the parfect
maiched DNA complex {data not shown). Except for the 1 bp T-T mismatched dsDNA: 8sSDNA-F comph
which was the least stable (rasuiting in only a 5% decrease In fluorescent intensity after 1 hour), all of th
other mismatched DNA complexes generated very similar fluorescent intensities. Only the dsDNA: ssDP
F complex that contained a 1 bp G-A miamatch (SEQ

ID NO : 11 + Probe No. 5) yielded a fluorescent intenslity lower than that producad by the perfactly matc
dsDNA: ssDNA-F complex (data not shown).

The inclusion of 20 mMMgCI2 or 20 mMMNCI2 or 20 mMNICL2 also facilitated dsDNA: ssDNA-F comple
formation when the ssDNA-F

Probe No. 6 (possessing a73% GC content) was reacted with the corresponding 50-mer wild-type dsDN
target (SEQ ID NO : 13) and mutant dsDNA terget (SEQ ID NO : 14) for 1 hour (data not shown).

As expected, the perfectly matched dsDNA: ssDNA-F complexes generated the maximum decrsasss in
fluorescent intensity, while the less stable 1 bp A-C mismatiched dsDNA:ssDNA-F complexes (SEQ
IDN : 14 + Probe No. 8) produced Intermediate levels of fluorescence (data not shown).

Perfactly matched dsDNA: ssDNA-F complexes (possessing a 33%
2" rantanitl IQEMA IN NA 1 & Deaha Ma 4\ fenan raadih uidthin 4 haor In tha nrasanca Af 410 mAlInM P
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resulting in a 57% decrease In fluorescent intensity compared to that emitted by Probe No. 4 alone (date
not shown). These reaction conditions were highly unfavorable for dsDNA: ssDNA-F complexes that
contained a1 bp G-T mismatch (SEQ ID NO : 2 + Probe No. 4), resulting in an Increased fluorescence
compered to that observed by Probe No. 4 alone (data not shown).

Regardiess of the percent GC content of the dsDNA targets and ssDNA probes, the addition of divalent
cations such asMn,

Mg+2 orNi+2 promoted dsDNA: asDNA complex formation under nondenaturing conditions, to allow
accurate discrimination betwaen perfectly complementary sequences and thosecontainir. g 1 bp mutatic

Example 5

The dsDNA: asDNA complax formation assays in Examples 3 and 4 were parformed in the presenca of
one type of monovalent or divalent cation. The next Examples will demonsirate the relisbliity of the assa
of the Invention to differentiate between perfect matches and 1 bp mismatches in dsDNA: ssDNA
complexes when combinations of divalent cations were used as promoting agents for complex formatior

The hybridization reaction mixture (40Al) contained the following: 0.4 pmoles of target dsDNA, 4 pmoles
5'fluorescein iabeled 3sDNA probe, 10 mMTris-HC1, pH 7.5, and § mM to 20 mM each ofMgCi2
andMnCiz. The reaction mixtures were incubated at room temperature(21 C) for 1 hour, without prior
denaturation of dsDNA targets. Samples were placed into & quartz cuvetts, irradiated with an argon ion
laser beam having a wavelength of 488 nm and monitored for flucreacent emission. The Intensity of
fiuorescence was plotted as a function of wavelength for each sample analyzed.

When the antiparallel ssDNA-F Probe No. 6 (with a 73% GC content) was Incubated for 1 hour with the
mer wiid-tyne dsDNA target (SEQ ID NO : 13) in the presence of 20 mMMgCiz and 20 mMMnCI2, perfa
complementary dsDNA: ssDNA-F complexes were formed efficiently, generating a 46% decrease in
fluorescence compared fo that emittad by Probe No. 8 alone (Fig. 5A). These reaction conditions were
highly unfavorable for dsDNA: 8sDNA-F complexes that contsined a 1 bp A-C mismatch (SEQID NO : -
+ Probe No. 6), resulting in a3% reduction In fluorescence compared to that observed with Probe No. 8
alone (Fig. 5A). Very similar results were obtained when the same samples were incubated for 1 hour in
the presencs of 10 mMMgCI2 and 10 mMMnCI2, or 15 mMMgCI2 and 15 mMMnCI2 {(data not shown).
The, addition of 5 mMMgCI2 and 5 mMMnCI2 was insufficient to allow complex formation between the
antiparaliel asDNA-F Probe No. 8 and all dsDNA targets tested following a 1 hour incubation (data not

shown).

When the antiparallel ssDNA-F Probe No. 4 (with a33% GC content) was incubated with the wild-type
dsDNA target (SEQ ID

NO :1) or mutant dsDNA targets (SEQ ID NO : 2 and SEQ ID NO : 3), in the presence of 10 mMMgCI2 i
10 mM MnCi2, minimal DNA complex formation was observed (data not shown). However, Incubation Ir
the presence of 15mM MgCi2 and15 mM MnCI2 for 1 hour facilitated perfectly matched dsDNA: ssDNA-
(SEQ ID NO :1 + Probe No. 4) complex formation, as evidenced by the49% decrease In fluorescent
intensity observed, compared to that obtained by

Probe No. 4 (Fig.5B). dsDNA: ssDNA-F complexes that resulted in a 1 bp G-T mismatch (SEQ ID NO :.
Probe No. 4) or a 3 bp deletion (SEQ 1D NO : 3 + Probe No. 4) were very unstable In the presence of
15mM MgCI2 and 15mM MnCI2, yielding a2% decrease in fluorescence and a 5% Increase In
fluorescence, respectively, compared to that emitied by Probe No. 4 alone (Flig.5B).

Treatment with 20mM MgCi2 and 20mM MnCI2 for 1 hour, resulted In a88%, a 48% and a 6% reduction
fluorescence for perfactly matched dsDNA: ssDNA-F complexes, and for dsDNA: ssDNA-F complexes
containing a 1 bp G-T mismatch or a 3 bp delstion, respectively, compared to that observed with Probe
4 alone (data not shown),

As lllustrated in Fig.5C, In the presence of 10 mM MgCI2 and 10 mM MnCl2, the dsDNA: ssDNA-F
complexas possessing a 53% GC content and containing perfectly complementary sequences (SEQ ID
NO : 8 + Probe No. 5) or a 1 bp T-G mismatch (SEQ ID NO : 7 + ProbeNo. 5) ganerated fluorescent
intensities after an1 hour incubation that were 68% and 20% lower, respectively, than that emitted by the
antiparallel Probe No. 5 alone.

When the antiparallel 8sDNA-F Probe No. 5 (with a53% GC content) was Incubated for 1 hour with the £
mer wild-type dsDNA target (SEQ ID NO : 8) In the presence of 15 mMMgCI2 and 15 mMMnCI2, perfec
compiementary dsDNA : ssDNA-F complaxes were formed very efficlently, generating a 74% decrease
fluorescence compared to that achiaved by Probe No. 5 alone (Fig. 5D). By contrast, dsDNA: ssDNA-F
complexes that contained a 1 bp T-G mismatch (SEQ ID NO : 7 + Probe No.5) wera much less stable ir
the presence of 15 mMMgCI2 and 15 mM MnCl2, yleiding 815% decrease In fluorescance compared to
that emitted by Probe No. 5 alone after a 1 hour incubation (Fig.SD). Simitarly, dsSDNA: ssDNA-F
complexes that resulted in a 1 bp G-T mismatch (SEQIDNOQ : 8 +

Probe No. 5), a 1 bp C-A mismatch (SEQ ID NO : 10 + Probe No. 5), a 1 bp G-A mismatch (SEQ ID NO
11 + Probe No. 5) and a consecutive 2 bp A-G and C-T mismaich (SEQ ID NO : 12 + Probe No.
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5) were ail much less stable than the perfectly matched DNA complex (data not shown). When Probe N:
5 (containing a53% GC content) was reacted with the dsDNA target SEQ ID NO : 3 (containing a 33% C
content), a 3% Increase in fluorescence wes observed compared to that obtained by Probe No. 5 alone

{Fig.

5D), Indicative of no DNA complex formation, This resuit was expected considering this probe and targe
combination would result in a 5 bp mismatch.

Coilectively, Examples 3.4 and 5 demonstrated that the addltion of condensing agants such as monoval
cations or divalent cations {on thelr own or In combination), promoted DNA complex formation belween
dsDNA targets andfiuorescently-tabeled ssDNA probes, possessing dramatically different percent GC
contents, {o allow accurate and rellable dnscﬂmlnatlon between perfectly complementary sequences anc
those containing various 1 bp mutations.

Example 8
DsDNA: ssDNA complexes facilitated by YOYO-1 readily form at room temperature within 5 minutes of
incubation and generate fluorescent emissions at the same level of intensity for hours.

Complexes cantaining base pair mismatches similarly emit fluorescent signals which persist, indicating 1
same level of complex formation over time. To examine the rate of formation, stabllity and rate of
disassociatlon of dsDNA: ssDNA complexes formed In the presence of condensing agents such as
cations, time course experiments were performed. .

The hybridization reaction mixture{40/el) contained the following: 0.4 pmoles of non-denatured target
dsDNA, 4 pmoles of 5-fluorescein labeled asDNA probs, 10 mMTris-HC1, pH 7.5, and 10 mMMgCI2
and10 mM MnCli2. The reaction mixtures were Incubated at room temperature{21 C) for various periods
ranging from 1 minute to 2 hours. Fallowing incubation, samples were placed Into a quartz cuvette,
irradiated once with an argon ion laser beam having a wavelength of 488 nm and monitored for fluoresc
emission. Further fluorescent measurements were taken of the same samples after subsequent multiple
laser irradiation, at the indicated times (Fig. 6). The intensity of fluorescence was plotted as a function ol
time for each sample analyzed.

The fluorescence emitted by control samples comprising 4 pmoles of Probe No. 5 plus 10 mMMgCI2 an
10 mM MnCI2, In the absence of target dsDNA, dramatically decreased 3-fold within just 5 minutas of
incubation (deta not shown), and then steadlly declined at a much slower rate within the next few hours

(Fla.

BA). This effect we refer to as"Catlonic Quench®. This Inhibition of fluorescence, assaclated with increas
incubation periods of ssDNA-F probes with specific cations, occurmed routinely In the presence of divalet
cations, but not In the presence of monovalent cations (data not shown). This observation makes evider
the Importance of incubating the control sample in an experiment under exactly the same conditions tha
the test samples of an experiment are reacted. Multiple lasing of each ssDNA-F control sample after
varying periods of incubation inhibited further quenching of the fluorophore, resulting in a steady level of
fluorescence thereafter (Fig.6A).

This rasult was entirely unanticipated.

When the antiparallel $sDNA-F Probs No. 5 was incubated with the 50-mer wild-type dsDNA target {SEt
ID NO : 6) In the presence of 10 mMMgCI2 and 10 mMMnCIL2, dsDNA: ssDNA-F complex formation wat
evident after 15 minutes of incubation resulting in a decrease in fluorescence, which was 6% greater the
the progressive cationle quench of the control Probe No. 5 (Fip. 6B).

Complex formation was greatly indicated after 30 and 80 minutes of incubation of SEQID NO : 8 with
Probe No. & In the presence of 10 mMMgCI2 and 10 mM MnCi2, generating a 76% and 81% decrease i
fiuorescenca, respectively, compared to that achieved by the cationically quenched Probe No. 5 alone (f
6B). After 80 and 120 minutes of incubation in the presence of 10 mMMgCI2 anti 10 mMMnCi2, no
complex formation was being signaled (Fig. 8B). The level of fluorescent emission seen at 80 and 120
minutes was wholly aftributable to the cationic quench effect (compare Figs.

6A and 8B).

By contrast, daDNA: ssDNA-F complexes that contained a 1 bp

T-G mismatch (SEQ ID NO : 7 + Prabe No. 5) formed at a siower rate and were much |ess stable once

formed in the presence of 10 mMMMgCI2 and 10 mMMNCI2. The 1 bp T-G mismatched complex was firs

observed after 30 minutes of Incubation, and appesared to have been eliminated after 60 minutes of

I(nwbggt;n (Fig. 6C). Once agaln, the probe was antiparallel to the complementary strand in the duplex
Fig. 6C).

Multiple laser Irradiation of parfectly complementary dsDNA:ssDNA-F complexea (SEQ ID NO : 8 + Prot

R B\ farmmad allar 3N mlnidan ar RN mineodae of Inrihalan In tha nraranna af AN mbibia™D and 4Nmbid
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MnCI2 resulted in fluorescant emissions consistent with the destruction of thesa complaxas at a rate
characieristic for DNA complexes containing an antiparallel ssDNA probe (Fig.

6B). When a subsequant measurement was made at 45 minutes after lasing of the perfectly
complementary complex at 30 minutes, the emission intansity level was 1869, testimony to the rapidity v
which the complex was desiroysd (data not shown). The lavsl of fluorescent amission, after multiple lasi
retumed to the cationically quenched values abserved by the uncomplaxed Probe

No. 5 alone control {compare Figs. 8A and 8B). The only exception was the perfectly matched complexe
formed after 15 minutes of incubation and repeated imadiated thereafter (Fig.

6B). In this case the fluorescent emission was not consistent with the destruction of the complexes (Fig.
6B), even though further cationic quench of Probe No. 5, when multiply kradiated after a 15 minute
incubation, was totally inhibited (Fig. 8A).

DsDNA: asDNA-F complexes containing a 1 bp T-G mismatch (SEQ ID
NO : 7 + Probe No. 5) were simllarty apparently destroyed by multiple lasing (Fig. 8C).

An experimant was performed to determine the basis for the effect of multiple lasing on the complexes.
was found that when fresh cations were added to the reaction mixture which had been lased twice, the
inhibltion of catlonic quench in fluorescence emitted by the ssDNA-F probe could not be reversed and
further cationic quench did not occur upon further incubation, strongly suggesting that the ssDNA-F prot
waslnactivated by multiple Iradiation, by a yet unknown mechanism (data not shown). Simllarly, when
fresh ssDNA-F probes were added to the reaction mixture which had been lased twice, after normalizing
for the Increased fluorescent emission of the fresh probe, no subsequent progresaive cationic quenching
was observed upon further incubation of the reaction mixture, strongly suggesting that the iasad cations
were somehow disabled (data not shown).

Example 7

Examples 1-8 demonstrated dsDNA: ssDNA complex formation in a sequence specific manner betweer
dsDNA targets and ssDNA probes facilltated by either DNA decondensing agents such asYOYO-1 or by
DNA condensing agents such as monovalent or divalent cations.

The next axampies will examine the rate of formation, stability and rate of disassociation of dsDNA: dsD
complexes fonmed in the presence of various cations. These examples will show how the species of

cation, the concentration of each cation, and the combination of different cations at different concentrat
influence the rate of formation, stabllity and rate of disassociation of dsDNA: deDNA complexes formed.

Complementary sense and antisense 15-mer ssDNA probe sequences were synthesized on a DNA
synthestzer and purified by

HPLC. Equimolar amounts of the complementsry oligonucieotides were heated at95 C for 10 min and
allowed to annes! gradually as the temperature cooled to21 C over 1.5 hours. DsDNA oligonuclectides
were dissolved InddH20 at a concantration of 1pmole/yl.

Probe No. 7 was a 15 bp dsDNA probe with an sttached fluorescein moiety at each S'position, designed
be completely homologous to a 15 bp segment of the 50-mer wild-type target DNA (SEQ ID NO : 8). Tix
antisense strand of Probe No. 7 was ldentical to Probe No. 5.

Sequence for the sense strand of Probe No. 7 was:58-FIu-CTG TCA TCT CTGGTG-3'

Sequence for the antisense strand of Probe No. 7 was:5'-Flu-CAC CAG AGA TGA CAG-3'

The hybridization reaction mixture (40pl) contained the following: 0.4 pmolesof, non-denatured target
dsDNA, 4 pmoles of 5'-fluorescein labeled dsDNA probe, 10 mMTris-HC1, pH 7.5,70 mM to 80 mM KCI
and 0 mM to 20 mM NaCl. The reaction mixtures were incubated at room temperature(21 C) for various
periods ranging from 1 minute to 2 hours. Following incubation, samples were placed into a quartz cuve
iradiated once with an argon lon laser beam having a wavelength of 488 nm and monitored for fluoresc
emission. The intensity of fluorescence was plotted as a function of ime for each sample analyzed.

The flucrescence emitted by control sampies, comprising 4 pmoles of Probe No. 7 plus 80 mMKC1 In t+
absence of target dsDNA, remained relatively constant throughout the 120 minute incubation, indicating
that no cationic quenching of the dsDNA-F probe was occurring in the presence of the monovalent KC1

(Fig.

TA). When the dsDNA-F Probe No. 7 was incubated with the 50-mer wild-type dsDNA target (SEQ IDN
8) and mutant dsDNA target (SEQ

ID NO : 7) in the presence of 80 mMKC1, dsDNA:dsDNA-F complexes were formed at room temperatu!
under non-denaturing conditions within just 15 minutes of incubation and persisted for at least 120 minu
(Fig. 7A). Maximum discriminetion between perfectly matched and 1 bp mismatched dsDNA: dsDNA-F
complexes was observed after 30 and 45 minutes of incubation In the presence of 90 mMKC1, generatl
flucrescent ntensities that were27% and 3% lower, respectively after 30 minutes, and34% and 15% low
respectively after 45 minutes, than that emitted by Probe No. 7 alone (Fig. 7A).
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In the presence of 70 mMKC1 and 20 mM NaCl, the dsDNA: dsDNA-F complaxes containing perfectly
matched sequences (SEQ ID NO : 8 + Proba No. 7) or a 1 bp mismatch (SEQIDNO : 7 +

Probe No. 7) produced fluorescent intensities thet were 47% and 19% lower, respectively after 30 minut
and35% and 14% lower, respectively after 45 minutes, than that achieved by Probe No. 7 alone (Fig.78’
small amount of cationic quench of the dsDNA

F Probe No. 7 control sample was observed aver the 120 minute Incubation In the preaence of 70mM Kt
and 20 mM NaCl (Fig.7B). :

This minimal cationic quench was caused by the Inclusion of NaCl, which when present alone cauges a
similar progressive fiuorescence quench of Probe No. 7 (data not shown).

The presence of 80 mMKC1 and 10 mM NaCl, preferentially promoted perfectly maiched dsDNA: dsDN
F complex formation betwean the wild-type deDNA target (SEQ ID NO : 6) and dsDNA-F

Probe No. 7, resulting in a decrease in fluorescent emission of18%, 48% and34% after a 30 minute, 45
minute end 60 minute incubation, respectively, compared to the fluocrescence emittad by the control Prol
No. 7 sample at these imes (Fig. 7C). By contraat, formation of the 1 bp mismatched dasDNA: daDNA-F
complexes (SEQ ID NO : 7 + Probe No. 7) was very inefficlent throughout the entire 120 minute incubati
in the presence of 80 mMMKC1 and 10 mM NaCl, as evidenced by the low 1% to 5% reduction In
fluorescence observed with these mismatched complexes compared fo that exhibited by Probe No. 7 (F
7C). .

Thaerefore the inclusion of monovalent cations auch asKCt and NaCl at close to physziological
concentrations promoted DNA complex formation between non-denatured dsDNA targets and
fluorescently-labeled dsDNA probes. Complex formation occurred on the basis of homologous base pai
recognition, with a measurable and significantly greater amount of complex formation between fully
matched homologous duplex strands. The reaction occured at room temperature within relatively short
incubation periods of 15 minutes to 60 minutes at & ratio of probe to target of 10 to 1. The dsDNA target
and dsDNA probe used In this example were homologous, contained53% GC content, and did not conte
homopurine or homopyrimidine siretches on any DNA strand.

The essay of the invention was able to kientify parfectly matched dsDNA sequences and those containir
a pair of mismatched bases, using dsDNA probes.

Example 8

The assays performed in Example 7 were facilitated by the addition of monovalent cations In the reactio
mixtures. This example will demonstrate the rate of formation, stabllity and rate of dissassoclation of
dsDNA: dsDNA complexes formed In the presence of divalent cations. The reaction conditions were
Identical to that describad in Example 7, except thatKC1 and

NaCl was replaced with 30 mM to 40 mM each ofMgCi2 andMnCI2.

The control dsDNA-F Proba No. 7 sample exhiblted a progressive reduction in fluorescence with increas
time of Incubation in the presence of 30 mMMQCI2 and 30 mMMnCI2 (Fig.

8A) or 40mM MgCI2 and 40 mM MnCi2 (Fig. 8B). This cationic quench was similar to that observed with
8sDNA-F Probe No. 5 in the presence of 10 mMMgCI2 and 10 mMMnCI2 (Fig.6A).

When the dsDNA-F Probe No. 7 was incubaled with the 50-mer wild-type dsDNA target (SEQ ID NO :8)
the presance of 30 mMMgCI2 and30 mM MnCl2, dsDNA: daDNA-F complex formation was evident aftel
60 minutes of incubation resuiting In a decrease in fluorescence, which was 13% greater than the
progressive cationic quench of the control Probe No. 7 (Fig. 8A). Complex formation was greatly indicat
after 75 minutes of incubation of SEQ ID

NO : 6 with Probe No. 7 In the presence of 30 mMMgCI2 and 30 mMMnCI2, generating an 81% decreat
in flucrescence, compared to that achieved by the calionically quenched Probe No. 7 alone (Fig. 8A).
DsDNA: dsDNA-F complexes that contained a 1 bp mismatch (SEQ ID NO : 7 + Probe No. 7) also form
after 80 minutes and 75 minutes of incubation in the presence of 30 mMMgCI2 and 30 mM MnCi2,
generating a 16% and 30% decreases in fluorescence, respectively, compared to that achleved by the
cationically quenched Probe No. 7 alone (Fig. 8A). After 90 and 120 minutes of Incubation in the presen:
of 30 mM MgCi2 and 30 mM MnCi2, no complax formation was beling signaled (Fig. 8A). After 80 minut
the level of fluorescence observed was wholly attributable to the cationic quanch effect (Fig. 8A).

In the presance of 40 mMMgCI2 and 40 mM MnCi2, the dsDNA: deDNA-F complexes containing perfec
matched sequences (SEQ ID NO : 8 + Probe No. 7} or a 1 bp mismatch (SEQ ID NO :7 + probe No. 7)
produced fluorescent Intensities that were 17% lower and4% higher, respeactively after 60 minutes, 36%
and 22% lower, respectively after 75 minutes, and 57% lower and 0.2 % higher, respectively after 90
minutes, than that emittad by the cationically quenched Probe No. 7 alone (Fig. 8B). After 120 minutes ¢
incubation in the presence of 40 mMMgCi2 and 40 mM

MnCi2, no complex formation was being signaled (Fig. 8B).

Tha addiilen af duslandt asntlans aush AaldafMiN AndbinfIfN fanililbndad ML A loer & 82 L P
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non-denatured dsDNA targets and fluorescently-labeled dsDNA probes, to allow accurate discrimination
between perfectly matched homologous sequences and those containing 1 bp mutations. Approximately
double the concentration of bothMgCi2 and MnCI2 was required for the formation of dsDNA: dsDNA
complaxes compared to that required for the formation of dsDNA: ssDNA complexes. The rete of
formation of the dsDNA: dsDNA complexes was slower in the presence of divalant cations than in the
presence of monovalent cationa. Once formed the divalent catlon Induced daDNA: dsDNA complexes
seemed to be stable over a sharter time period.

Example 8

The rate of formation, stability and rate of dissassociation of dsDNA: dsDNA complexas formed in the
presance of monovalent and divalent cations was examined next. The hybridization reaction mixture(40/
contained the following: 0.4 pmoles of nondenatured target dsDNA, 4 pmoles of 5'-flucrescein labeled
dsDNA probe, 10 mMTris-HCl, pH 7.5,60 mM to 80 mMKC1, 10 mM to 20 mM

NaCl, 30 mMMgCI2 and 30 mM MnCi2. The reaction mixtures were Incubated at room temperature{21 (
for various periods ranging from 1 minute to 150 minutes. Following incubation, sampies were placed I
a quartz cuvetts, iradiated once with an argon lon laser beam having a wavelength of 488 nm and
monitored for flucrescent emission. The intansity of fluoreacence was plotted as a function of time for e¢

sample analyzed.

The presence of various KC! and NaCl concentrations together with 30 mMMgCI2 and 30 mM MnCi2
resulted in a cationic quench In fluorescence of control dsDNA-F Probe No. 7 (Fig. 8) that was very simi
to that observed In the presence of only the divalent cations (Fig. 8). it seems that the inclusion of the
monovalent cations did not affect the cationic quench of the dsDNA-F probe by the divalent cations.

When the dsDNA-F Probe No. 7 was incubated with the 50-mer wild-type dsDNA target (SEQ IDNO : 6
and mutant dsDNA target (SEQ

ID NO : 7) in the presence of60 mM KCI, 20 mM NaCl,30 mM MgCI2 and 30 mMMnCIL2, dsDNA: dsDNA
complexes were formed at room temperature under non-deneturing conditiong within just 15 minutes of
incubstion and persisted for at least 150 minutes (Fig. 8A). Maximum discrimination between perfectly
matched and 1 bp mismatched dsDNA: dsDNA-F complexes was observed after30, 45 and 150 minute:
incubation, generating fluorescant intensities that were 43% and 16% lower, respactively after 30 minute
38% and 18% lower, respactively after 45 minutes, and 65% and1% lower, respactively after 150 minute
than that emitted by the cationically quenched Probe No. 7 alone (Fig. 8A).

In the presence of 70 mMKC1, 20 mM NaCl, 30mM MgCI2 and 30 mM MnCli2, the dsDNA: dsDNA-F
complexas containing perfectly matched sequences (SEQ 1D NO : 6 + Probe No. 7) or a 1 bp mismatch
(SEQID

NO : 7 + Probe No. 7) produced fluorescent intensities that ware 17% and 1% lower, respectively after €
minutes, 48% and 11% lower, respectively after 75 minutes, 22% and 3% lower, respectively after 80
minutes, and 34% and2% lower, respactively after 120 minutes, than that achieved by the cationically
quenched Probe No. 7 alone (Fig. 9B).

The prasance of 80 mMKC1, 10 mM NaCl, 30mM MgCI2 and 30 mMMr. C2, preferentlally promoted
matched dsDNA: dsDNA-F complex formation between the wild-type dsDNA target (SEQID
NO : 8) and dsDNA-F Probe No. 7, after 30 minutes to 120 minutes of incubation. The perfectly matche:
dsDNA: dsDNA-F complexes generated a decrease in fluorescent emission 0f27%, 43%, 28% and 52%
after a 60 minute, 75 minute, 90 minute and 120 minute Incubation, respectively, compared to the
fluorescence smitted by the cationically quenched Probe No. 7 sample at these times (Fig.

8C). By contrast, formation of the 1 bp mismatched deDNA: dsDNA-F complaxes (SEQ ID NO : 7 + Prol
No. 7) was very Inefficient following a 45 minute to 90 minute Incubation in the presence of 80 mMKC1,
mM NaCl, 30 mMMgCI2 and 30 mM MnCl12, as evidenced by the low2% to 3% reduction In fluoreacence
observed with these mismatched complexes compared to that exhibited by the catlonically quenched
Probe No. 7 (Fig. 9C). Minimal 1 bp mismatched dsDNA: dsDNA-F complex formation occurred after 12
minutes of incubation, resulting in a 14% decrease In flucrescance compared to that emitied by the
cationically quenched Probe No. 7.

The presence of both monovalent and divalent cations promoted dsDNA: dsDNA complex formation at i
faster rate than did divalent catlons alone. Once formead the complexes facilitated by both types of catior
persisted for a longer ime than did the complexes promoted by elther monovalent cations or divalent
cations separately. Maximum discrimination betwaen parfectly matched and 1 bp mismatched dsDNA:
dsDNA-F complexes was observed for a longer fime intarval in the presence of both monovalent and
divalent cations. Therefore physiologlcal concentrations of KCI,

NaCl andMgCi2 preferentially facllitated complex formation batween fully matched homologous duplex
strands, on the basis of homologous base pair recognition.

Example 10
Examples 3-6 demonstrated dsDNA: ssDNA complex formation in a eequence specific manner betweer
dsDNA targets and asDNA probes facllitated by DNA condensing agents such as monovalent or divalen



esp{@cenet description view Pégina 28 de 30

cations. The next example will examine the rate of formation, stabliity and rete of disassociation of dsDb
ssDNA complexes formed In the presence of the multivalent cation, spermidine {possessing a charge of
+3), which Is also capabie of condensing DNA.

The hybridization reaction mixture (40Al) contained the following: 0.2 pmoles of non-denatured target

dsDNA, 2 pmples of 5-flucrescein labeled ssDNA probe, 10 mMTris-HCI, pH 7.5, and 1 mM spermidine

The reaction mixtures were incubated at room temperature{21 C) for various periods ranging from 1

minute to 2 hours. Following incubation, samples were placed into a quartz cuvette, irradlated once with

argon ion laser beam having a wavelength of 488 nm and monitored for flucrescent amission. The inten
- of fluorescence was plotted as a function of time for each sample analyzed.

The control ssDNA-F Proba No. 5§ exhibited a progressive reduction In fluorescence with increased
incubation time In the presence of 1 mM spermidine (Fig.10). This cationic quench was not as pronounc
as that observed when the same probe was Incubated In the pressnce of 10 mM MgCi2 and 10 mMMn(
especially within the first 5 minutes of incubation (Fig. 8A).

Perfectly complementary dsDNA: ssDNA-F complex formation between the dsDNA target (SEQ ID NO :
and the ssDNA-F Probe No.

5 was Indicated after just 15 and 30 minutes of incubation in the presence of 1 mM spermidine, generati
a 11% and 20% decrease In fluorescence, respectively, compared to that achleved by the cationically
quenched Probe No. 5 alone (Fig. 10). After 45 minutes of incubation in the presence of{ mM spermidin
minimal complex formation was being signaled (Fig. 10).

Tha Inclusion of 1 mM apermidine was highly unfavourabla for daDNA: 3sDNA-F complax formation thal
contained a 1 bp T-G mismatch (SEQID NO : 7 + Probe No. 5), as svidenced by an increased
fluorescence of11% and 7% compared to that observed by the cationically quenched Probe No. 5 after
minutes and 30 minutes of incubation, respectively (Fig. 10). Minimal complex formation involving
incompletely complementary sequences appeared only after 75 minutes of incubation In the presance o
mM spermidine and disappeared by 120 minutes.

The addition of the DNA condensing agent, sparmidine, faciliteted rapid dsDNA: ssDNA complex formal
betwean perfectly matched sequences under non-denaturing conditions, to allow differentiation betwsan
perfectly complementary sequences and those containing a 1 bp mutation.

Example11
Many differant agents besides cations are capeable of condensing dsDNA. Example 11 demonstrates the
rate of formation, stabliity and rate of disassoclation of dsDNA: sgsDNA complexes formed in the presen:

of ethanol, ancther type of DNA condensing agent.

The hybridization reaction mixture (40 Al) contalned the following: 0.2 pmoles of non-denatured target
dsDNA, 2 pmoles of 5'-fluorescein labeled ssDNA probs, 10 mMTris-HCI, pH 7.5, and10% ethanol. The
reaction mixtures were incubated at room temperature(21 C) for various periods ranging from 1 minute
80 minutes. Following incubation, samples were placed into a quartz cuvette, imadiated once with an arg
ion laser beam having a wavelength of 488 nm and monitored for fluorescent emission. The intensity of
fluorescence was plotted as a function of time for each sample analyzed.

Unlike divalent or muitivalent cations, the addition of 10% ethanol did not result in a qunnch'ln fluorescel
emitted by the control ssDNA-F Probs No. 5, but actually caused a slight Increase in fluorescence of the
probe over time (Fig. 11).

The presence of 10% ethanol preferentially promoted perfectly complementary dsDNA: ssDNA-F compl
formation between the wild-type daDNA target (SEQ ID NO : 8) and ssDNA-F Proba No. 5 following a 1!
minute to 60 minute incubation (Fig.11). By contrast, forration of the 1 bp T-G mismatched dsDNA:
83DNA-F complex (SEQ ID NO : 7 + Probe No. 5) was very inefficient during this incubation time In the
presence of 10% ethanol. The fluorescent intensities produced by the perfectly matched complexas and
bp mismatched complexes were11% and 2% lower, respectively after 15 minutes,12% and 1% lower,
respectively after 30 minutes,25% and 2% lower, respectively after 45 minutes, and13% and 7% lower,
respectively after 60 minutes, than that emitted by the Probe No. 5 control (Fig.11). No significant dsDN,
ssDNA-F complex formation was observed after a 75 minute incubation in the preaence of 10% ethanol

The addition of low concentrations of athanol, facilitated
DNA complex formation between non-denatured dsDNA targets and fluorescently-labeled ssDNA probe
to allow discrimination between perfectly complementary sequencss and those containing a 1 bp mutath

Exampie 12

Example 12 demonstrates that the assay of the invention can discriminate between perfectly
complementary dgDNA: ssDNA complexes and dsDNA: ssSDNA complexes containing avery type of1 bp
mismatch possible, when the cationic DNA intercalator YOYO-1 Is present.
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Complementary sense and antisense 15-mer ssDNA probes were synthesized on @ DNA synthesizer,
purified by HPLC, and dissolved inddH2O at a concentration of 1pmole/yl. Proba No.1 was a 15mer ssD
probe designed to be completaly complementary to a 15 nucleotide segment of the senss strand of the :
mer wild-lype target DNA (SEQ ID NO :1), overlapping amino acld poaitions 505 to 510 [Nature 380,207
(1898)]. The chirality of the proba was opposite or antiparallel {o that of the sensee strand In the target.
Mutant probes (Probe No. 8 to Probe No. 16) were identical In sequence to Probe No. 1 axcept for a 1
base mutation (underiined).

Sequence for Prabe No. 1 was:5-CAC CAA AGA TGA TAT-3'

Sequence for Prabe No. 8 was: 5-CAC CAA AGA AGA TAT-3'

Sequenca for Probe No. 9 was: 5'-CAC GAA AGA TGATAT-3'

Sequence for Probe No. 10 was: 5-CAC CAA ACA TGA TAT-3'

Sequenca for Probe No. 11 was:5-CAC CAT AGA TGA TAT-3'

Sequence for Probe No. 12 was:5'-CAC CAG AGA TGA TAT-3

Sequenca for Probe No. 13 was: §5-CAC CAC AGA TGA TAT-3'

Sequence for Probe No. 14 was : 5'-CAC CAA AGA CGA TAT-3'

Sequence for Probe No. 15 was:5-CAC CAA AAA TGA TAT-3'

Sequence for Probe No. 18 was: 5-CAC AAA AGA TGA TAT-3'

Probe No. 17 waa a 15-mer ssDNA probe designed to be completely complementary to a 15 nucleolide
segmaent of the antisense strand of the 50-maer wiid-type target DNA (SEQ ID

NO :1), overiapping amino ac!d positions 505 to §10 [Nature 380, 207 (1908)]. The chirality of the probe
was opposlie or antiparallel to that of the antisense strand In the target.

Mutant probes (Probe No. 18 to Probe No. 26) were identical in sequence to Probe No. 17 except fora -
base mutation (underiined).

Sequence for Proabe No. 17 was:5'-ATA TCA TCT TTGGTG-3'

Sequence for Probe No. 18 was:5“ATA TCT TCT TTGGTG-3'

Sequence for Probe No. 19 was:5'-ATA TCA TCT TTCGTG-3'

Sequence for Probe No. 20 was:5'-ATA TCA TGT TTGGTG-3'

Sequence for Probe No. 21 was: 5-ATA TCA TCT ATGGTG-3'

Sequence for Probe No. 22 was:5-ATA TCA TCT CTGGTG-3

Sequence for Probe No. 23 was: 5'-ATA TCA TCT GTGGTG-3'

Sequence for Probe No. 24 was: 5ATA TCG TCT TTGGTG-3'

Sequence for Probe No. 25 was: 5“ATATCA TTT TTGGTG-3'

Sequence for Probe No. 26 was:5-ATA TCA TCT TTTGTG-3'

The hybridization reaction mixtura(40 y1) contained the following: 2 pmoles of target dsDNA, 2 pmoles ¢
8aDNA probe, 0.5 xTBE and 500 nM of the DNA intercalatorYOYOQ-I. The reaction mixtures were incube
at room temperature(21 C) for 5 minutes, without prior denaturation of dsDNA targets. Samples were
placed Into a quartz cuvette, imadiated with an argon fon laser beam having a wavelength of 488 nm anc
monltored for flucrascent emission. The Intensity of fluorescent emission was plotiad as a function of
wavelength for each sample analyzed.

The 50-mer wild-type non-denatured dsDNA target (SEQ ID

NO : 1) was reacted with the 15-mer wild-type antisense ssDNA Probe

No. 1 and various 15-mer 1 base mutated antisense ssDNA probes (Probe No. 8 to Probe No. 16), that
would generate every type of 1 bp mismatch possible. As expected, the highest fluorescent emission
intensities were generated by the dsDNA: 33sDNA complexes consisting of perfectly complementary
sequences (SEQ ID NO :1 +

Probe No. 1) (Figures 12A and 12B), DsDNA: ssDNA complexas that resuitad in a 1 bp A-A mismatch
(SEQ ID NO :1 + Probe No. 8), a 1 bp G-G mismatch (SEQ ID NO :1 + Probe No. 9), a 1 bp C-C misma
(SEQ ID NO :1 + Proba No. 10), a 1 bp T-T mismatch (SEQ ID NO ;1 +

Probe No. 11), a 1 bp T-G mismatch {(SEQ ID NO :1 + Probe No. 12}, a 1 bp T-C mismatch {SEQ ID NC
+ Probe No. 13), 8 1 bp A-C mismatch (SEQ ID NO :1 + Probe No. 14), a 1 bp C-A mismatch (SEQ

ID NO :1 + Probs No. 15), and a 1 bp G-A mismaich (SEQ ID NO :1 +

Probe No. 18) produced fluorescent emission Intensities that were83%, 88%, 50%.47%, 49%, 79%.,57%
§1% and 71% lower, respectively, than that emitted by the perfectly matched dsDNA: ssDNA compiexet
(Figures 12A and 12B).

The triple strand assay was also evaluated by reacting the 50-mer wild-type non-denatured dsDNA targe
(SEQ ID NO :1) with the 15-mer wild-type sense 3sDNA Probe No. 17 and various 15-mer 1 base mutat
sonse ssDNA probes (Probe No. 18 to Probe No.26), that would generate evary type of 1 bp mismatch
poassible. The perfectly complamentary dsDNA: 8aDNA riple strand complaxas (SEQ

ID NO :1 + Prabe No. 17) contalning a sense strand probe (Figures 12C and 12D) formed with similer
efficacy as the perfectly complementary triple strand complexss (SEQID NO :1 + Probe No. 1) contalnin
an antisense strand probe (Figures 12A and 12B).

DsDNA: ssDNA complexes that resulted in a 1 bp T-T mismatch (SEQ
ID NO :1 + Probe No. 18), a 1 bp C-C mismatch (SEQ ID NO :1 + Probe
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No. 18), a1 bp G-G mismatch (SEQ ID NO :1 + Probe No. 20),a 1 bp

A-A miamatch (SEQIDN :1 + Probe No. 21), a 1 bp C-A mismatch (SEQ ID NO :1 + Probe No. 22), a
bp G-A miamatch (S8EQ ID NO :1 + )
Probe No. 23), a 1 bp G-T mismaich (S8EQ ID NO :1 + Probe No. 24), a 1 bp T-G mismatch (SEQ ID NC
+ Probe No. 25), and a 1 bp T-C mismatch (SEQ ID NO :1 + Probe No. 26) produced flucrescent emiss
intansities that wers 83%,87%, 78%, 56%, 54%,57%, 60%, 58% and 82% lower, respectively, than that
emiited by the perfectly matched desDNA: ssDNA compiexes (Figures 12C and 12D).

The variabiiity in the flucrescent amission intensitiss obsarved between the various 1 bp mismatches
depended more on the particular base pair mismatch than the change in percant GC content of the mut
triple strand sequences (Flg.12). The results of Figure 12 confirmed the rellabliity of the triple strand ass
to identify all possible 1 bp mismatches with great accuracy when antisense or sense ssDNA probas we
reacted with non-denatured deDNA targets in the presence of the DNA dacondensing agenfYOYO-1.

While the invention has been described in detall and with refarence to specific axamples thereof, it will b
to one skilied in the art that various changee and modifications can be made therein without

departing from the spirit and scope thereof.
Data supplled from the esp@cenet database - Worldwide
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SEQUENCE LISTING

<110> Erikson, Glen
Daksis, Jasmine
Kandic, Ivana
Picard, Plierre

<120> NUCLEIC ACID MULTIPLEX FORMATION
<130> E1047/20056

<140> 09/885,731
<141> 2001-06-20

<150> 09/664,827
<151> 2000-09-19

<150> 09/613,263
<151> 2000-07-10

<150> 09/468,679
<151> 1999-12-21

<160> 15
<170> PatentIn version 3.0

<210> 1

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: derived from exon 10 of
the h
uman cystic fibrosis gene

<400> 1
tggcaccatt aaagaaaata tcatctttgg tgtttecctat gatgaatata
50

<210> 2

<211> 50

<212> DNA

<€213> Artificial

<220>

Pagina 1



<223> Description of
ived
rom exon 10 of

<400> 2
tggcaccatt aaagaaaata
50
<210> 3
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Description of
ived £
rom exon 10 of
<400> 3
tggcaccatt aaagaaaata
50
<210> 4
<211> 50
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Description of
ived £
rom exon 10 of
<400> ¢4
tggcaccatt aaagaaaata
50
<210> 5
<211> 47
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Description of
ived £

rom exon 10 of

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tcgtctttgg tgtttectat gatgaatata

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tactctttgqg tgtttcctat gatgaatata

Artificial Sequence: varlant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tacgectttgg tgtttcctat gatgaatata

Artificial Segquence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

Pdgina 2



<400> 5
tggcaccatt aaagaaaata

47
<210> 6
<211> 50
<212> DNA

<€213> Artificial

<220>
<223> Description of
ived £

rom exon 10 of

<400> 6
gagcaccatg acagacactg

<210> 7
<211> 50
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of
ived £

rom exon 10 of

<400> 7
gagcaccatg acagacactg
50

<210> 8
<211> 50
<212> DNA

<€213> Artificial

<220>
<223> Description of
ived £

rom exon 10 of

<400> 8
gagcaccatg acagacactg

tcattggtgt ttcctatgat gaatata

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tcatctctgg tgtgtcctac gatgactctg

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tcatctttgg tgtgtcctac gatgactctg

Artificlal Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tegtctetgg tgtgtcctac gatgactctg
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50

<210> 9

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of
lved £

rom exon 10 of

<400> 9
gagcaccatg acagacactg

<210> 10
<211> 50
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of
ived £

rom exon 10 of

<400> 10
gagcaccatg acagacactg
0

<210> 11

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of
ived f

rom exon 10 of

<400> 11
gagcaccatg acagacactg
50

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tcttetectgg tgtgtcctac gatgactcectg

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tcatccetgg tgtgtcctac gatgactctg

Artificial Sequence: variant of sequence der

the human cystic fibrosis gene

tcatcgetgg tgtgtcecctac gatgactctg

Pagina 4
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<210> 12

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: variant of sequence der
ived £

rom exon 10 of the human cystic fibrosis gene

<400> 12
gagcaccatg acagacactg tactctctgg tgtgtcctac gatgactctg
50

<210> 13
<211> 50
<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: variant of sequence der

ived £
rom exon 10 of the human cystic fibrosis gene

<400> 13

gagcaccctc ccaggcacgg tcgtccctgg tgecgacctcc gacgagcgtg
50

<210> 14

<211> 50

<212> DNA

<€213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: variant of sequence der
ived £

rom exon 10 of the human cystic fibrosis gene

<400> 14

gagcacccte ccaggcacgg tcatccctgg tgcgacctcc gacgagcgtg
50

<210> 15

<211> 50

<212> DNA

Pidgina 5



<213> Artificial

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: varlant of sequence der
ived £

rom exon 10 of the human cystic fibrosis gene

<400> 15

gagcaccctc ccaggcacgg tattccctgg tgcgacctcec gacgagcgtg
50

Pigina 6



FIG. 1. Binding of 15-mer antiparallel ssDNA to 50-mer dsDNA with YOYO-1
without prior denaturation of dsDNA
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FIG. 2A. Binding f 15-mer antiparallel ssDNA to §0-mer d DNA with YOYO-1
without prior denaturation of dsDNA
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without prior denaturation of dsDNA
§000 J
4500: 1 [—4=YOYO-1 only
4 2 |—=~perfect match (73% GC)
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FIG. 2B. Binding of 15-mer antiparallel ssDNA to 50-mer dsDNA with Y YO-1
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Intensity of fluorescence

. FIG. 3. Binding f15-mer antiparallel 8sDNA-F probe (4 pmole) (33% GC)-and 50-

TSOE01/70 O

mer dsDNA (0.4 pmole) In the presence of 50 mM NaCl (after 1 hr)
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FIG. 4. Binding f 15-mer antiparalle! ssDNA-F probe (4 pm le) (§3% GC) and 50-

mer dsDNA (0.4 pm le) inth presence fdivalentcati ns (after 1 hr)
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FIG. 5A. Binding of 15-mer antiparalilel ssDNA-F probe (4 pmole) (73% GC) and
§0-mer dsDNA (0.4 pmols) in the presence of divalent cations (after 1 hr)
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FIG. 5B. Binding of 15-mer antiparallel ssDNA-F. probe (4 pm le) (33% GC) and
50-mer dsDNA (0.4 pmole) in the presence of divalent cations (aftér 1 hr)
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Intensity of fluorescence

FIG. 5C. Binding f156-m rantiparaliel ssDNA-F probe (4 pmole) (53% GC) and
50-m _r dsDNA (0.4 pm le) in the presence f divalent cations (after 1 hr)
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FIG. 5D. Binding f 15-mer antiparallel ssDNA-F probe (4 pmole) (§3% GC) and
50-mer dsDNA (0.4 pmole) in the presence of divalent cations (after 1 hr)
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Intensity of fluorescence

FIG. 8A. Effact of multiple laser treatment on cationlc quench of 15-mer
antiparallel ssDNA-F (4 pm le) by 10 mM MgCl, + 10 mM MnCl,
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FIG. 8B. Effect of muitiple laser treatment on complex formati n between
perfectly matched antiparallel 15-mer ssDNA-F (4 pmole) + 50-mer dsDNA (0.4

pmole) in the presence of 10 mM MgCl, + 10 mM MnCl,
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Intensity of fluorescence

FIG. 6C.. Effect fmuitiple laser treatm nt nc mplex formation betwaen
antiparalle! 156-mer ssDNA-F (4 pmole) + 50-mer dsDNA (0.4 pm [ ) resuiting ina
1 bp T-G mismatch in the presence of 10 mM MgCl, + 10 mM MnCl,
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FIG. 7A. Binding of 15-mer dsDNA-F (4 pm le) (53% GC) and 50-mer dsDNA (0.4
pmole) in the presenc_ of 90 mM KCI over time
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Intensity of fluorescence
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FIG. 7B. Binding of 15-mer dsDNA-F.(4 pmole) (53% GC) and 50-mer dsDNA (0.4
pm le) in the presenc of 70 mM KCI + 20 mM NaCl ver time
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FIG. 7C. Binding f 15-mer dsDNA-F (4 pm le) (§3% GC) and 50-mer dsDNA (0.4
pm le) in the presence of 80 mM KCI + 10 mM NaCl over time .
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FIG. 8A. Binding of 15-mer dsDNA-F (4 pm le) (63% GC) and 50-mer dsDNA (0.4
pmole) in the presence of 30 mM MnCl; + 30 mM MgCl; over time
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FIG. 8B. Binding of 15-mer dsDNA-F (4 pmole) (55% GC) and 50-mer dsDNA (0.4
pmole) in the presence of 40 mM MnCl; + 40 mM MgCi;, over time
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FIG. 8B. Binding of 15-mer dsDNA-F {4 pm le) (63% GC) and 50-mer dsDNA (0.4
pmole) in the presence f mon valent and divalentcati ns ver time
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FIG. 8C. Binding f 15-mer dsDNA-F (4 pm le) (53% GC) and 50-m r dsDNA (0.4
pmole) in the presence of monovalent and divalent cati ns over time
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FIG. 10. Binding of 15-mer antiparallel ssDNA-F (2 pm le) (§3% GC) and 50-mer
dsDNA (0.2 pm le) in the presence of 1 mM spermidine ver time
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FlG 11. Binding f 15-mer antiparalie! ssDNA-F (2 pm le) (63% GC) and 50-mer
dsDNA (0.2 pmole) in the presence f 10% ethan | vertime
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FIG. 12A. Binding f15-mer antisense ssDNA to 50-mer dsDNA with YOYO-1
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FIG. 12B. Binding f15-mer antisense ssDNA to 50-mer dsDNA with YOYO-1
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FIG. 12C. BIndIn§ f 15-mer sonse ssDNA to 50-mer dsDNA with YOYO-1
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FIG. 12D. Binding of 15-mer sense 88sDNA to 50-mer dsDNA with YOYO-1
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FORMACION DE MULTIPLEX DE ACIDO NUCLEICO

1. CAMPO DE LA INVENCION
La invencién se relaciona con multiploxes de acido nucleico, y mas particularmente a
los métodos para crearios como triplexes y cuadruplexes, y ain méas para emplearios

en ensayos para detectar acidos nucleicos especificos.

2. DESCRIPCION DEL ESTADO DEL ARTE

La habilidad de las moléculas del acido nucleico de dos hebras simples de
sacuencias de bases complementarias para enlazar especificamente a cada una ha
proporcionado las bases para herramientas poderosas de investigacion y de
diagnéstico. Aunque menos explorada que dicha “hibridacién convencional® también
la habilidad de las moléculas de una sola hebra para enlazarse con blancos de doble
hebra y la habilidad de moléculas de doble hebra para enlazarse a blancos de doble
hebra. La habilidad para enlazarse con blancos de doble hebra potencialmente tiene

ventajas sobre otros tipos de hibridizacion.

Esto puede deberse en parte al hecho de que los blancos de doble hebra no estarian
desnaturalizados, pemmitiendo condiciones de hibridizacion “moderado® vy
proporcionando un blanco menor dispuesto a convertirse en un espiral totalmente
aleatorio. Esto puede deberse también en parte al hecho de que los mecanismos de
apareamiento de bases pueden ser al menos parcialmente diferentes que en la
hibridacién convencional, permitiendo [a posibilidad de cinéticas mas favorables y
una reduccion en la cantidad de sonda necesaria en la mezcla de reaccién de

hibridizacion.



Trabajos anteriores en crear multiplexes han incluido:

1) La formacién de triplexes como parte de un proceso de recombinacion
homéloga, el cual es un proceso mediado por la proteina bacteriana RecA y

proteinas de funcién similar en otros organismos;

2) La creacién de estructuras de tres hebras durante la hibridizacién in situ (por

ejemplo en la Patente U.S. 5,707,801 de Bresser et al.); y

3) Complejos de tres hebras o de cuatro hebras que se basan en el enlace de

tipo Hoogstein.

En estos trabajos previos no se ha explotado completamente el potencial de la
formacion de multiplexes. Los procesos mediados por RecA requieren una protelna.
Los procesos de hibridizacién in sifu son basados en un principio del blanco
intercelular de doble hebra que abre localmente su estructura de doble hebra,
proporcionando un blanco de una sola hebra que se hibridiza de acuerdo a los
principios de hibridizaciébn convencional. Los complejos reportados se basan en
polimeros del tipo Hoogstein y son limitadas a estructuras que no son verdaderos
heteropolimeros. En su [ugar que requieren que una hebra dada sea una polipurina
o una polipirimidina o muy cercana a la misma. Ver por gjemplo quﬁs et al., "Efecto
de los cationes en la formacién una hélice triple de purina-purina-pirimidina en una
solucién de una mezcla de sales de diferente valencia®, 260 Eur. J. Biochem. 801-

809 (1999).

Como fue el caso de los acidos nucleicos triplex, el conocimiento convencional

relacionado con los &acidos nucleicos cuadruplex ha sido también debido a



estructuras peculiares que solo existen en condiciones relativamente extremas para
una clase relativamente pequefia de acidos nucleicos. En particular, Sen et al.
(nature 334: 364-366 (1988)) divulgaron que unos oligonucleétidos ricos que guanina
pueden acoplarse a ellos mismos espontdneamente en hélices de cuatro hebras in
vitro. Sen et al. (Biochemistry 31: 65-70 (1992)) divuiga que estos complejos de
cuatro hebras pueden ser asociados més adelante en superestructuras compuestas

de 8, 12, o 16 oligbmeros.

Marshet al. (Biochemistry 33: 10718-10724 (1994)), y Nucleic Acids Research 23:
696-700 (1995)) divulgaron que algunos oligonucledtidos ricos en guanina pueden
acoplarse en alineaciones no paralelas formando "alambres-G®. Estas estructuras
super organizadas son estabilizadas por cuartetos-G y consisten en cuadro residuos
de guanosina arreglados en un plano y r;lantenidos juntos a través de aparean;iento
de base de Hoogstein. De acuerdo a Sen et al. (Biochemistry 31:65-70 (1892)), al
menos tres guaninas continuas dentro de un oligémero son criticas para formacién

de estas estructuras super organizadas.

Se ha sugerido que los ADN’s de cuatro hebras juegan un rol importante e.n una
variedad de procesos biolégicos, como la inhibicién de la VIH-1 ingrasa (Mazumder
et al., Biochemistry 35; 13762-13771 (1996)), la formacién de la sinapsis durante la
meiosis (Sen et al., Nature 334: 364-366 (1988)), y el mantenimiento de telémeros
(Williamson et al., cell 58:871-880(1989)); Baran et al., Nucleic Acids Research 25:
297-303 (1997)).

Se ha sugerido mas adelante que el controlar la produccién de cuadruplexes ricos en
guanina puede ser la clave para controlar ciertos procesos bioldgicos. Por ejemplo,

la Patente U.S. No. 6,017,709 de Hardin et al. sugiere que la actividad de telomerasa
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puede ser controlada a través de medicamentos que inhiben la formacion de los

cuartetos de guanina.

La patente U.S. No. 5,888,738 de Pinter et al. divulga que los cuadruplexes basados
en cuartetos de G pueden ser utilizados en un ensayo para detectar acido nucleicos.
Luego de hibridizacion de un oligonucléotido complementario, la estructura cuartetos
de G se desenrolla o se alinea, y de esta forma incrementando la distancia entre el
donador y el aceptor de las diferentes partes de la estructura de cuartetos de G,
resultando en una disminucién de la interaccién y del cambio detectable en [a sefial

(por ejemplo, fluorescencia) emitida de la estructura.

La Patente U.S. No. 5,912,332 de Agrawal et al., divuiga un método para la
purificacién de oligonucléotidos sintéticos, donde los oligonucléotidos sintéticos se
hibridizan especificamente con un oligonucleétido deseado, de largo completo y
concomitantemente forma un agregado de multimero, como un cuadruplex de ADN.
El agrado de multimero que contiene los oligonucledtidos para ser purificados y

luego aislados utilizando técnicas de exclusién por tamafio.

A pesar de los desarrolios precedentes, el potencial completo de los cuadruplex de

acido nucleico no ha sido completamente apreciado ni explotado.

Relacionado con el problema de desarrollar los experimentos del tipo de
hibridizacion con blancos de doble hebra también se encuentra el problema de como
detectarlo. Las tinturas fluorescentes han sido utilizadas para detectar y cuantificar
acidos nucleicos por décadas. En la forma més béasica, los ensayos basados en la
intensidad de 1a fluorescencia han comprendido tipicamente el contacto del blanco

con una sonda que contiene un fluoréforo, removiendo cualquier sonda no enlazada



de la sonda enlazada, y detectando la fluorescencia en la muestra lavada. Ensayos
homogéneos han mejorado el error de estos ensayos basicos, ya que los anteriores

no requerfan el paso de lavado o la provisién de un soporte de fase no liquida.

Por ejemplo, las patentes U.S. Nos. 5,538,848 de Livak et al. y 4,220,450 de Maggio
divulgan ensayos basados en fluorescencia homogénea de secuencias de
nucledtidos utilizando sondas de oligonucleétidos en solucién. Sin embargo, esas
patentes requieren el uso de un agente de extincién en combinacién con al agente
de deteccién, de manera tal que puedan hacer una distincidn entre las sefiales
generadas por las sondas hibridizadas y las sondas no hibridizadas. Livak et al.
también requiere el uso de enzimas en este método divuigado. Los agentes de

extincion y las enzimas adicionan complejidad y hacen mdas caro estos métodos.

La patente U.S. 5,332,659 de Kidwell divulga un método para detectar secuencias de
nucledtidos en soluciones utilizando sondas que comprenden al menos dos mitades
de fluordforo. Los fluordforos deben ser seleccionados para que interaccionen
elactronicamente entre si cuando se encuentran lo suficientemente cerca para variar

la dependencia de la longitud de onda de su espectro.

Las sondas no hibridizadas son més flexibles que las sondas hibridizadas a la
secuencia blanco, y consecuentemente las dos mitades de fluordforo en cada una de
las sondas se encuentran més cerca a cada una cuando la sonda no esta hibridizada
que cuando la sonda se encuentra hibridizada. Asl, un cambio en la emisién de la
longitud de onda se correlaciona con las sondas'libras y pueden ser monitoreadas

como una indicacion de la cantidad de sonda libres en la muestra.

+
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La patente U.S. No. 5,846,729 de Wu et al. también divulga ensayos basados en

fluorescencia homogénea para determinar acidos nucleicos.

Adicionalmente a los desarrollos antes mencionados que detectan la intensidad de la
fluorescencia, algunos han utilizado algunas de las ventajas de los ensayos de
polarizacién fluorescents. Sin embargo existen inconvenientes significativos para los
ensayos basados en polarizacién. El grado de cambio en la polarizaciébn es una
funcién de enlazamiento que puede ser impredecible, y la interpretacién de los datos
conforme a la informacién inconsistente de las expectativas teéricas pueden requerir
mayores esfuerzos de lo deseado en un método anallitico, particularmente cuando el
método es para automatizar. También existen otras limitaciones que aparecen
debido al peso molecular de las moléculas que se encuentran en movimiento que

estan siendo evaluadas en un ensayo de polarizacion fluorescente.

Las presentes invenciones seran observadas, en varias incorporaciones importantes

para tomar ventaja de las propiedades de las moléculas fluorescentes para los

propésitos de detectar triplex y cuadruplex.

Todas las referencias citadas aqul se han incorporado por referencia en su totalidad.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

Métodos para crear multiploxes
En un aspecto general, la invencién es un método para crear multiplexes de acido

nucleico, dicho método comprende los siguientes pasos:

Yo



1) Crear una mezcla que comprende agua, un duplex Watson-Crick, una
cantidad suficiente de moléculas de una sola hebra de secuencias de bases mixtas
para formar un multiplex que incluya el duplex Watson-Crick, y un agente acelerador
gue aumente la tasa o la cantidad de formacién de multiplex, siendo dicho multiplex
un triplex o un cuadruplex, donde dicha molécula de una sola hebra o moléculas son
seleccionadas para que, si en un multiplex, cada una de ellas puede ser relacionada
con todas las otras hebras del multiplex por adherencia a las reglas de apareamiento
de base, dichés reglas son las de Watson-Crick o las reglas de apareamiento de

bases homdlogas; y

2) Incubar dicha mezcla para permitir la formacién de multiplex, cada hebra de
dicho multiplex relacionada con todas las otras hebras del multiplex por adherencia a
las reglas de apareamiento de base; proporcionando que dentro del multiplex, el
duplex Watson-Crick adicionado en el paso (1) es heteropolimérico con un contenido

de G-C entre el 10% y ol 90%.

En un aspecto particular del método, el multiplex es creado como un triplex, en el
paso (1) el nGmero suficiente de moléculas de una sola hebra es 1, y en el paso (2)
el triplex es formado de -5 en una inclusién particular del método en el triplex, la
molécula de una sola hebra es relacionada a una hebra del duplex por las reglas de
apareamiento de bases de Watson-Crick y en la segunda hebra el duplex se aparea
por las reglas de apareamiento de base homoélogas. En otra inclusién particular, el
duplex retiene sustancialmente su estructura de doble hélice y la molécula de una
sola hebra reside en un surco de una estructura de doble hélice. Todos estos

triplexes también son aspectos de la invencion.
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En otro aspecto particular del método, el multiplex creado es un cuadruplex, en el
paso (1) del duplex Watson-Crick es primero un duplex Watson-Crick, en el paso (1)
el nimero suficiente de moléculas de una sola hebra es 2, dichas moléculas de una
sola hebra se encuentran en un segundo duplex Watson-Crick , y en el paso (2) el

cuadro duplex es formado a partir de dicho primero y segundos duplexes.

Preferiblemente el paso (1) es llevado a cabo con dos de las moléculas de una sola

hebra que se encuentran dentro del segundo duplex Watson-Crick.

Métodos para detectar el triplex
E! método para crear el triplex puede ser adaptado para ser un método para detectar

un triplex por adicién de un paso adicional (3) en el cual el triplex es detectado.

Métodos para detectar el cuadruplex
El método para crear un cuadruplex puede ser adaptado para ser un metodo para
detectar un cuadruplex por adicién de un paso adicional (3) en el cual el cuadruplex

es detectado.

Triplex

En otro aspecto general, la invencién es un triplex (un complejo triplex) que
comprende una sonda de una sola hebra unida a un blanco de &cido nucleico de
doble hebra, donde dicha sonda comprende un acido nucleico heteropolimérico o un
anélogo de acido nucleico heteropolimérico, y todas las tripletas de bases de dicho
triplex son miembros seleccionados a partir del grupo que consiste de A-T-A, T-A-T,

U-AT, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G y C-G-C.



Cuadruplex

En otro aspecto, la invencion es una estructura maltiplex que es un cuadruplex, el
cuadruplex comprende: una primera hebra que contiene una secuencia primaria de
nuclecbases; una segunda hebra que contiene una segunda secuencia de
nucleobases, donde la segunda hebra es asociada con dicha primera hebra por un
enlace de Watson-Crick; una tercera hebra que contiene una tercera secuencia de
nucleobases; y una cuarta hebra que contiene una cuarta secuencia de
nucleobases, donde dicha hebra est4d asociada a la segunda hebra y a la tercera

hebra por un enlace de Watson-Crick.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La invencién serd descrita en conjunto con los siguientes dibujos en los cuales se
hace referencia a los numerales designados como también a los elementos, en

donde:

Figuras 1, 2A y 2B muestran la intensidad de la fluorescencia en funcién de la

temperatura, el contenido GC, y el grado de apareamiento de bases.

Figuras 3, 4, 5A, 5B, 5C y 5D muestran la intensidad de la fluorescencia en funcién

de la longitud de onda, el grado de apareamiento de bases y los cationes.

Figuras 6A, 6B, y 6C muestran la intansidad de la fluorescencia en funcién del

protocolo de laser, y el catién.
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Figuras 7A, 7B, 7C, 8A, 8B, 9A, 9B, 9C, y 10 muestran, con respecto a los
cuadruplexes, la intensidad de la fluorescencia en funcion del grado de

apareamiento de bases y el catién.

Figura 11 muestra la intensidad de la fluorescencia en funcién del grado de

apareamiento de bases en una solucién que contiene etanol.

Figuras 12A, 12B, 12C y 12D muestra la intensidad de la fluorescencia en funcion de
la longitud de onda para el apareamiento perfecto e imperfecto de bases en dsADN:
ssADN complejos cuando el intercalador de ADN YOYO-1 esta presente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
GLOSARIO Y DEFINICION

Los codigos de una letra para las bases que forman parte de nucleétidos respectivos
son: A: adenina; T: timina; G: guanina: C: citocina; U: uracilo. Estas letras pueden

ser también usadas para representar los nucleétidos respectivos.

El contenido G-C del duplex es de 100 veces el nimero de pares de bases G-C
dividido por la suma del nimero de pares de bases G-C més el nimero de A-T (o A-

U) pares de bases y se expresa como un porcentaje (por ejemplo 20%).

Un agente acelerador se entiende aquf como el que “aumenta la razén o la cantidad
de dicho triplex o la formacién de dicho triplex o cuadruplex’. La razén puede
obtenerse con tan pocas medidas como dos, cada una en diferentes puntos en el

tiempo. Las cantidades se refieren al nimero de triplexes 0 cuadruplexes, formados.



El término “agente acelerador” puede ser intercambiado por los términos “promotor”
y “agente promotor” excepto cuando el promotor se refiere especificamente a un

promotor del gen.

Los términos 4cido nucleico, triplex, cuadruplex, y similares se refieren a moléculas
que comprende ADN, ARN, y sus andlogos que son capaces de formar estructuras
similares como las de duplexes de Watson-Crick, y triplexes y cuadruplexes que se

forman aqul.

El término “Nucleobases” se refiere a las bases A, U, G, C, T, y aquellos andlogos

que pueden conformar una par de bases de acuerdo a las reglas de Watson-Crick.

Los andlogos de A, U, G, C, y T son aquellos analogos que pueden conformar un par

de bases de acuerdo a las reglas de Watson-Crick.

Un duplex Watson-Crick es una molécula de 2 hebras o un segmento molecular en
el cual las dos hebras son anti-paralelas, es decir que sus direcciones 5'—3' son
opuestas. La estructura completa del duplex es aquella de una doble hélice. Las
hebras se mantienen juntas por enlaces de hidrdgeno y por interacciones
hidrofébicas. Una complementariedad entre pares de bases, A es pareja con T por
dos enlaces de hidrégeno (o, en el caso de RNA, A esta apareada con U) y G es
apareada con C por tres enlaces de hidrogeno. Como resultado, la regla de
apareamiento de bases es: A es pareja con T, A es pareja con U: y G es pareja con

C.

Una molécula de acido nucleico de tres hebras no necesariamente es un triplex y no

necesariamente cualquier segmento de tres hebras de una molécula puede ser un



triplex. Es posible que, en ninguna regién dentro de una hebra, una hebra sea

enlazada a mas de una u otra hebra.

Un ejemplo simple seria una molécula en forma de Y donde las hebras 1 y 2 forman
el tallo, las hebras 1 y 3 forman la parte superior izquierda, y la hebra 2 forma una

Gnica rama de una sola hebra en la parte superior derecha.

Un ejemplo de un triplex es una molécula de &cido nucleico con tres hebras o
segmento molecular en el cual una de las hebras (arbitrariamente nombrada como
hebra 1) sigue las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick (A-T, A-U, y G-
C) con ambas hebras, [a 2 y la 3. Las hebras 1 y 2 forman una estructura que as, o
@8 muy cercana a, una estructura duplex de Watson-Crick. La hebra 3 reside en el
surco r;1ayor del duplex un ejemplo de dicho triplex es el que fue elaborado por V.B.
Zhurkin et al., J. Mol. Biol., (1994) vol. 238, 181-200 (ver especialmente la Figura 2
de esta referencla), ests articulo es incorporado aqul por referencia. Como parte de
la estabilizacién de dicho triplex, 1a hebra 3 esta enlazada a las otras dos hebras por
las reglas de apareamiento como siguen: Una A en la hebra 3 esti apareada con
ambas una A de la hebra 1 yuna T en la hebra 2; una G en la hebra 3 esta
apareada con ambas una G en la hebra 1 y una C en la hebra 2; una C en la hebra 3
estd apareada'con una C en la hebra 1 y una G en la hebra 2; yuna T en la hebra 3
esta apareada con una T en la hebra 1 y una A en la hebra 2. Estas reglas de
apareamiento de base se satisfacen a pesar de las variables que el modo de Zhurkin

congsidera(CoC+OC' . ToT).

El término “reglas de apareamiento de bases” se refiere a la especificidad entre una
molécula de acido nucleico y otra molécula de acido nucleico cuando se enlazan

mutuamente con especificidad.
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Ejemplo de ello es el apareamiento de bases de Watson-Crick (G-C, y A-T 0 A-U) y

las reglas de apareamiento de pares de bases homdlogas (A-A, T-T, G-G, C-C, U-U).

“Decondensacién” de un duplex es definido como el aumento en la longitud total de
una rapeticiéﬁ de la hélice de duplex. Por ejemplo la conformacién B del duplex
tiene una repeticion de la longitud total de la hélice de 10 pares de bases; una

decondensacién de 106 resulta en la repeticion de la longitud en 13 pares de bases.

ANP se refiere a los anélogos de poliamida de ADN y ARN (ver por ejemplo patente
U.S. No. 5,539,082 de Nielsen et al.)

Inclusiones especificas y formulaciones altemativas de las invenciones. Las
invenciones como se describen en la seccién de resumen de la invencién tienen
inclusiones especificas y prefieren las inclusiones de interés. Estas inclusiones se
describen a través de esta solicitud. Sin embargo para conveniencia, muchas de
ellas han sido resumidas en esta seccién. De la misma forma las invenciones como
son resumidas en la seccién de resumen de la invencién pueden redactarse de
diferentes maneras expresando alguna variacién de la invencién pero manteniendo

una super-posicion sustancial de lo esencial de esta invencién.

Dichas formulaciones altemativas de la invencion también estan incluidas en esta

seccion.

(A) Método para hacer multiplex
Los métodos para formar triplex o cuadruplex, descritas de manera general en la
seccion de resumen de la invencibn pueden realizarse opcionalmente. por

incorporacién de uno o mas de los siguientes dentro del método: dentro del
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multiplex, el duplex de Watson-Crick adicionado en el paso (1) es heteropolimérico
con un contenido G-C entre el 25% y el 75%, dentro de multiplex, el duplex
adicionado de Watson-Crick en el paso (1) es heteropolimérico con un contenido de
G-C entre el 10% y el 90%, y adicionalmente las frecuencias de combinacién dentro
del mismo de dimeros de purina-piridina y pirimidina-purina excede el 25% (los
dimeros son identificados al comienzo del extremo 5' de la secuencia y progresan
base por base hasta que se alcanza el extremo 3'; por ejemplo en la secuencia 5'-
AAAGGGT tiene un solo dimero de purina-pirimidina (GT) y un dimero pirimidina
purina sus frecuencias combinadas son iguales a 1/8); al ir realizando los pasos (1)
y/o (2) con hebras de &cido nucleico y/o duplexes no en una célula (y no en un
virus); realizando el paso (2) sin la ayuda de una proteina (como recA o proteinas de
funcidn similar); en el paso (1) adicionando el agua de tal forma, que en una base de
volumen, alcance al menos el 50% del volumen final de la mezcla (mas
preferiblemente por al menos el 80% del volumen final, mas preferiblemente el paso
(1) el agua es el Gnico liquido adicionado a la mezcla); en el paso (1) sin adiciona
ninguna proteina; realizado el paso (2) a una temperatura o temperaturas arriba de la
temperatura de congelacién de la solucit!;n acuosa y no a mas de 85°C (mas
praferibleménte entre 5°C y 30°C, mas preferiblemente entre 15°C y 25°C) en el
paso (1), adicionando un anibn o, mas preferiblemente un cation como agente
acelerador (monovalente, divalente o multivalente; por ejemplo, un catién metélico o
un péptido catiénico), donde dicho catiébn es por lo menos un miembro seleccionado
del grupo que consiste de los cationes de alcali metélicos, de los cationes metdlicos
de tiemras alcalinas, cationes metalicos de transicion, espermidina trivalente Co(NH3)
y espermina tetravalente; donde dicho catibn es Na+ proporcionado a una
concentracién de 50mM a 125mM; donde dicho catidn es seleccionado del grupo
que consiste en Mn+2 proporcionado a una concentracion de 10mM a 45mM,

magnesio Mg+2 proporcionado a una concentracion de 10mM a 45mM, y Ni+2

0
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proporcionado a una concentracién de 20mM; en el paso (1) adicionando un
intercalador como un agente acelerador (especialmente un intercalador fluorescente;
preferiblemente un bis intercalador); en el paso (1) dicho acelerador es un fluordsforo
intercalante seleccionado del grupo consistente en YOYO-1, TOTO-1, YOYO-3,
TOTO-3, POPO-1, BOBO-1, POPO-3, BOBO-3, LOLO-1, JOJO-1, dimeros de
cianina, YO-PRO-1, TO-PRO-1, YO-PRO-3, TO-PRO-3, PO-PRO-5, PO-PRO-1, BO-
PRO-1, PO-PRO-3, BO-PRO-3, LO-PRO-1, JO-PRO-1, monémeros de cianina,
bromuro de etidio, homorimero de etidio, homorimero de etio-2, derivaods de etidio,
acridina, acridina naranja, derivados de acridina, heterodimeros de acridina y etidio,
monoazida de etidio, yoduro de propidio, tintes SYTO, verde 1 SYBR, tintes SYBR,
verde pico, tintes SYTOX, y 7-aminoactinomicina D. En el paso (1) dicho agente
acelerador es un cloréforo no intercalante (especialmente uno seleccionado del
grupo consiste en biotina, rodamina, tintes de Alexa, tintes de BODIPY, conjutados
de biotina, sondas reactivos de tiol, fluoresceina y sus derivados (incluyendo sondas
“encarceladas”), verde de oregén, verde de rodamina, tintes QSY)) y dicha
intensidad es inversamente proporcional a la comelacion de la formacién de triplex
y/o el cuadruplex; en el paso (1) dicho agente acelerador es enlazado a por lo menos
una de dicho primera hebra, dicha segunda hebra, dicha tercera hebra y dicha cuarta
hebra; en el paso (1) adicionando un agente acelerador que es un intercalador que
se enlaza al surco menor del duplex de Watson-Crick) en el paso (1) adicionando un
agente acelerador (especialmente un liquido organico soluble en agua, como es la
dimetil formamida, etanol, y glicerol) que a 25°C es liquido; en el paso (1)
adicionando mas de un agente acelerador; en el paso (1) adicionando un agente
acelerador que es un agente de condensacién o de condensacién en relacién al
duplex de Watson-Crick; en el paso (1) adicionando un agente acelerador que es un
anélogo de A, T, U, C, o G; en el paso (1) adicionando un agente acelerador

seleccionado del grupo que consiste en lectina y polisacéaridos; en los pasos (1) y (2),
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una mezcla amortiguadora con un pH de al menos 5 hasta por lo menos 9; una
citocina en al menos una de las siguientes tripletas de base C-G-C o G-C-G que esta
positivamente cargada; en el paso (2) el tiempo de incubacién es no mayor de al
menos dos horas (méis preferiblemente no mayor de una hora; y dentro de una
ventana de tiempo, preferiblemente de al menos 25%, mas preferiblemente de por lo
menos 50%, de _Ios posibles multiplexes que L han formado); por lo menos dicho
anico agente acelerador es una molécula enlazante al surco menor de los acidos
nucleicos, que se enlaza de manera no intercalante y que se enlaza con una
constante de solucién de por lo menos 103 M-1; donde el mutliplex es parte de un

cireuito electrico.

(Altemativamente, la invencién es un circuito eléctrico que comprende una estructura
de multiplex). Seria aparente para alguien versado en el arte que las condiclones
especificas precedentes también pueden ser aplicadas para el siguiente méiodo

para hacer un cuadruplex.

En una versibn altemativa, el método para formar cuadruplex comprende:
(1) proporciona un medio de hibridizacién que comprende una primera hebra, una
segunda hebra, una tercera hebra, una cuarta hebra, agua, un buffer y al menos un
agente acelerador; y (2) incubar dicho medio de hibridizacién por un tiempo efectivo
de incubacién para hibridizar dicha segunda hebra a dicha cuarta hebra para
proporcionar la mencionada estructura multiplex en la cual dicha estructura multiplex
comprende: una primera hebra que contiene una primera secuencia de
nucleobases; una segunda hebra que contiene una segunda secuencia de
nucleobases, donde dicha segunda hebra esta asociada con la primera hebra por
enlaces de Watson-Crick; una tercera que contiene una tercera secuencia de

nucleobases; y una cuarta hebra que contiene una cuarta secuencia de
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nucleobases, donde dicha cuarta hebra esta asociada a dicha segunda hebra y

dicha tercera hebra por enlaces de Watson-Crick.

En particular las inclusiones de métodos de formacion de cuadruplex que siguen
aplican solos o0 en combinacién (las descripciones que siguen utilizan la terminologia
del método para ser cuadruplex que especifica 4 hebras separadas pero que
también es aplicable al método que especifica un duplex Watson-Crick como uno o
dos de los materiales de partida): al menos uno de dicha primera hebra y dicha
segunda hebra ademéas comprende un agente farmacéutico, la hibridizacidn de dicha
segunda hebra a dicha cuarta hebra coloca a dicho agente farmacéutico a una
distancia efectiva de un blanco en dicha tercera hebra, dicha cuarta hebra o en otra
molécula asociada con al menos una de dicha tercera hebra y cuarta hebra; dichos

agentes farmacéuticos es seleccionado del grupo que consisten en

Acidos nucleicos designados para unirse a secuencias como tales del gen de genes
clinicamente relevantes, acidos nucleicos designados para enlazarse con genes
clinicamente relevantes, y acidos nucleicos designados para enlazarse con sitios de
origen de replicaciéon de patégenos; dicha tercera hebra y cuarta hebra son
proporcionadas en dicho medio de hibridizacién antes de que dicha primera hebra y
dicha segunda hebra, y dicha primera hebra y dicha segunda hebra sean
proporcionadas en forma deshidratada anterior a la rehidratacion por contacto de
dicho medio de hibridizacion; al menos una de la primera hebra y la segunda hebra
estan marcadas covalentemente con un flurésfodo no intercalante y dicha intensidad
es inversamente proporcional a dicha afinidad de enlace; al menos un agente
acelerador es un fluorésfodo intercalante, y la intensidad de la fluorescencia de una
medio de prueba que contiene dicha estructura multiplex es directamente
relacionada con la afinidad de enlace de dicha segunda hebra para dicha cuarta

hebra; hibridizacién de la segunda hebra a dicha cuarta hebra se detecta como el
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cambio en la fluorescencia, quimiluminescencia, electroquimiluminescencia o sefial
eléctrica; una intensidad de dicha sefial es correlacionada con la afinidad de enlace
entre dicha segunda hebra y dicha cuarta hebra; hibridizacion de dicha segunda
hebra a dicha cuarta hebra inactiva en actividad asociada con al menos uno de dicha

tercera hebra y cuarta hebra.

(B) Métodos para detectar triplexes

Los métodos para detectar un triplex, descritos generalmente en la seccion de
resumen de la invencién, pueden realizarse opcionalmente por incorporacién de uno
0 méas de los siguientes dentro del método: realizando el método como un ensayo
homogéneo tal durante o anterior al paso (3), las moléculas de una sola hebra que
no son partes del triplex no son colocadas dentro del contenedor separadas de
aquellas que contienen el triplex; utilizando un método deteccion para discriminar
entre un apareamiento perfecto de acuerdo a la regla de apareamiento de bases,
para fallas de apareamiento de una base (o deleccién), y una para una falla de
apareamiento de 2 bases {0 deleccion), entre el duplex y la molécula de una sola
hebra en el triplex (el método preferiblemente comprende la calibracién del método
con moléculas que comprenden fallas de apareamiento conocidas); utilizando al
extensién del enlace del intercalador (por ejemplo, como se indica por el aumento de

la fluorescencia) como indicacién de la formacién del triplex; longitud

de onda en la cual dicho fluorésforo intercalante florece en una segunda longitud de
onda luego de la intercalacién, una diferencia entre dicha longitud de onda y dicha
segunda longitud de onda indica que un complejo entre dicha sonda y dicho blanco
es un duplex o un triplex y sl dicho blanco es ADN o ARN; |la sonda es
covalentemente marcada con un fluordésforo no intercalante y su intensidad es
inversamente proporcional a la afinidad de enlace (especialmente donde dichos

fluorésforos no intercalante es un miembro seleccionado del grupo que consiste de



biotina, rodamina y fluoresceina); utilizando una molécula de una sola hebra
marcada con un fluorésforo como molécula de una sola hebra; el método es un
ensayo homogéneo conducido sin proporcionar una sefial de un agente de extincién
en dicha secuencia blanco (es decir, en el duplex) o en la sonda {(es decir en la
molécula de una sola hebra) y/o sin desnatural'izacién previa a dicha secuencia
blanco y/o sin amplificacién del PCR de dicha secuencia blanco; dicho método es un
ensayo homogéneo conducido sin proporcionar una sefial de un agente de extincién
en dicha secuencia blanco o en dicha sonda; [a sonda ha sido parcialmente cargada
o descargada; la sonda comprende una secuencia de ANP y/o es ssSANP preparada
por sintesis paralela; la sonda y dicha secuencia blanco tiene la misma longitud; la
sonda tiene una longitud de 5 a 30 nucledtidos; la radiacion para excitar la
fluorescencia es emitida a partir de un laser de iones de argén a una longitud de
onda de al menos 200 nm hasta 1000 nm; la muestra de prueba tiene un volumen de
por lo menos 20 microlitros que tienen por lo menos 10 fentomoles de una secuencia
blanco y por lo menos 10 fentomoles de la sonda; la concentracion de la secuencia
blanco en dicha muestra no es mayor a 5x10-1u M; la concentracién de la sonda en
la muestra no es mayor a 5x10-1 M; el método es conducido en un biochip; el
fluordsforo intercalante es adicionado al medio en forma libre de dicha sonda y libre
de dicha secuencia blanco; el fluorsforo intercalante es un miembro seleccionado
del grupo que consiste de YOYO-1, TOTO-1, bromuro de etidio, homodimero de

etidio-1, homorimero de etidio-2 y acridina.

En un aspecto altemativo, el método de deteccidbn de la invencidn comprende:
proporcionar un &cido nucleico bianco de doble hebra o un andlogo de Aacido
nucleico que comprende una secuencia blanco donde dicha secuencia tal blanco
contiene al menos una base de purina y al menos una base de pirimidina;

proporcionando unas sondas que comprende una secuencia de acido nucleico una



secuencia de andlogos de &cido nucleico; proporcionando un agente acelerador;
adicionando dicha sonda, dicha secuencia blanco y dicho agente acelerador a
medida que provee una muestra de prueba que contiene un complejo triplex que
comprende dicha sonda enlazada a dicha secuencia blanco, donde todas las
tripletas de base de dicho complejo son miembros seleccionados del grupo que
consiste de A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A. U-A-U, G-C-G y C~G~C,; iradiando
dicha muestra de prueba con una reaccion excitante para causar que la muestra
emita radiacién fluorescente; detactando una intensidad de dicha radiacion
fluorescente, donde dicha intensidad se correlaciona con la afinidad de enlace entre
dicha sonda y dicha secuencia de blanco, y determinando de dicha intensidad una

extension de la correlacién entre dicha sonda y dicha secuencia blanco.

En otro aspecto alternativo, el método comprende: proporcionar un écido nucleico
blanco un anédlogo de acido nucleico que tiene una secuencia blanco, donde dicha
secuencia blanco contiene al menos una bases purinicas y al menos una base
pirimidina; proporcionando una sonda de doble hebra que comprende una secuencia
de éacido nucleico o una secuencia de anélogos de acido nucleico; proporcionando
un agente de acelerador de la hibridizacién; adicionando dicha sonda, dicho blanco y
dicho agente acelerador hibridizaciéon a medio que proporciona una muestra de
prueba que contiene un triplex de Watson-Crick que comprende una sonda enlazada
a dicha secuencia blanco; irradiando dicha muestra de prueba con una reaccién
excitante para causar que la muestra emita radiacion fluorescente; detectando una
intensidad de dicha radiacién fluorescente, donde dicha intensidad esté relacionada
con la afinidad de enlace entre dicha sonda y dicha secuencia blanco; y
determinando a partir de dicha intensidad o la extension de correlacién entre dicha

sonda y dicha secuencia blanco donde dicho método es un ensayo homogéneo
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conducido sin proporcionar una sefial de un agente de extincién en dicha secuencia

blanco 0 en dicha sonda;

(C) Métodos para detectar cuadruplex

Los métodos para detectar cuadruplexes, descritos en general en la seccién de
resumen de la invencién, pueden realizarse opcionalmente incorporando uno o mas
de los siguientes dentro del método: realizando el método como un ensayo
homogéneo, durante o antes del paso (3) de moléculas de acido nucleico que no son
partes del cuadruplex y no son colocadas dentro del contenedor separadas del que
contiene el cuadruplex; el método es un ensayo homogéneo conocido y proporcionar
una sefial de un agente de extincién en dicha secuencia blanco o dicha sonda (es
decir, el segundo duplex de Watson-Crick) y/o sin desnaturalizacién previa de dicha
secuencia blanco y/o sin amplificaciébn por PCR de dicha secuencia blanco;
utilizando el método de deteccién para discriminar entre un apareamiento perfecto
de acuerdo a las reglas de apareamiento base, una falla de un apareamiento de una
base (o deleccién), y una falla de apareamiento de 2 bases (de deleccion), entre el
primero y segundo duplex de Watson-Crick (preferiblemente por calibracién del
método con moléculas comprenden fallas de apareamiento conocidos); utilizando la
extension -del enlace del intercalador como una ind.icacién de la formacién del
cuadruplex (especialmente por utilizacion de un intercalador fluorescente utilizando
fluorescencia aumentada como un indicador); el fluorésforo intercalante es
adicionado al medio en forma libre de dicha sonda y libre de dicha secuencia de
blanco; es fluordsforo intercalante es un miembro seleccionado del grupo que
congsiste de YOYO-1, TOTO-1, bromuro de etidio, homodimero de etidio-1,
homodimero de etidio-2 y acridina; una longitud de onda en la cual dicho fluorésforo
intercalante dando fluorescencia a una segunda longitud de onda luego de la

intercalacion, una diferencia entre dicha longitud de onda y dicha segunda longitud
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de onda indica si el complejo entre dicha sonda y dicha blanco es un duplex o un
triplex y si dicho blanco es ADN o ARN; la sonda est4 marcada covalentamente con
un fluorésforo no intercalante y dicha intensidad es inversamente proporcional con
dicha afinidad de enlace (especiaimente donde dicho fluorésforo no intercalante es
un miembro seleccionado del grupo que consiste de biotina, rodamina y fluoresceina)
utilizando una molécula de una sola hebra marcada con fluor6sforo para parte del
segundo duplex Watson-Crick; el método mas adelante comprende cuantificar la
afinidad de enlace; ia sonda ha sido parciaimente cargada o descargada; ia sonda
comprende una secuencia de ANP y/o ssANP preparada por paralela; la sonda y
dicha secuencia blanco tienen la misma longitud; la sonda tiene una longitud de 5 a
30 nucledtidos (o pares de base); la radiacién de excitacién de la fluorescencia es
emitida a partir de un laser de ion de argén a una longitud de onda de 200 nm hasta
por lo menos 1000 nm; la muestra de prueba tiene un volumen de por lo menos 20
microlitros' conteniendo por lo menos 10 fentomoles de la secuencia blanco y por
menos 10 fentomoles de la sonda; la concentracién de la secuencia blanco en dicha
muestra no es mayor que 5x10-1 M; la concentracién de la sonda en la muestra no
es mayor de 5x10-10 M; una radiacion entre dichas primera y segunda hebra a
dichas tercera y cuarta hebra que es de 10:1; las concentraciones de dichas primera,
segunda, tercera y cuarta hebras no son mayores 5x10-1 M; el método es realizado

en un biochip.

En un aspecto altemativamente relacionado, el método comprende: proporcionar un
acido nucleico blanco o un anélogo de Acido nucleico que tiene la secuencia blanco ,
donde dicha secuencia blanco contiene por lo menos una base purinica y por lo
menos una base pirimidinica; proporcionando una sonda de doble hebra que
comprende una secuencia de acido nucleico o una secuencia de analogo de acido

nucleico: proporcionando un acelerador de la hibridizacién; adicionando dicha sonda



dicho blanco y dicho agente acelerador de la hibridizacién al medio ql.ie proporciona
una muestra de prueba que contiene el cuadruplex Watson-Crick que comprende
dicha sonda unida a dicha secuencia de blanco; irradiando dicha muestra de prueba
con una radiacion excitante que ocasiona que la muestra emita radiacion
fluorescente; detectando una intensidad de dicha radiacién fluorescente, donde
dicha intensidad es correlacionada con la afinidad de blanco entre dicha sonda y
dicha secuencia de blanco; y determinando de dicha intensidad la extension del
apareamiento entre dicha sonda y dicha secuencia blanco donde este méto@o es un
ensayo homogéneo conocido sin proporcionar una sefial de agente extincién en

dicha secuencia blanco o en dicha sonda.

(D) Los triplexes

El triplex se describe generaimente en la seccién de resumen de la invenciéon, puede
opcionalmente tener uno 0 mas de las siguientes caracteristicas: cada hebra es
heteropolimero con un contenido G-C entre 25% y 75%, cada hebra es
heteropolimérica con un contenido G-C entre 10% y 90%, y adicionalmente las
frecuencias de combinacién en ella misma de dimeros de purina-pirimidina y dimeros
de piridina-purina excede el 25%; no es en una célula (y no en un virus); es estable a
pH mayor que 7.6 (pero menor pH 8); es en un medio a pH mayor de 7.6 (y
preferiblemente menor a pH 9); el 4cido nucleico de una sola hebra o el analogo de
acido nucleico tiene una longitud de 5 a 30 bases y el blanco de acido nucleico de
doble hebra tiene una longitud de 8 a 3.3 x10° pares de bases; la secuencia blanco
es heteropolimérica y contiene de 25% a 75% bases de purina y de 75% a 25% de
bases de pirimidina (preferiblemente que la frecuencia de dimeros de. purina-
pirimidina mas la frecuencia de dimeros de pirimidina-purina exceda el 25%); la
sonda (es decir la molécula de una sola hebra) estd unida covalentemente a la

agente de anclaje de &cido nucleico de doble hebra; la sonda est4 unida
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convalentemente a un agente quimioterapéutico; la sonda estd unida
covalentemente a un marcador (por ejemplo, a un complejo multi-molecular es
sofializacién, a un par redox, a un agente quimiciluminescente, un agente
electroquimioiluminiscente, o un agente electroquimiolluminiscente, o0 a una inclusién
preferida, un fluordsforo, especiaimente aquelios en que la intensidad de la
fluoreacencia del complejo estd comelacionado con un afinidad del enlace entre la
sonda y la secuencia blanco); las reglas de apareamiento de enlace para moléculas
de una sola hebra de acido nucleico son, con respecto al duplex de una hebra las
reglas de apareamiento de base de Watson-Crick, G-C y A-T o A-U, v,

hebras de duplex son: A-A y T-T o U-U; el duplex que tiene sustanciaimente la
estructura de doble hélico de Watson-Crick, y la molécula de una sola hebra reside
en un surco de [a doble hélice; el agente acelerador forma un enlace

del duplex y de la molécula de acido nucleico de una sola hebra; el
agente acelerador est4 unido covalentemente a la molécula de acido nucleico de una
sola hebra; ambas hebras del duplex de Watson-Crick son ADN; especialmente
cuando todas las hebras del triplex son de ADN), el agente acelerador se enlaza a la
base duplex de Watson-Crick, siendo dicha base una de las cuales la molécula de
acido nucleico de una sola hebra se une; el agente acelerador se enlaza a la base
en el duplex de Watson-Crick, dicha base no es la misma que el triplex; el agente
acelerador se enlaza al esqueleto de fosfato en duplex de Watson-Crick; el agente
acelerador se enlaza a mas de un sitio en el duplex de Watson-Crick, cada sitio se
encuentra o en una base o en el esqueleto de fosfato de dicho duplex; el agente
acelerador se enlaza en el sitio de duplex de Watson-Crick, dicho sitio se encuentra
0 en una base o en un parte del esqueleto de fosfato de dicho duplex; el agente
acelerador se enlaza a una base en el duplex de Watson-Crick y a una base en la
molécula de acido nucleico de una sola hebra; el agente acelerador se enlaza a una

base una molécula de acido nucleico de una sola



(E) Los cuadruplex

Los cuadruplex estén descritos en general en la seccién de resumen de la invencién,
deben tener opcionalmente uno o0 méas de las siguientes caracteristicas: cada uno de
dichas cuatro hebras es un heteropolimero con un contenido G-C de entre 10% y
90%; la segunda y cuarta hebras estan alineadas en paralelo de direcciéon 3' a §' y
los enlaces entre las 2 hebras estdn de acuerdo con las reglas de apareamiento de
bases homélogas; las hebras primera y tercera estdn alineadas en paralelo en
direccién 5’ a 3' y estan enlazadas entre las 2 de acuerdo con las reglas de
apareamiento de bases homdlogas; la segunda y cuarta hebra estan alineadas en
paralelo en direccién 3' a 5' y se enlazan entre dichas segunda y cuarta hebra de
acuerdo con las reglas de apareamiento de bases homoblogas y adicionalmente la
primera y tercera hebras estén alineadas en paralelo en direccion &' a 3’ y se
encuentran enlazadas entre ellas de acuerdo con las reglas de apareamiento de
bases homoélogas; la segunda y cuarta hebras estan alineadas en paralelo en
direccién 3' a 5’ y se encuentran enlazadas entre las dos hebras de acuerdo con las
reglas de apareamiento de Watson-Crick; las primera y tercera hebra estén
alineadas en paralelo en direccién 5' a 3' y se encuentran enlazadas entre las 2
hebras de acuerdo a las reglas de apareamiento de base de Watson-Crick; la
segunda y cuartas hebras estan alineadas en paralelo en direccion 3'a &' y se
encuentran enlazadas entre la segunda y cuarta hebra de acuerdo con las reglas de
Watson-Crick para apareamiento de base y adicionalmente la primera y tercera
hebra se encuentran alineadas en paralelo en direccién 5 a 3' y se encuentran
enlazadas entre la primera y tercera hebra de acuerdo con las reglas de
apareamiento de base de Watson-Crick; la primera y cuarta hebra se encuentran
alineadas en forma anti-paralela 5" a 3', respectivamente, y se encuentran enlazadas

las 2 hebras de acuerdo a las reglas de apareamiento de base de Watson-Crick; la



v

segunda y tercera hebra se encuentran alineadas en forma anti-paralela 3'a5'y 5’ a
3', respectivamente, y se encuentran enlazadas entre las 2 hebras de acuerdo con
las reglas de apareamiento de base de Watson-Crick; la primera y cuarta hebra se
encuentran alineadas en forma anti-paralela 5' a 3' y 3' a 5, respectivamente, y se
encuentran enlazadas entre dicha primera y cuarta hebra de acuerdo a las reglas de
apareamiento de base de Watson-Crick adicionalmente la segunda y tercera hebra
se encuentran alineadas en forma anti-paralela en direcciéon 3' a 5’ y 5 a 3,
respectivamente, y se encuentran enlazadas entre dicha segunda y tercera hebra de
acuerdo con las reglas de apareamiento de base de Watson-Crick; la primera y
cuarta hebra se encuentran alineadas en forma anti-paralela en direcciéon 5’ a 3' y 3'
a 5, respectivamente, y se encueniran enlazadas de acuerdo con las reglas de
apareamiento de bases homodlogas; ia segunda y tercera hebra se encuentran
alineadas en forma anti-paralela 3' a 5' y 5' a 3', respectivamente, y se encuentran
alineadas entre estas 2 hebras de acuerdo con las reglas de apareamiento de bases
homélogas; la primera y cuarta hebra se encuentran alineadas en forma anti-paralela
en direccién 5 a 3' y 3' a §', respectivamente, y se encuentran enlazadas entre
dichas primera y cuarta hebra de acuerdo a las reglas de apareamiento de bases
homologas y adicionalmente la segunda y tercera hebras se encuentran alineadas
on forma anti-paralela en direccion 3’ a §’' y §' a 3', respectivamente, y en se enlazan
entre dicha segunda y tercera hebra de acuerdo a las reglas de apareamiento de
bases homoélogas; cada base se interactia en dicha primera hebra interactiia
especlificamente con 2 bases adyacentes en la tercera hebra y con la base en la
cuarta hebra, la base a la cual dicha tercera hebra estd enlazada; cada base que
interactGa en dicha segunda hebra interactia especificamente con dos bases
adyacentes en dicha cuarta hebra y la base en dicha tercera hebra, la base a la cual
dicha base de la cuarta hebra estd enlazada; este es un cuadruplex artificial o

sintético aislado y purifificado; cada hebra es un heteropolimero donde el contenido
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G-C se encuentra entre 25% y 75%; cada hebra es un heteropolimero con un
contenido de G-C entre 10% y 90%, y adicionalmente las frecuencias combinacion
entre ella misma de los dimeros de purina-pirimidina y dimeros de pirimidina-purina
exceden del 25%; no es en una célula (y no en un virus), cada hebra
independientemente comprende un &cido nucleico heteropolimérico o un anélogo de
pacido nucleico heteropolimérico; cada una de dichas hebras independientemente
comprende ADN o ARN; cada una de dichas hebras independientemente comprende
un anélo'go de &cido nucleico heteropolimérico que contiene un esqueleto no
cargado o parcialmente cargado; una de dichas segunda o cuarta hebras
comprenden ADN y la otra de dicha segunda o cuarta hebra cuarta comprende ARN,
mARN, hnARN, rARN, tARN o cADN; la segunda hebra y la cuarta hebra son
homélogas paralelas a cada una; el surco mayor de dichas primera y segunda
hebras es colocado en el surco menor de dichas tercera y cuarta hebra; la segunda
hebra y la cuarta hebra son paralelas complementarias a cada una; el surco mayor
de dicha primera hebra y segunda hebra es colocada en el surco menor de dicha
tarcera y cuarta hebra; cada nucleocbase se enlaza a no mas de dos o de otras
nucleobases; ninguna hebra es continua con otra hebra; la estructura multiplex esté
sustanciaimente libre de enlaces Hoogsteen; la estructura multiplex esta
sustancialmente libre de cuartetos de G-G; la primera y segunda hebras tienen una
longitud de 5 a 50 pares de bases; la tercera y cuarta hebras son ADN genémico; la
tercera y la cuarta hebra incluyen un haplotipo en el ADN gendmico; la tercera y
cuarta hebra son productos de amplificacion de PCR; donde dicha estructura
multiplex es libre de un soporte sélido; la estructura multiplex esta unida a un soporte
sélido (donde el soporte soélido puede ser eléctricamente conducido o no
eléctricamente conductivo); donde la estructura multiplex ademés comprende un
agente terapéutico, profilactico o de diagnéstico enlazado al menos a una de la

primera, segunda, tercera o cuarta hebra; donde la primera hebra y segunda hebra
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tienen una longitud de 5 a 30 pares de bases y dichas tercera y cuarta hebra tienen
una longitud de 8 a 3.3 x 10° pares de bases cada una; donde la cuarta secuencia
contiene un 25% a 75% de base purinicas y 75% a 25% de bases pirimidinicas en
cualquier orden (preferiblemente donde la frecuencia de dimeros de purina-pirimidina
més la frecuencia de dimeros de pirimidina-purina- exceden el 25%); el primero y
segundo duplexes de Watson-Crick (ver el método de formacién de un cuadruplex
en la seccién de resumen de la invencién) tiene cada uno un contenido de G-C entre
30 y 70%; ambas hebras del primer duplex de Watson-Crick son de ADN
(especialmente cuando todas las hebras del cuadruplex son ADN); el reactivo
acelerador se enlaza a' la base en el primer duplex Watson-Crick, siendo dicha base
una de las cuales una base del segundo duplex se enlaza; el reactivo acelerador se
enlaza a la base en el primero o segundo duplex de Watson-Crick, dicha base no es
parte del cuadruplex; el reactivo acelerador se enlaza al esqueleto de fosfato en el
primero o segundo duplex de Watson-Crick; el reactivo acelerador se enlaza a mas
de un sitio en uno del primero o segundo duplex Watson-Crick, cada sitio se
encuentra en una base o en el esqueleto de fosfato; el agente acelerador se enlaza
en un sitio del duplex Watson-Crick, dicho sitio se encuentra o en una base 0 un
esqueleto de fosfato; el agente acelerador se enlaza a una base en el primero duplex
de Watson-Crick y a una base en el segundo duplex de Watson-Crick; el agente
acelerador se enlaza al surco menor del primerio y/o segundo duplex de Watson-
Crick; el agente acelerador forma un enlace entre partes del primer duplex de

Watson-Crick y parte del segundo duplex de Watson-Crick.

Aspectos adiclonales de la Invencién.
La invencién proporciona complejos triplex que comprenden una sonda de una sola
hebra enlazada a un blanco de acido nucleico de doble hebra, donde la sonda

comprende un &cido nucleico heteropolimérico 0 un anélogo de acido nucleico
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heteropolimérico 0 un anélogo de é&cido nucleico heteropolimérico, y todas las
_ tripletas de base del complejo son miembros seleccionados del grupo que consiste

de A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, G-C-G y C-G-C.

A diferencia de ciertas triplexes de Hoogsteen divulgados en el arte previo, las
triplexes de la invencidn estan estables a valores de pH mayores a 7.6.
Adicionalmente, los triplexes de la invencién no requieren la presencia de secuencias
de homopirimidina o secuencias de homopurina, como en ciertos triplexes del arte
previo. Por ejemplo, la secuencia blanco puede contener del 25% a 75% de base

purinica y del 75% al 25% de bases pirimidinicas en cualquier orden.

Preferiblemente el acido nucleico de una sola hebra o el analogo de &cido nucleico
del triplex tiene una longitud de 5 a 30 bases y el acido nucleico de doble hebra del

blanco debe tener una longitud de 8 a 3.3X1 0° pares de bases de longitud.

La formacién de triplex de acuerdo con la invencién puede tener una variedad de
usos. Por ejemplo, las sondas enlazadas covalentemente al agente de enlace de
écido nucleico de doble hebra puede ser utilizado especificamente para enlazar
secuencias blanco de acidos nucleicos de doble hebra. Las sondas unidas
covalentemente a un agente quimioterapéutico pueden ser utilizados

especificamente para tratar secuencias blanco de acidos nucleicos de doble hebra.

En las inclusiones preferidas, la invencién proporciona un método répido, sensitivo,
amigable al ambiente, y seguro para enlaces entre un blanco de doble hebra y una
sonda de una sola hebra, donde el blanco comprende un secuencia de &cidos
nucleico un analogo de secuencia de acido nucleico y una sonda que comprende

una secuencia de dcido nucleico o una secuencia de 4cido nucleico.
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A diferencia de algunos ensayos de enlace previo, la invencién no solamente detecta
la presencia de sitios de enlace especificos blanco de la sonda, pero también
proporciona una informacién cualitativa y cuantitativa con relacién a la naturaleza de
la interaccidn entre la sonda y el blanco. Asl, la invencién permite al investigador
distinguir entre un apareamiento perfecto, un apareamiento que falla en un par de
bases, un apareamiento que falla en dos pares de bases, un apareamiento que falla
en tres pares de bases, a una delecidn de un par de bases, una delecién de dos
pares de bases y una delecién de tres pares de bases que aparacen entre la

secuencia de bases de la sondas y de la hebra de blanco de dos hebras.

Las inclusiones de la invencién comprende la calibracién para la medida de la sefial
(es decir la intensidad de la fluorescencia) para una primera mezcia de sonda blanco
contra el mismo tipo de sefial que se exhibe por otras sondas combinada con el
mismo blanco, donde cada una de las sondas difiere de la primera sonda por lo

menos en una base.

La curva de calibracién puede ser generada, donde la magnitud de la sefial medida
(por ejemplo, la intensidad de la fluorescencia) es una funcién de la afinidad de!

enlace entre la sonda y el blanco.

Como la afinidad del enlace entre el blanco y la pluralidad de diferentes sondas varia
con el nimero de bases mal apareadas, |la naturaleza de la falla en el apareamiento
o (las fallas) (A-G vs. A-C vs. T-G vs. T-C, etc.), la localizacién de la falla de
apareamiento (o las fallas) dentro del triplex, etc. en ensayo de la invenciéon puede

ser utilizado en una secuencia del blanco.
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En las inclusiones, la sefial medida puede ser la intensidad de la fluorescencia de
una fluorésforo incluido en la muestra de prueba. En dichas inclusiones, la afinidad
del enlace entre la sonda y el blanco puede ser directamente o inversamente
proporcional a la intensidad, dependiendo si la seflal de hibridizacién del fluoroforo
son sefiales de extincibn o sefiales de amplificacion. Bajo las condiciones
soleccionadas, la intensidad de la fluorescencia generada por los agentes
intercalantes puede ser directamente proporcionales a la afinidad del enlace entre la
sonda y el blanco, considerando que la intensidad inclusiones preferidas emplean un
flurosforo no intercalante enlazado covalentemente a la sonda pueden ser
inversamente cormrelacionados con la afinidad de enlace de la sonda al blanco. La
intensidad de la fluorescencia disminuye para los fluordsforos no intercalantes a
medida que la extension del apareamiento entre la sonda y el blanco aumenta,
prefariblemente sobre un rango de 0-2 fallas de apareamiento y/o deleciones, mas

preferiblemente sobre un rango de 0-3 fallas de apareamiento y/o deleciones.

La invencién permite cuantificar la afinidad del enlace entre la sonda y el blanco.
Dicha informacién puede ser valiosa para una variedad de usos, incluyendo un

disefio de drogas antisentido con caracteristicas utilizadas de enlace.

A diferencia de otros métodos del arte previo, el ensayo de la invencién es
preferiblemente homogéneo. El ensayo puede ser conducido sin separar el
complejo de la sonda libre y del blanco antes de detectar la magnitud de la sefial
medida.

El ensayo no requiere un paso de separacién en gel, esto proporciona un gran

aumento en el total del ensayo. Andlisis cuantitativo son simples y precisos.



Consecuentemente el ensayo de enlace ahorra mucho tiempo y costos, y puede ser

faciimente automatizado.

Adicionalmente, permite que las variables de enlace como lo pueden ser el buffer,
pH, concentracién i6nica, temperatura, tiempo de incubacién, concentraciones
relativas de la sonda y de la secuencia del blanco, concentraciones de intercalador, y
extension de la secuencia del blanco, extension de la secuencia de la sonda, y los

requerimientos de posibles cofactores puedan ser determinados rapidamente.

El ensayo puede ser conducido en, por ejemplo, una solucién dentro de un vaso, 0

en una superficie impermeable o en un biochip.

Ademés, el ensayo inventivo es conducido preferiblemente sin proporcionar una

sefial de un agente de extincién en la sonda o en el blanco.

A pesar de que los inventores han divulgado previamente los ventajas de los
ensayos de intensidad de fluorescencia para la hibridizacién (ver por ejemplo a
solicitud de patente U.S. No. 09/224,505, solicitada en diciembre 31 de 1998),
ensayos de acuerdo con |a presente invencion especificamente detectan triplexes de
una sonda y un blanco de doble hebra, asl se obvia la necesidad de desnaturalizar el
| blanco. Mientras que las sondas de acido nucleico (anédlogos de acidos nucleicos)
han sido conocidas para formar triplexes con ciertas clases limitadas de blanco (ver
por ejemplo, Floris et al., supra, Dervan et al., supra, Eghom et al., 365 nature
566(1993), y Tomac et al., 118 J. Am. chem. Soc. 5544 (1996)), es sorprendente que
los inventores hayan sido capaces de ensayar especificamente con triplexes
formado en tres sondas de acido nucleico de una sola hebra {por ejemplo, s8sSADN y

ARN) y blanco de &cido nucleico de doble hebra (por ejemplo, dsADN), donde la
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interaccién entre la sonda y el blanco es basada en el apareamiento de bases de
Watson-Crick (al menos en el sentido de que A enlaza con T (0o U, en el caso de
ARN) y G se enlaza con C), en lugar del modelo muy limitado Hoogsteen de la
hibridizacién triplex por ejemplo, Dervan et al. El término “triplex Watson-Crick,” el
cual es empleado aqul, estd destinado a cristalizar esas diferencias a limitar la
naturaleza del apareamiento entre la sonda de una sola hebra y el blanco de doble
hebra A-T-A-, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G yl/o C-G-C (incluyendo C+-
G-C, y/o cualquier otra especie de base ionizada). Estos grupos de tres miembros
son denominados de aqui en adelante como tripletas de base Watson-Crick y

estructuras resultantes son denominadas como triplexes Watson-Crick.

Las sondas adecuadas para utilizar en el ensayo inventivo incluyen, por ejemplo,
8sADN, ARN, ANP y otros analogos de acidos nucleicos que tienen esqueletos no
cargados o parcialmente cargados. La secuencia de las sondas que tienen una
longitud de 8 a 20 bases son preferidas debido a que dentro de este rango se
encuentran las secuencias Gnicas de ADN més pequefias de procariotas y
eucariotas. Las secuencias de 12 a 18 bases son particularmente preferidas debido
a que la longitud de las secuencias Gnicas y méas pequefias en el genoma humano.
En las inclusiones, las sondas de 5 a 30 bases son las mas preferidas. Sin
embargo, una pluralidad de sondas mas pequefias pueden ser utilizadas para
detectar secuencias de nucledtidos que tienen una pluralidad de secuencias blanco
no unico dentro de ellas, que combinadas identifican unicamente a la secuencia de
nucledtidos. La longitud de la sonda puede ser seleccionada para aparearse con la

longitud del blanco.

Los inventores han descubierto un desarrolio sorprendente en el que ellos fusron

capaces de ensayar especlificamente una gran variedad de triplexes formados en
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una forma dependiente a la reglas ya de bases de Watson-Crick entre
sondas de acido nucleico de una sola hebra (por ejemplo ssADN, ARN, ssANP y
otros analogos de ADN o ARN) y blancos de 4cido nucleico de doble hebra (por
ejemplo dsADN). Los inventores han descubierto que la formacion en triplex y/o la
estabilizacién es aumentada por la presencia de un agente intercalante en la

muestra aprobada.

Los inventores descubrieron que ia formacién triplex Watson-Crick y/o la
estabilizacién es mejorada por la presencia de cationes en la muestra aprobada.
Los cationes adecuados incluyen, por ejemplo, cationes monovalentes como los de
Na+ (preferiblemente una concentracién de 50 mM a 125 mM), K+, y otros iones de
metales alcalinos; cationes divalentes, como iones de metales de tierras alcalinas
(por ejemplo, Mg+2 y Ca) y lones de metales de transicién divalente (por ejemplo,
Mn, Ni, Cd+2, Co+2 y Zn+2); y cationes que tienen una carga positiva de al menos
tres, como lo son la espermidina trivalente Co(NH3)6+3, y la espermina tetravalente.
Mn+2 es preferiblemente proporcionado a una concentracion deiOmM a 30mM.
Mg+2 es preferiblemente proporcionada a una concentracién de 15mM a 20mM.
Ni+2 es preferiblemente proporcionada a una concentracion de por lo menos 20mM.
En las inclusiones, Mg+2 y Mn+2 son proporcionadas en combinacibn a una
concentracion de 10mM cada una, 15mM cada una o 20mM cada una (por ejemplo,

10-20mM cada una).

La cantidad del catién adicionado en el medio en el cual el triplex se forma depende
del nimero de factores, incluyendo la naturaleza del cation, la concentracién de la
sonda, la concentracion del blanco, la presencia de cationes adicionales y el
contenido de base de la sonda y el blanco. La concentraclones preferidas de

cationes y de mezclas pueden ser rutinariamente descubiertas por experimentaci6n.



La presente invencién no requiere el uso de sondas radiactivas, las cuales son
peligrosas, tediosas y consumen tiempo para usarlas, y necesitan ser regeneradas

constantemente.

Las sondas de la presente invencion son preferiblemente seguras para su uso y
estables por aflos. De esta forma, las sondas pueden ser manufacturadas y

ordenarse en grandes cantidades y ser aimacenadas.

Las inclusiones, las sondas son marcadas en un complejo de sefializacion

multimoléculas o en un par redox, 0 con una marca que

quemiluminiscencia o tiene propiedades de electroquimiluminiscencia.

Se prefiere que la sonda o el blanco (preferiblemente la sonda) tenga marca
fluorescente enlazada covalentemente a ella. La marca es preferiblemente un
fiuoroforo no intercalante. En dichas inclusiones, el fluoroforo es preferiblemente
unido a la sonda en cualquiera de los dos extremos. Los marcadores de
flubrascencia preferidos incluyen biotina, rodamina y fluoresceina, y otros

marcadores de fluorescencia pueden ser irradiados con energia excitante.

Las longitudes de excitacion son seleccionadas (por experimentacién de rutina y/o
conocimientos convencionales) para que correspondan al maximo de excitacién para
el fluoroforo que se esta utilizando, y es preferiblemente de 200 a 1000 nm. Son
fluoroforos son preferiblemente seleccionados para tener una longitud de emigion
entre 200 a 1000 nm. En las inclusiones preferidas un laser de iones de argén es

utilizado para irradiar el fluoroforo con una luz que tiene una longitud de onda en un

0§



rango de 400 a 540 nm, y una emisién de fluorescencia es detectada en un rango de

500 a 750 nm.

El ensayo de la invencién puede ser realizado sobre una gran variedad de
temperatura, como lo son, por ejemplo de 5°C a 85°C. En ciertos ensayos del arte
previo se requieren en temperaturas elevadas, adicionando costo y retardos al
ensayo. Por otro lado, la invencion puede ser conducida a temperatura ambiente o

menor (por ejemplo, a temperaturas menores de 25°C).

La confiabilidad de la invencién es independiente al contenido de guanina y citocina
en el blanco. Debido a que los pares de bases G-C forman tres enlaces de
hidrégeno, mientras que los pares de base A-T forman dos enlaces de hidrdgeno, las
secuencias de las sondas y del blanco con mayor contenido de G o C son méas

ostables, poseyendo una temperaturas de fusion mayor.

Consecuentemente, las pares de bases mal apareadas que aumentan el contenido
de hibridizacién de GC en la sonda y en la regién del blanco arriba mencionados que
como se presentan en hibridos perfectamente apareados pueden equiparar la
debilidad del enlace asociados con una sonda mal apareada. Los triplexes
contienen cada uno de las fallas de apareamiento de bases entre la sonda y el
blanco probaron ser mas inestables que los triplexes que estin perfectamente
apareados, resultando siempre en una menor intensidad de la fluorescencia que en
los hibridos que son perfectamente complementarios, cuando un fluorofodo

intercalants fue utilizado.

El ensayo de la invencién es extremadamente sensible, por esto se vio [a necesidad

de realizar una amplificacién por PCR del blanco.
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Por ejemplo, es posible una muestra de ensayo que tiene un volumen méas o menos
20 microlitros, que contiene por lo menos 10 fentomoles del blanco y por lo menos

10 fentomoles de la sonda.

Las inclusiones de la invencién son lo suficientemente sensitivas para que los
blancos del ensayo a una concentracion de 5X10-9 M, preferiblemente una
concentracion no mas de 5X10-1M. Las inclusiones de la invencién son lo
suficientemente sensitivas para emplear sondas a concentraciéon de 5X10-9 M, y
preferiblemente a concentraciones no mayores 5X10-1 M. Esto sin decir que pesar

de los valores mencionados la técnica no puede detectar concentraciones mayores.

El medio en el cual los triplexes son formados puede ser cualquier medio
convencional conocido para preservar nucleétidos. Ver, por ejemplo, Sambroock et
al., “Clonacién Molecular: Un Manual de Laboratio, “Vol.2 (1988). Por ejemplo, el
medio liquido puede comprender nucledtidos, agua, amortiguadores Yy
concentraciones standard de sales. Cuando los cationes divalentes son usados
exclusivamente como promotores de la formacién de triplex, agentes quelantes como

EDTA o EGTA no deben ser incluidos en las mezclas de reaccion.
Los enlaces especlficos entre las bases complementarias ocurren bajo una gran
variedad de condiciones que tienen variaciones en temperatura, concentraciones

sales, fuerza electrostatica, y composicion de los amortiguadores.

Ejemplos de estas condiciones y métodos para aplicarlos son conocidas en el arte.
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A diferencia en los friplexes del tipo Hoogsteen, son inestables o inexistentes a
niveles de pH amiba de 7.8, los triplexes de Watson-Crick de la invancién son

estables en una gran variedad de niveles de pH, preferiblemente de pH hasta pH9.

Se prefiere que los triplexes sean formados a temperaturas de alrededor de 5°C a
25°C por una hora al menos. Tiempo de reaccidn mayores no son requeridos, pero
incubacién hasta por 24 horas en la mayoria de los casos no produjo efectos
adversos sobre los triplexes. Los tiempos més rédpidos de enlace de los triplexes de
Watson-Crick de 1a invencidn contrasta con los tiempo de enlace més largos de los

ensayos basados en triplexes de Hoogsteen.

A pesar de que no es requerido, es posible facilitar la fonrmacién de triplexes en
solucién al utilizar ciertos reactivos adicionalmente a los cationes. Los ejemplos
preferidos de estos reactivos incluyen proteinas enlazantes de una sola hebra como
la protelna RecA, la protelna T4 del gen 32, y la proteina de enlace de una sobre E.
coli, y proteinas de enlace de surcos mayor o menor de acido nucleico, viologen y
sustancias intercalantes como bromuro de etidio, actinomicina D, psoralen,
andangelicin. Dichos reactivos facilitadores pueden ser (tiles en condiciones de
operacién extrema, por ejemplo en niveles de pH nomales o temperaturas

extremadamente elevadas.

El ensayo inventivo puede ser usado para por ejemplo identificar regiones asequibles
en secuencias de nucledtidos doblados para determinar el nimero de pares de
bases mal complementadas en un complejo de hibridizacién y para el mapeo de

genomas.
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En este contexto los inventores puede hay veces sugerir que ios triplexes Watson-
Crick resultan de la hibridizacién de las sondas al objeto duplex. Mientras que los
fluoroforos que estén atados a las sondas producen emisiones fluorescentes extintas
luego de haber sido expuestas a los objetivos duplex que contienen una hebra de
base complementarias de Watson-Crick lo cual indica la ocurrencia de cierto tipo de
evento de enlace los inventores no estén seguros que lo que ocurre en el triplex
Watson-Crick sea mejor descrito como hibridizacién en el sentido tradicional

asociado con la formacién de duplex Watson-Crick.

Mientras que la formacidn de un triplex Watson-Crick puede ser hay veces referido
con un evento de hibridacién en este sentido esto es por pura conveniencia y no esta
intentando limitar el alcance de la invencién con respecto a cémo la formacién de un

triplex Watson-Crick puede ser mejor caracterizado.

Diferente a los cuadruplexes discutidos en los antecedentes arriba la estructura
multiplex preferida de la invencién contienen por [o menos cuatro hebras de acidos
nucleicos enlazados entre si de acuerdo a las reglas de enlace tradicionales de

Watson-Crick.

Como se usa en este contexto el término “enlace de Watson-Crick” busca definir la
asociacion especifica entre pares opuestos de hebras de &cidos nucleicos (y/o
acidos nucleicos analogos) via complementacion, de bases opuestas. Mientras que
la formacion de un cuadruplex de Watson-Crick puede hay veces en este contexto
ser referido como un evento de hibridizacién, esto es por pura conveniencia y no
busca limitar el alcance de la invencién con respecto a como la formacién de un

cuadruplex Watson-Crick puede ser caracterizado.
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Las estructuras multiplex de la invencién son preferidamente cuadruplex. Cada
hebra del multiplex independientemente comprende un acido nucleico o un andlogo
de &cido nucleico. Acidos nucleicos apropiados comprenden, por ejemplo, ADN o
ARN. Los analogos de &cido nucleicos preferidos contienen una columna sin carga
o parcialmente cargada (es decir, una columna que tiene una carga que no es tan

negativa como la columna de ADN nativa).

En ciertas incorporaciones, unc de la segunda o cuarta hebra de los cuadruplexes de
cuatro hebras comprende ADN y la otra de la segunda o cuarta hebra comprende

ARN, mARN, hnARN, rARN, tARN o rcADN.

En ciertas incorporaciones, la segunda hebra y la cuarta hebra son homoélogos
paralelos entre sl. En dichas incorporaciones un canal mayor de la primera y

segunda hebra es puesto en un canal de |a tercera y cuarta hebra.

En otras incorporaciones, la segunda y la cuarta hebra son paralelos
complementarios entre si. En dichas Incorporaciones las cuales poseen
“complementariedad de nido®, un canal mayor de la primera y segunda hebra es

puesto en un canal menor de la tercera y cuarta hebra.

En ciertas incorporaciones, cada nucleobase enlaza a no més de dos otras
nucleobases. En algunas de estas inqorporaciones. las bases de la segunda hebra
enlazan especlificamente (por medio de las reglas Watson-Crick) a las bases
complementarias de la primera hebra y a las bases complementarias de la cuarta
hebra, y las bases de la cuarta hebra enlazan especificamente (por medio de las
reglas Watson-Crick) a las bases complementarias de la tercera hebra y a las bases

complementarias de la segunda hebra, como, en donde las bases de la primera y
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tercera hebra enlazan a no més de una otra base cada una. Por lo tanto en adicion
a los pares de bases tradicionales de Watson-Crick, dichas incorporaciones incluyen
las siguientes tripletas de bases Watson-Crick: A-T-A. T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A,
U-A-U, G-C-G y/o C-G-C (incluyendo C+G-C, y/o cualquier otra especie de base

ionizada).

En ciertas incorporaciones como se cree que bases opuestas de la primera y la
tercera hebra también enlazan entre si, en adicién a: (a) el enlace entre bases
opuestas de la primera y segunda hebra; (b) en enlace entre bases opuestas de la
tercera y cuarta hebra; y (c) el enlace entre bases opuestas de la segunda cuarta y

hebra.

En ciertas incorporaciones de la estructura mltiplex de la invencion, ninguna hebra
os contigua con otra hebra. Esto es, hay por lo menos cuatro hebras separadas. A
pesar de que conformaciones dobladas y de las mismas (por ejemplo, torques de
pelo, etc.) se encuentran dentro del alcance de la invencién, porciones de dobladas
de una Unica hebra no hacen que la hebra cuente mas de una vez frente al minimo

de cuatro hebras separadas.

Las estructuras muiltiplex de la invencién preferiblemente no se basan en enlaces
Hoogsteen o cuartetos G-G para el mantenimiento de las estructuras mudltiplex, a
pesar de que cantidades insignificantes de enlaces Hoogsteen y/o cuartetos G-G
puedan estar presentes. Esto es, estructuras miltiplex de la invencion son
preferiblemente libres sustancialmente de enlaces Hoogsteen, y sustancialmente

libres de cuartetos G-G.
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En ciertas incorporaciones, la primera y la segunda hebra de mdltiplex son 5 a 50
bases de largas (més preferiblemente de 5 a 30 bases de largas) y la tercera y la
cuarta hebras son de 8 a 3.3X10° pares de bases de largas. Por ejemplo la primera
y la segunda hebra pueden constituir una sonda de doble hebra y la tercera y la
cuarta hebra pueden constituir un objetivo de doble hebra, tal como ADN genémico,

el cual puede contener un haplotipo.

En ciertas incorporaciones la tercera y la cuarta hebra son productos amplificados de

PCR.

Los multiplexes de la invencién pueden estar en presentes en solucién, en un
soporte sélido, in vitro o in vivo. El soporte sdlido eléctricamente conductivo (por
ejemplo, un electrodo) o no conductivo.
[
Formaciones de cuadruplex de acuerdo a la invencidn es apropiado para una
variedad de usos. Por ejemplo sondas de doble hebra enlazadas covalentemente a
un agente que parte acidos nucleicos de doble hebra pueden ser utilizados para
partir especificamente secuencias objetivo de acidos nucleicos de doble hebra.
Sondas de doble hebra que estin enlazadas covalentemente a un agente
quemoterapéutico pueden ser utilizados para especificamente tratar secuencias
objetivo de 4cidos nucleicos de doble hebra. Por lo tanto la invencién comprende
estructuras multiplex que ademéas comprenden un agente terapéutico, profilactico o
diagnéstico enlazado a por lo menos una de las primeras, segunda, tercera y cuarta

hebra.

Adicionalmente multiplexes de la invencién son apropiados para el uso en la

nanoingenierla, tal como para proveer un circuito eléctrico a nivel molecular (es decir,
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nanoescala). Mas detalles relacionados con nanoingenierfa con acidos nucleicos
puaden ser encontrados en la solicitud de patente U.S. No. 5,948,897 de Sen et al. y

por referencias citadas en el mismo.

La estructuras miltiplex de la invencién pueden proporcionadas por un método que
comprende: proveer un medio de hibridizaciébn que comprende la primera hebra, Ia
segunda hebra, la tercera hebra, la cuarta hebra, agua, un amortiguador y un
promotor; y la incubacién del medio de hibridizacién por un tiempo de incubacion

efectivo para hibridizar la segunda hebra a la cuarta hebra.

El medio de hibridizacién puede incluir cualquier medio conver;cional conocido que
sea apropiado para preservar nucledtidos. Ver, por ejemplo, Sambrook et al.,
*Molecular Cloning: A Lab. Manual,” Vol. 2 (1989). Por ejemplo, el medio puede
comprende nucleétidos, agua, amortiguadores y concentraciones de sal standard.
Cuando cationes divalentes son usados exclusivamente para promover formacién de
cuadruplex, queladores tal como EDTA o EGTA no deben en las mezclas de

reaccion.

Enlaces especificos entre bases complementarias ocurre bajo una gran variedad de
condiclones que tienen variaciones en temperaturas, concentraciones de sal, fuerza

electrostatica, y composicién amortiguadora.

Ejemplos de estas condiéiones y métodos para su aplicacién son conocidas en el

astado del arte.

Diferente a muchos multiplexes de tipo Hoogsteen, los cuales son inestables o no

existente a niveles de pH por encima de aproximadamente 7.6, los multiplexes de
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Watson-Crick de la presente invencién son estables sobre un amplio rango de

niveles de pH, preferiblemente de aproximadamente pH5 a aproximadamente pH9.

Ademés, los multiplexes inventivos o requieren la presencia de secuencias de
homopirimidina o secuencias de homopurinas, como si en ciertas anterioridades de
cuadruplexes. Por ejemplo, la secuencia objeto puede contener 25% a 75% de

bases de purina y 75% a 25% de bases de pirimidina en cualquier orden.

Se prefieren que los multiplexes sean formados a unas temperaturas de
aproximadamente 5°C a aproximadamente 25°C por aproximadamente 2 horas o
menos. El tiempo de incubacién es preferiblemente menor que 5 minutos, incluso a
temperatura am.biente. Reacciones de tismpo superiores no son requeridas, pero la
incubacién por mas de 24 horas en la mayoria de casos no afectd adversaments los
cuadruplexes. Los tiempos répidos de enlace de cuadruplexes de Watson-Crick de
la invencion contrastan con los tiempos mucho més largos de enlace para

cuadruplexes de Hoogsteen.

El promotor en el medio de hibridizacién es preferiblemente un agente intercalador o
un catién. El agente intercalador puede ser, por ejemplo, un fluoroforo, tal como un
miembro seleccionado del grupo que consiste de YOYO-1, TOTO-1, bromuro de

etidio, homodimero-1 de etidio, homodimero-2 de etidio, y acridina.

Cationes apropiados, incluyen por ejemplo cationes monovalentas, tal como Na+
(preferiblemente a una concentracién de 50 mM a 125 mM), K+, y otros iones de
metal alcali; cationes divalentes tal como iones de metal de tierra alcalina (por
ejemplo, Mg+2 y Ca+2) y iones de metal de transicién divalentes (por ejempilo, Mn+2,

Ni+2, Cd+2, Co+2 y Zn; y cationes que tienen una carga positiva de por lo menos 3

0
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tal como Co < RTI (NH3) 6+3, esperimidina trivalente y espermina tetravalente.
Mn+2 es preferiblemente proporcionado a una concentracién de 10 mM a 45 mM.
Mg+2 es preferiblemente proporcionado a una concentracién de 10 mM a 45 mM.
Ni+2 es preferiblemente proporcionado a una concentracion de aproximadamente
20 mM. En incorporaciones, Mg+2 y Mn+2 son proporcionados en combinaciéon a
una concentracion de 10 mM cada uno, 15 mM cada uno, 20 mM cada uno, 25 mM
cada uno, 30 mM cada uno, 35 mM cada uno, o 40 mM cada uno (es decir, 10-

40 mM cada uno).

La cantidad de catién adicionado al medio en el cual se forma el maitiplex depende
de un numero de factores, incluyendo la naturaleza del catidn, la concentracién de la
sonda, la concentracion cie objetivo, la presencia de cationes adicionales y el
contenido de base de la sonda y 6bjetivo. Las concentraciones y mezclas de cation

preferidas pueden ser descubiertos experimentalmente mediante rutina.

A pesar de no ser requerido, otros promotores incluyen, por ejemplo., proteinas de
ligaciébn de hebra simple tal como protelna RecA, proteina 32 del genT4, protelna de
ligacién de hebra simple de E. coli, protelna de ligacién de canal mayor 0 menor de
acidos nucleicos, viologen y sustancias intercalantes adicionales tal como
actinomicina D, psoralen, y angelicina. Dichos reagentes facilitantes pueden
probarse Utiles bajo condiciones de operacién extremas, por ejemplo bajo de niveles

pH anormales o temperaturas altas extremas.

La invencién también habilita un método en el cual hibridizacibn de una hebra
segunda a una hebra cuarta inactiva una actividad asociada con por lo menos una
de las hebras terceras y de la cuarta hebra. Por lo tanto por lo menos 1 de las

primeras hebras y la segunda hebra ademéas comprende un agente farmacéutico, en

(il
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donde hibrizacion de la segunda hebra a la cuarta hebra pone al agente
farmacéutico en una distancia efectiva del objeto sobre la tercera hebra, la cuarta
hebra o sobre cualquier molécula asociada con por lo menos una la tercera hebra o
la cuarta hebra. El agente farmacéutico es preferiblemente un miembro
seleccionado del grupo que consiste de &cidos nucleicos disefiados para ligar
secuencias de promotores de genes de relevancia clinica, acidos nucleicos
disefados para ligar genes de relevancia clinica, o écidos nucleicos disefiados para

ligar sitios de origen de replicacién de patégenos.

En incorporaciones, la invencién proporciona un método répido, sensible, amigable
al medio ambiente, y seguro para experimentar la ligacién entre un objetivo de hebra
simple o hebra doble y una sonda de hebra doble, en donde el objetivo comprende
una secuencia de &cido nucleicos y una secuencia anédloga de écidos nucleico y la
sonda comprende una secuencia de acido nucleico o una secuencia analoga de

Acido nucleico.

El experimento inventivo puede ser utilizado para, por ejemplo, identificar regiones
asequibles en secuencias de nucleétidos dobladas, para determinar el nimero de
pares de bases mal complementadas en un complejo de hibridizacién, y para

mapear genomas.

La invencidbn no solamente detecta la presencia de ligacibn de sonda-objetivo
espacifico, pero también provee informacidn cualitativa y cuantitativa con relacién al
origen de interaccién entre la sonda y el objetivo. Por lo tanto la invenclén posibilita
al practicante distinguir entre una complementacién perfecta, una mala
complementacién de un par de base, una mala complementacion de dos pares de

bases, una mala complementacién de tres pares de bases, una sliminacién de un
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par de bases, una eliminacion de dos pares de bases y una eliminacién de tres pares
de bases que surgen entre una secuencia en la sonda de doble hebra y una

secuencia en el objetivo de doble hebra.

Incorporaciones de la invencién comprende calibrar la sefial medidas (por ejemplo,
fluorescencias, quemiluminiscencias, electroquemiluminiscencia o propiedades
eléctricas) para una primera mezcla sonda-objetivo frente al mismo tipo de sefial
exhibidos por otras sondas combinadas con el mismo objetivo, en donde cada una

de las sondas difiere de la primera sonda en por lo menos una base.

Una curva de calibracién puede ser generada, en donde la magnitud de la sefial
medida (por ejemplo, intensidad fluorescente) es una funcién de la afinidad de

ligacién entre el objetivo y la sonda.

Como la afinidad de ligaciéon entre el objetivo y una pluralidad de diferentes sondas
varla con el nimero de bases mal complementadas, la naturaleza de la mala
complementacién (es) (A-G vs. T-G vs. T-C, etc.), la localizacién de la mala
complementacion (es) dentro del cuadruplex, etc., el experimento de la invencién

puede ser utilizado para secuenciar el objetivo.

En incorporaciones, la sefial medida puede ser la intensidad de mision fluorescente

de un fluoroforo incluido en la muestra en prueba.

En dichas incorporaciones, la afinidad de ligacién entre la sonda y el objetivo puede
ser directa o inversamente correlacionada con la intensidad de emision,
dependiendo si el fluoroforo sefiala la hibridizacién mediante la sefial de extincién o

sefial de amplificacién.
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Bajo condiciones seleccionadas, la intensidad de emision fluorescente generada por
agentes intercalantes puede directamente comrelacionada con la afinidad de ligacion
sonda-objetivo, mientras que la intensidad de emisién de incorporaciones preferidas
que emplean un fluoroforo no intercalado que estd covalentemente enlazado a la
sonda puede ser inversamente cormrelacionados con la afinidad de ligacién sonda-
objetivo. La intensidad de emisién fluorescente decrece para fiuoroforos no
intercalados en la medida que la complementacién entre la sonda y el objetivo
incrementa, preferiblemente sobre un rango inclusive de 0 2 mal
complementaciones y/o eliminaciones, mas preferentemente sobre un rango

inclusive 0 a 3 mal complementaciones y/o eliminaciones.

La invencién posibilita la cuantificacién de afinidad de ligacién entre sonda y objetivo.
Este tipo de informacién puede ser valiosa para una variedad de usos, incluidos el

disefio de drogas anti sentido con caracteristicas de ligacién optimizadas.

El experimento de la invencién es prefarentemente homogéneo. El experimento
puede ser conducido sin separar el complejo sonda-objetivo de la sonda libre y el
objetivo libre antes de detectar la magnitud de la sefial medida. El experimento no
requiere un paso de separacion por gel, de este modo pemmitiendo un gran
incremento en el material de prueba procesado. Los andlisis cuantitativos son
simples y precisos. En consecuencia los experimentos de ligacién ahorran mucho
tiempo y gastos, y pueden ser facilmente automatizados. Ademaés, permite que
variables de ligacion tales como amortiguador, pH, concentracién ifnica,
temperatura, tiempo de incubacién, concentraciones relativas de secuencias de

sonda y objetivo, concentracion de intercalante, longitud de secuencia de objetivo,
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longitud de secuencia de sonda, y requerimiento de posibles co-factores (es decir,

promotor) sean rdpidamente determinados.

El experimento puede ser conducido en por ejemplo una solucion dentro de un pozo

0 micro canal, o una superficie impermeable o sobre un biochip.

En ciertas incorporaciones la tercera y cuarta hebra son provistas el medio de
hibridacién antes de la primera y segunda hebra, y la primera y segunda hebras son
provistas en forma de hidratada antes de rehidratacién por contacto con el medio de

hibridizacion.

Adicionalmente, el experimento inventivo es preferiblemente conducido sin proveer

un agente de extincién de sefial sobre el objetivo o sobre la sonda.

A pesar de que los inventores hablan revelado anteriormente las ventajas de
ensayos de intensidad fluorescente para hibridizacién (ver, por ejemplo solicitud de
patente U.S. No. 09/224 505, presentada en diciembre 31 de 1998), ciertas
incorporaciones experimento inventivo especificamente detectan cuadruplexes de
las sondas sobre el objetivo de doble hebra, por lo tanto obviando la necesidad de
desnaturar el objetivo. Es sorprendente que los inventores hayan sido capaces de
especificamente ensayar cuadruplexes formados entre sondas de doble hebra y
objetivos de doble hebra, en donde la interaccién entre sondas y objetivos esta
basada apareamiento de base Watson-Crick (por lo menos en el sentido de A
ligando a T (o U en el caso de ARN) y G ligando a C, en vez del muy limitado modelo

de Hoogsteen de hibridizacion de cuadruplex de, por ejemplo, Pitner et al., supra.
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Formas apropiada para utilizar el experimento inventivo incluyen, por aejemplo,
ADNds, ARNds, ADN: hibridos de ADN, APNds, APN: hibridos de ADN y otros
acidos nucleicos andlogos de doble hebra que tienen columnas sin carga o
parciaimente cargadas. Secuencias de sondas que tienen una longitud de 8 a 20
bases son preferidas dado que este es el rango dentro del cual la secuencia ADN
mas pequefia Gnica de procariotes y eucariotes es encontrada. Sondas de 12 a 18
bases son particularmente preferidas dado que esta es la longitud de las secuencias
mas pequefias Gnicas en el genoma humano. En incorporaciones, sondas de 5 a 30
bases son mas preferidas. Sin embargo una pluralidad de sondas mas cortas
pueden ser utilizadas para detectar secuencias de nucledtidos que tienen una
pluralidad de secuencias de objetivos no (inicas dentro de esto, lo cual combina a
identificar inicamente las secuencias de nucleétidos. La longitud de la sonda puede
ser solucionada para complementar la longitud del objetivo. La presente invencion
no requiere el uso de sondas radioactivas, las cuales son peligrosas, tediosas, y

consumidoras de tiempo en su uso, y requieren de ser constantemente regeneradas.

Las sondas de la invencién son prefariblemente seguras de usar y estables por afios.
De acuerdo con esto, las sondas pueden ser hechas u ordenadas en grandes

cantidades y aimacenadas.

En incorporaciones la sonda es marcada con un complejo de sefializacién de multi
molécula o un par redox, o con una marca que genera quemiluminiscencia o

propiedades electroquemiluminiscentes.

Cuando intercalador fluorescente no est4 presente en el medio de hibridizacién, este
preferido que la sonda o el objetivo (preferiblemente la sonda) tenga un marcaje

fluorescente covalentemente enlazado a este mismo. El marcaje es
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preferentemente un fluoroforo no intercalado un fluoroforo intercalado. En dichas

incorporaciones el fluoroforo es preferiblemente enlazado a una sonda a ambos

extremos.

Los marcadores preferidos de fluorescencia incluyen biotina, rodamina, acridina y
fluoresceina, y otros marcadores que fluorescen cuando son irradiados con energla

excitadora.

La longitud de onda excita es seleccionada (por experimentacién de rutina y/o
conocimiento convencional) para comasponder a este maximo de excitacion por los
fluoroforos que son utilizados, y es preferiblemente de 200 a 1000 nm. Los
fluoroforos son preferiblemente seleccionados para que tengan una longitud de onda
de emisién de 200 a 1000 nm. En incorporaciones preferidas, un laser de ion argén
es utilizado para irradiar el fluoroforo con luz que tiene una longitud de onda en un
rango de 400 a 540 nm, y emisién de fluorescencia es detectada en un rango de 500

a 750 nm.

El experimento de la invencion puede ser llevado a cabo sobre una gran variedad de
temperaturas, tales como, por ejemplo, de 5 a 85°C. Ciertos experimentos del
estado del arte requieren temperaturas elevadas, adicionando costos y demoras al
experimento. Por otra parte la invencién puede ser conducida a temperatura

ambiente o por debajo (por ejemplo, a una temperatura por debajo de 25°C).

La confiabilidad de la invencién es independiente del contenido guanina y citocina en
dicho objetivo. Dado que pares de bases G-C forman tres enlaces de hidrdgeno,

mientras que pares de bases A-T forman solo dos enlaces de hidrégeno, secuencias
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de objetivo y sondas con un contenido mayor que G o C son mas estables, por tener

temperaturas de fusién mas altas.

En consecuencia, malas complementaciones de pares de bases que incrementan el
contenido de GC de la sonda hibridizada y regién objetivo que presentes en hibridos
perfectamente complementados pueden compensar la debilidad de ligacién

asociados con una sonda mal complementada.

El experimento inventivo es extremamente sensible por lo tanto obviando la

necesidad de conducir amplificaciones PCR del objetivo.

Por ejemplo, es posible experimentar una muestra de prueba que tiene un volumen
de aproximadamente 20 microlitros, lo cual contiene aproximadamente 10

fentomoles de objetivo y aproximadamente 10 fentomoles de sonda.

Incorporaciones de la invencién son suficientemente sensibles para experimentar
objetivos a una concentracion de 5X1 0™, preferiblemente a una concentracion de
no mas de 5X10™' M. Incorporaciones de la invencién son suficientemente sensibles
para utilizar sondas a una concentracién de 5X10°M, preferiblemente a una
concentracién de no mas que 5X10"' M. Esto sin decir que los valores dados no

buscan sugerir que el método no puede detectar concentraciones mayores.

La relacién de sonda (por ejemplo, primeras y segunda hebras) al objetivo (por
ejemplo tercera y cuarta hebra) es 30: 1 a 1:1, preferiblemente aproximadamente

10:1.
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Los ejemplos van a mostrar YOYO-1, un conocido intercalador que habita el canal
menor del diplex ADN, pueds facilitar y la asoclacién de sefial de triplex o ligacién
de un oligo ADN con objetivo diplex, lo cual es indicativo de un grado de
complementariedad, acertado con base en el reconocimiento de pares de base de
Watson-Crick entre base en el oligo y las bases de la secuencia complementaria en

objetivo diiplex.

La ligacién de triplex observada no puede ser una versién de el motivo de triplex de
homopirimidina, bien caracterizado en la literatura, dado el requerimiento de
complejos por altas condiciones acidas. Similarmente si nuestro tipico tipo nativo de
33% de contenido de GC oligo 15 fue evaluado como un compafiero de ligacion a la
“la hebra rica en purina® en el objetivo diplex como es el requerimiento del motivo de
triplex de homopurina, nuestro oligo podrfa estar mal complementado por 9 bases ya
sea en la sacuencia de oligo o el sitio de ligacién putativo en la hebra rica en purina

del objetivo daplex.

El intercalador YOYO-1 ha sido reportado por Johansen y Jacobsen (1988) como
que habita el canal menor del diplex de ADN basado en estudios de espectroscopia
NMR. También se reporta que YOYO-1 actud para decondensar locaimente
conformacion B del diplex ADN por 106 resultando en una repeticion general helical
de 13 pares de bases en vez de 10 pares de bases usualmente encontrados en una

conformacion de repeticién helical B.

Como un fluoroforo, emisiones de YOYO-lls fue grandemente mejorada por la vision
de un oligo complementario al medio que tiene el objetivo duplex. La emision
mejorada asociada con la interaccion del oligo y el daplex puede ser acreditado ya

sea YOYO-1 que esta presente en el diplex de canal menor y que emite luz més
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energéticamente luego del contacto con el oligo con el daplex o el YOYO-1
encontrando un segundo lugar hospitalario para localizarse en el canal creado por el
oligo y 1a hebra complementaria en el diplex cuando las respetivas bases del mismo
contactan una a otra. También es posible que ambos eventos estén ocurriendo.
estudios adicionales, tal como cristalografia de rayos-X y espectroscopia NMR van a
establecer las posibles localizaciones e interacciones de YOYO-1 con el Triplex

Natural.

Johansen y Jacobsen (1998) concluyeron que la decondensacion del ddplex ADN
por 106 es causado por la disintercalacion de YOYO-1 cromoforo mientras que la

cadena de unién de amina de polipropileno permanece en el canal menor del duplex.

Este puede ser parte del mecanismo mediante el cual el objetivo es decondensado
106, una relajacién la cual va a ser expresada del sitio de la interaccién de YOYO-1
en ambas direcciones. También puede ser posible que la naturaleza catidnica +4 de
YOYO-1 localizada en el canal menor entre la columna del diplex resulta en la
relajacién de la repulsién entre la carga anidnica del fosfato en la inmediata vacindad
de YOYO-1 sitio de ligacidn, causando las hebras de la columna moverse mas cerca
una de la otra en la vecindad de YOYO-1. Si un segundo YOYO-1 se localiza asl
mismo cerca de un YOYO-1 presente en el diplex del canal menor, por medio de
habitar el canal creado por el oligo y la hebra complementaria cuando se contactan
una a ofra en el canal menor, que YOYO-1 también podria actuar reduciendo la
repulsion anidnica entre la columna oIi_go y la regidon de secuencia complementaria

de la columna.

También obs_arvamos que reactivos que condensan el ADN daplex tienen la

habilidad de facilitar la formacién de triplex. Adicionalmente a la bien conocida
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habilidad de cationes monovalentes, divalentes, y multivalentes para condensar ADN
daplex, nuestros resuitados sugieren que cationes forman puentes que hacen
posible el enlace entre bases en el oligo y bases en la hebra complementaria de
daplex. Nosotros mostramos esto en primer lugar formando triplexes facilitados por
cationes y luego destruyendo las estructuras de puente. El resultado de continuo
laceamiento del medio en el cual los cationes y triplex estaban presentes fue la

rapida desaparicion de todas las estructuras triplex.

Nuestra experiencia con triplexes facilitados por YOYO-1 es que estos son de una
vez formados a temperatura ambiente y persisten por muchas horas cuando son
formados. Sobre el tiempo oligos mal complementados continGan' el mismo nivel
bajo de emisiones de fluoroforo lo cual el mismo nivel de formacion triplex. Por otro
lado los cationes aparecen resultar en condiciones transitorlas los cuales son
conductivos a formaciones de triplex o cuadruplex. Los cationes incluyeron
intercaladores tales como YOYO-1, cationes de centro metal tal como MgC121 o
péptidos catidnicos tales como espermidina, de los cuales todos actian sobre la
conformacién mediante interaccién con cargas aniénicas para resultar de la
moadificacién de la conformacién del objetivo de ADN ddplex. Los resultado variaron
con especies de cationes, concentracion o la presencia de varias especias a varias

concentraciones.

Nosotros hemos mostrado que concentraciones apropiadas de solventes orgénicos
permiten la modificacién del objetivo diplex de ADN, lo cual permite la ocurrencia de

triplexes.

La naturaleza transitoria de muchas formaciones de triplex y cuadruplex es

congruente con el requerimiento del organismo que muchos procesos que envuelven
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el acceso a informacién de secuencias de diplex ADN pueda ser facilmente
reversible, esto es activado y terminado. Sin embargo, dichas formaciones son
suficientemente estables para diagnosticar y otros experimentos pueden basarse en

ellos.

Por lo tanto hemos descubierto que la condensacién o decondensacién del daplex
ADN por cualquier medio lo que hace posible el reconocimiento el oligo y la
secuencia complementaria suficiente para alcanzar un contacto de por lo menos una
base sobre el oligo con una base de la hebra complementaria del objeto dliplex. Hay
probablemente un nimero de puntos de partida de la posicion usualmente
encontradas por pares de bases adyacentes en una secuencia cuando el tamafio de
la repeticion helical es modificado con condensacion o decondensacién. Este
realineamiento de pares de bases apiladas en la hélice modificada muy
probablemente permita un cambio suficiente en o6rbitas de electrones de ese
presente dentro del apilamiento de base de una doble hélice inmodificable para

permitir enlace de una tercera hebra a la hebra complementaria para comenzar.

Modificacién de diplex ya sea condensacion o decondensacién puede ocurrir mas
bien de manera homogénea con todas las cargas anidnicas en el ADNds y la
vacindad afecta a generaimente el mismo tiempo o la modificacion puede ser
localizada. En el Gltimo caso una serie de modificaciones grandemente variables va
a ocurrir en los pares de bases ADN y columnas progresivaments distantes del locus
de modificacién. En ambos casos las condiciones pueden ser creadas para permitir
un evento de enlace entre una base sobre el oligo y una base en la hebra

complementaria del diplex para generar apareamiento de triplex.
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Una vez tal enlace ha sido iniciado se puede entender como las dos secuencias
flanqueantes de base sobre el oligo puede ser lanzadas en posicion para enlazar las

bases de las secuencias franqueantes de la hebra complementaria del diplex.

Mientras que nuestros experimentos muestran gran estabilidad en los triplexes
facilitados por YOYO-1, muchos otros reactivos tienen efectos sobre la conformacién
del diplex ADN lo cual resulta la Triplexes Natural siendo formados transientemente.
Estas estructuras de triple héiice contintian su proceso en conforrnaciones [as cuales
son menos favorables para mantenimiento de triplex, resultando en la pérdida de

estructura de triplex.

Cualquier agente capaz de actuar para modificar la conformacién de objetivo ADNds -
tiene que ser monitoreado por sus efectos sobre el tiempo para establecer
concentraciones y tiempos de incubacion apropiados en las condiciones de
temperatura, pH, etc., seleccionados. Esta aplicacién ensefia muchos métodos de
evaluacion para dichos reactivos los cuales pueden ser utilizados o modificados por

las personas versadas en la materia para practicar lo que se ensefia aqul.

La invencién va a ser ilustrada con méas detalle con referencla a los ejemplos que
siguen, pero se debe entender que la presente invencidn no esta determinada a ser

limitada de esta manera.
EJEMPLOS
La invenciébn va a ser ilustrada en méas detalle con referencia a los siguientes

ejemplos, pero no se debe entender que la presente invencidn no estd determinada

a ser limitada de esta manera.
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EJemplo 1

El ejemplo 1 demuestra que el experimento de la invencién puede discriminar entre
complementariedad perfecta complejos de ADNds: ADNss y complejos de ADNds:
ADNSss que contienen 1bp, 2 bp y 3 bp malas complementaciones o eliminaciones
cuando un intercalador catiénico de ADN, YOYO-1 (Sondas Molaculares, Eugene,
OR, USA), estd presente. Anilisis espectroscépicos de NMR del mecanismo de
interacciéon entre YOYO-1 y ADNds han mostrado que la intercalacion YOYO-1
resulta en la decondensacion localizada de hélices de ADNds por 106 generando
una repeticién helical general de 13 pares de bases a |0 opuesto a lo normal de 10
pares de bases de repeticién helical en conformaciones de ADNds B no

condensadas [J. Biomolec. Struct. and Dynamics 16, 205-222 (1998)).

Secuencias objetivas de ADNss de 50-mero con sentido y anti sentido
complementario, derivadas de el exon 10 del gen fibrosis clstica humana [Nature
380, 207 (1996)] fueron sintetizadas en sintetizador de ADN (Expedite 89089,
PerSeptiveBiosystems) y purificado por HPLC.

Cantidades equimolares de oligonucleétidos complementarios fueron calentados a
95°C por 10 minutos y permitidos anillar gradualmente a una temperatura enfriada
de 21°C sobre 1.5 horas. Los oligonucledtidos da ADNds fueron disueltos en HzOdd

a una concentracion de 1 pmole/l.

La secuencia para la hebra sentido del objetivo de ADN del tipo nativo (SEQ ID
NO:1) fue: 5'-TGG CAC CAT TAA AGA AAA TAT CAT CTT TGG TGT TTC CTA
TGA TGA ATATA-3
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Secuencias para la hebra anti sentido para el objetivo de ADN del tipo nativo (SEQ
ID NO: 1) fue: 5'- TAT ATT CAT CAT AGG AAA CAC CAAAGA TGA TAT TTT CTT
TAA TGG TGCCA-3’

SEQ ID NO: 2 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntico al
objetivo de ADN tipo nativo de (SEQ ID NO: 1) excepto por una mutacién de un par
de base (subrayado) en la posiciéon de aminoacidos 507 en la cual la secuencia de la

hebra sentido de tipo nativo CAT fue cambiada por CGT.

Secuencia para la hebra sentido de SEQ ID NO:2 fue: 5-TGG CAC CAT TAA AGA
AAA TAT CGT CTT TGG TGT TTC CTA TGA TGA ATATA-3

Secuencia para la hebra anti sentido de SEQ ID NO: 2 fue: 5-TAT ATT CAT CAT
AGG AAA CAC CAA AGA CGA TAT TTT CTT TAATGG TGCCA-3'

SEQ ID NO: 3 fue una secuehcia el objetivo de ADNdn de ese mutante de 50-mero
idéniioo al objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO: 1) excepto por una mutacién
de dos pares de bases consecutivas (subrayado) en la posicion de aminoacidos 506
y 507 en la cual la secuencia de hebra sentido de tipo nativo CAT fue cambiado por

ACT.

Secuencia para la hebra sentido de SEQ ID NO: 3 fue: 5'-TGG CAC CAT TAA AGA
AAA TAT ACT CTT TGG TGT TTC CTA TGA TGA ATA TA-J

La secuencia para la hebra anti sentido de SEQ ID NO:3 fue: 5-TAT ATT CAT CAT
AGG AAA CAC CAA AGA GTA TAT TTT CTT TAA TGG TGCCA-3'

SEQ 1D NO:4 fue una sencuencia de objetivo de ADNds de mutante de 50-mero
idéntico al objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO: 1) excepto por una mutacion

de tres pares de bases consecutivas (subrayada) en las posiciones de aminoacidos
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506 y 507 en las cuales la secuencia de hebra de sentido de tipo nativo CAT fue
cambiada ACG.

Secuencia para la hebra sentido de SEQ ID NO: 4 fue: 5'-TGG CAC CAT TAA AGA
AAA TAT ACG CTT TGG TGT TTC CTA TGA ATATA-3'

Secuencia para la hebra antisentido de SEQ ID NO: 4 fue: 5-TAT ATT CAT CAT
AGG AAA CAC CAAAGC GTATAT TTT CTT TAA TGG TGCCA-3’

SEQ ID NO: 5 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 47-mero idéntica al
objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NQ: 1) excepto por una eliminacion de tres
pares de bases consecutivas (indicado por tres puntos) en las posiciones de amino
acidos 507 y 508 en la cual la secuencia de hebra de sentido de tipo nativo CTT es

eliminada.

Secuencia para la hebra sentido de SEQ ID NO:5 fue: 5-TGG CAC CAT TAA AGA
AAA TAT CAT... TGG TGT TTC CTA TGA TGA ATA TA-3'

Secuencia para la hebra anti sentido de SEQ ID NO:5 fue: 5-TAT ATT CAT CAT
AGG AAACAC CA... ATGATAT TTT CTT TAA TGG TGCCA-3’

Sonda No. 1 fue una sonda ADNss de 15-mero diseflada para concretamente
complementar a un segmento de nucledtidos de 15 de una hebra de sentido de el
objetivo de ADN de tipo nativo de 50-mero (SEQ ID NO: 1), que superpone las
posiciones de amino 4cidos 505 a 510 [Nature 380, 207(1996)]. La quiralidad de la
sonda fue opuesta o antiparalela a la hebra de sentido en el objetivo. La sonda
No. 1 fue sintetizada en un sintetizador ADN, purificad por HPLC, y disuelta en

H20dd a una concentracion de 1 pmole/1.



Secuencia para la sonda No. 1 fue: 5'-CAC CAA AGA TGATAT-3'

La mezcla de reaccidn de hibridizacién (120 yl) contiene lo siguiente: 6 pr.noles de
objetivo de ADNds, 6 pmoles de sonda de ADNss, 0.5 X TBE y 500 nM de
intercalador de ADN YOYO-1 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). La mezcla de
reaccién fue incubada a temperatura ambiente (21°C) por 5 minutos, puesta en una
cubeta de cuarzo, iradiada con un rayo de laser de i6n argén que tiene una longitud
de onda de 488 nm y monitoreada repetidamente por emisiones de fluorescencia a
medida que a temperatura incrementa con el tiempo, y en una camara calentada.
Medidas de temperatura concurrentes de las muestras fueron alcanzadas por una
sonda de temperaturas controlada por un software colocada directamente en cada
muestra. Intensidad de fluorescencia maximas fueron graficadas como una funcion

de temperatura para cada muestra analizada.

La Figura 1 ilustra que la intensidad fluorescente mayor fue alcanzada cuando la
secuencia objetiva de ADNds no denaturada de 50-mero de tipo nativo (SEQ ID
NO:1) fue reaccionada con la sonda de ADNss de 15-mero No. 1 de 30°C a 85°C. A
temperaturas por debajo de 85°C la Tm de ADNds, de tipo nativo de 50-mero,
complejos ADNds, ADNss fueron formados, mejorados por intercalador YOYO-1 de
ADN. A medida que la temperatura incrementa sobre 65°C, el complejo de ADNds,
ADNss convertidos a complejos de ADNss: ADNss. Claramente el YOYO-1 fue

capaz de intercalar y eficientemente florecer en ambos tipos de complejos.

En contraste sondas complementarias incompletas de combinaciones de objetivo
que generan una mala complementacién 1 bp (SEQ ID NO: 2 + Sonda No. 1), una
mala complementacién de 2 bp consecutivas (SEQ ID NO: 3+ Sonda No. 1), una
mala complementacion de 3 bp consecutivas (SEQ ID NO: 4 + Sonda No. 1) y una
eliminacion de 3bp (SEQ ID NO: 5 + Sonda No. 1) resulta en intensidad de

\&¥F
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fluorescencias que fueron 57%, 94%, 97% y 98% por debajo a 30°C, y 47%, 79%,
92%, y 91% por debajo a 65°C respectivamente, que lo observado con la secuencia
de complementacién perfecta (Figura 1). Muestras del control que comprenden
objetivos de ADNds de 50-meros plus 500 nM YOYO-1 exhibieron niveles de
fluorescencia los cuales fueron a ¢ por debajo del nivel de fluorescencia observado
con complejos de mala complementacién de 3 bp a 30°C (datos no mostrados ). El
nivel de fluorescencia emitido por la sonda de ADNss No. 1 plus 500 nM demuestra
YOYO-1 fue idéntico a lo emitido por YOYO-1 solamente (datos no mostrados). A
medida que |la temperatura incrementa sobre 65°C el grado de discriminacién entre
complementacién perfecta y la mala complementacion de pares de base decrecid,
indicativo de un rompimiento gradual de la estructura de ADNds: ADNss. Por 85°C,
la intensidad fluorescente alcanzada por una mala complementacién de 1 bp, o la
mala complementacién de 2bp una mala complementacién de 3 bp y una
eliminacién de 3 bp fue 40%, 63%, 92% y 83% por debajo de lo obtenido por la

complementacién perfecta (Figura 1).

A una temperatura dada, el nivel caracteristico de fluorescencia emitida por cada

complejo fue monitoreada sobre el tiempo entre 5 minutos y 24 horas.

La presencia del agente de condensador de ADN, YOYO-1, permiti®6 una sonda
ADNss ser utilizada para diferenciar entre complementariedad perfecta de complejos
de ADNds: ADNss y aquellas que contienen 1bp, 2bp o 3 bp malas
complementaciones o eliminaciones, sin el requerimiento de previamente denaturar

los objetivos de ADNds.
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EjJemplo 2

Para asegurar que el ensayo de intensidad fluorescente utilizando un agente de
condensador de ADN, sondas de ADNss y objetivos de ADNds no denaturadas,
pudieran aplicar a sondas y objetivos de ADN que poseen gramaticalmente
diferentes contenidos de porcentaje de GC (y potencialmente diferentes
temperaturas de anillaje), nuevas sondad de ADNss de 15-mero y secuencias de
objetivo de ADNds de 50-mero fueron sintetizadas, purificadas y anilladas como
anteriormente. Ambas sondas de ADNss y objetivos ADNds fueron disueltas H20dd

a una concentracién de 1 pmole/1.

SEQ ID NO: 6 fue una secuencia de objetivo ADNds de 50-mero modificada de
SEQ ID NO: 1, en donde el contenido de porcentaje de GC fue cambiado de 30% a
52%.

Secuencias para hebra sentido de objetivos de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO: 8)
fue: 5'-GAG CAC CAT GAC AGA CAC TGT CAT CTC TGG TGT GTC CTA CGA
TGA CTCTG-3

La secuencia para hebra anti sentido del objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO:
6) fue: 5'-CAG AGT CAT CGT AGG ACA CAC CAG AGA TGA CAG TGT CTG TCA
TGG TGCTC-3'

SEQ ID NO: 7 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica
SEQ ID NO: 6, excepto por una mutacién de una parte base (subrayado) en la cual

la secuencia de hebra de sentido CTC fue cambiada por CTT.

Secuencias para hebra sentido del mutante (SEQ ID NO: 7) fue: 5-GAG CAC CAT
GAC AGA CAC TGT CAT CTT TGG TGT GTC CTA CGA TGA CTCTG-3'
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La secuencia para hebra anti sentido de mutante (SEQ ID NO: 7) fue: 5-CAG AGT
CAT CGT AGG ACA CAC CAA AGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGCTC-3'

SEQ ID NO: 8 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica
SEQ ID NO: 6, excepto por una mutacion de una parte base (subrayado) en la cual

la secuencia de hebra de sentido CAT fue cambiada por CGT.

Secuencias para hebra sentido del mutante (SEQ ID NO: 8) fue: 5'-GAG CAC CAT
GAC AGA CAC TGT CGT CTC TGG TGT GTC CTA CGA TGA CTCTG-3'

La secuencia para hebra anti sentido de mutante (SEQ ID NO: 8) fue: 5-CAG AGT
CAT CGT AGG ACA CAC CAG AGA CGA CAG TGT CTG TCA TGG TGCTC-3’
SEQ ID NO: 9 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica
SEQ ID NO: 6, excepto por una mutacién de una parte base (subrayado) en la cual

la secuencia de hebra de sentido CAT fue cambiada por CTT.

Secuencias para hebra sentido del mutante (SEQ ID NO: 9) fue: 5'-GAG CAC CAT
GAC AGA CAC TGT CTT CTC TGG TGT GTC CTA CGA TGA CTCTG-3'

La secuencia para hebra anti sentido de mutante (SEQ ID NO: 9) fue: 5-CAG AGT
CAT CGT AGG ACA CAC CAG AGA AGA CAG TGT CTG TCA TGG TGCTC-3'
SEQ ID NO: 10 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica
SEQ ID NO: 6, excepto por una mutacién de una parte base (subrayado) en la cual

la secuencia de hebra de sentido CTC fue cambiada por CCC.

Secuencias para hebra sentido del mutante (SEQ ID NO: 10) fue: -53-5'-GAG CAC
CAT GAC AGA CAC TGT CAT CCC TGG TGT GTC CTA CGA TGA CTCTG-3'

La secuencia para hebra anti sentido de mutante (SEQ ID NO: 10) fue: 5-CAG AGT
CAT CGT AGG ACA CAC CAG GGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGCTC-3'
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SEQ ID NO: 11 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica
SEQ ID NO: 6, excepto por una mutacién de una parte base (subrayado) en la cual

la secuencia de hebra de sentido CTC fue cambiada por CGC.

Secuencias para hebra sentido del mutante (SEQ ID NO: 11) fue: 5'-GAG CAC CAT
GAC AGA CAC TGT CAT CGTC TGG TGT GTC CTA CGA TGA CTCTG-3'

La secuencia para hebra anti sentido de mutante (SEQ ID NO: 11) fue: 5'-CAG AGT
CAT CGT AGG ACA CAC CAG CGA TGA CAG TGT CTG TCA TGG TGC TC-3".
SEQ ID NO : 12 fue una secuencia abjetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica
a SEQ ID NO: 6, excepto por una mutacion dos pares de base consecutiva
(subrayada), en la cual la secuencia de hebra de sentido CAT fue cambiada por

ACT.

Secuencia para hebra de sentido de mutante SEQ ID NO:12 fue: 5'- GAG CAC CAT
GAC AGA CAC TGT ACT CTC TGG TGT GTC CTA CGA TGA CTC TG-3'.

Secuencia para la hebra antisentido de mutante SEQ ID NO:12 fue: 5'- CAG AGT
CAT CGT AGG ACA CAC CAG AGAGTACAG TGT CTG TCATGG TGC TC3'.

SEQ ID NO:13 fue una secuencia objetivo de ADNds de 50-mero modificada de SEQ
ID NO:1, en donde el porcentaje de contenido de GC fue cambiado de 30% a 72%.

Secuencia para hebras sentido de objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO:13)
fue: 5'- GAG CAC CCT CCC AGG CAC GGT CGT CCC TGG TGC GAC GTC CGA
CGA GCG TG-3'.
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Secuencia para hebras antisentido del objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO:
13) fue :5- CAC GCT CGT CGG AGG TCG CACCAG GGA CGA CCG TGC CTG
GGA GGG TGC TC-3'.

SEQ ID NO:14 fue una secuencia objetivo de ADNds mutante de 50-mero idéntica a
SEQ ID NO:13, excepto por una mutacién de una par de base (subrayada), en la

cual la secuencia de hebra de sentido de CGT fue cambiada por CAT.

Secuencia para la hebra de sentido de mutante SEQ ID NO: 14 fue:5'-GAG CAC
CCT CCC AGG CAC GGT CAT CCC TGG TGC CAC CTG GGA GGG TGC TC-3'.

SEQ ID NO:15 fue una secuencia de objetivo de ADNds mutante de 50- mero
idéntica a SEQ ID NO: 13, excepto por una mutacién de dos pares de bases
consecutiva (subrayada), en la cual la secuencia de hebra de sentido de CGT fue

cambiada por ATT.

*Secuencia para hebra de sentido de mutante SEQ ID NO:15 fue: 5'- GAG CAC CCT
CCC AGG CAC GGT ATT CCC TGG TGC GAC CTC CGA CGA GCG TG-3'.

Secuencia para hebra antisentido de mutante SEQ 1D NO:15 fue: 5'- CAC GCT CGT

CGG AGG TCG CAC CAG GGA ATA CCG TGC CTG GGA GGG TGC TC-3'.

La sonda No. 2 fue una sonda de ADNss de 15-meros disefiada para complementar
completamente a un segmento de 15 nucleétidos de hebra de sentido de 50-mercs
del objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO:6).La quiralidad de las sondas fue

opuesta o antiparalela al de la hebra sentido en el objetivo.



Secuencia para la sonda No.2 fue: 5-CAC CAG AGA TGA CAG-3'

Sonda No. 3 fue una sonda de ADNss de 15-meros disefiadas para completamente
complementar a un segmento de 15 nucleétidos de la hebra de sentido de 15-meros
del objetivo de ADN de tipo nativo (SEQ ID NO:13). La quiralidad de la sonda fue

opuesta o antiparalela a la de la hebra sentido en el objetivo.

Secuencia de la Sonda No. 3 fue: 5'- CAC CAG GGA CGA CCG-3'. Las condiciones

del experimento de hibridizacién fueron idénticas a las descritas en el ejemplo 1.

Cuando la Sonda de ADNss No. 2 (con un contenido de GC de 53%) fue
reaccionado con un objetivo de ADNds de tipo nativo de 50-meros (SEQ ID NO:6) y
objetivos de ADNds mutantes (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO:12), complejos de
ADNds:ADNss fueron formados a bajas temperaturas bajo condiciones no
denaturantes (Figura 2A). Mientras que complejos de ADN perfectamente
complementados | glcanzaron (a mayor intensidad fluorescente, complejos
incompletamente complementados con una mala complementacién de una BP (SEQ
ID NO:8 + Sonda No. 2) y una mala complementacién consecutiva de 2BP (SEQ ID
NO:12 + Sonda Nd. 2) produjeron intensidades de fluorescencia que fueron 63% y
95% por debajo, respectivamente, que las observadas por las secuencias
perfectamente complementadas a 30°C (Figura 2A). A medida que la temperatura
incrementaba, el rompimiento gradual de complejos de ADNds:ADNss ocurieron
resultando en una disminucién de intensidades fluorescentes y menos discriminacion
entre complementacién perfecta y la mala complementacién de pares de bases. Por
los 85°C, muy poca diferencia en fluorescencia fue vista entre secuencias
perfectamente complementadas y aquellas que contienen mala complementacion de

pares de bases (figura 12A). Similarmente en presencia de YOYO-1, complejos de
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ADNds:ADNss fueron formados cuando la sonda de ADNss No. 3 (que posee en
porcentaje de GC de 73%) fue reaccionado con el comrespondiente objetivo de
ADNds de tipo nativo de 50-meros (SEQ ID NO:13) y los objetivos de ADNds
mutantes (SEQ ID NO:14 y SEQ ID NO:15). Las intensidades de fluorescencia para
un clomplejo de ADN mal complementado en una par de base (SEQ ID NO:14 +
Sonda No. 3) y un complejo de ADN mal complementados en 2BP consecutivas
(SEQ ID NO:15 + Sonda No.3) fue 48%y 64% por debajo, respectivamente que el
contenido por la secuencia compiementada perfectamente a 30°C (Figura 2B). La
fluorescencia de todas las muestras decreci® a medida que la temperatura
incremento de 30°C a 85°C, indicativo de la disminucién de ligacién de YOYO-1 y el

rompimiento del complejo de ADNds:ADNss.

Sin tener en cuenta el porcentaje de contenido de GC de las sondas de ADNss y
objetivos de ADNds, el YOYO-1 fue capaz de facilitar la formacién de complejo de
ADNds:ADNss bajo condiciones no denaturantes, para permitir una discriminacion
certera entre secuencias complementarias perfectas y aquellas que contienen

mutaciones de 1 o 2 pares de bases.

Ejemplo 3
Los siguientes ejemplos van a demostrar la especificidad del ensayo utilizando
diferentes agentes condensadores de ADN para promover y estabilizar la formacion

de complejo con objetivos de ADNds no denaturados y sondas de ADN-Fss.

La sonda No.4 fue una sonda de ADNss antiparalela de 15-meros idéntica a la
sonda No. 1 excepto por tener una porc-iOn de fluorescina en la 5 posiciéon. La
sonda No. 4 fue sintetizada en un sintentizador de ADN, purificada por HPLC, y

disuelta en H20 dd a una concentracion de una pmole/pl.
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Secuencia de la Sonda No. 4 fue: 5'- Flu-CAC CAA AGA TGA TAT-3'. La mezcla de
reaccion de hibridizacion (401) contenla lo siguiente: 0.4 pmoles de objetivos de
ADNds, 4 pmoles de la Sonda No. 4 de ADNss marcadas con fluorescina en la
posicién 5', 10mM Tris-HC1, pH 7.5, y 10mM a 125 mM NaCl. Las mezclas de
reaccion fueron incubadas a temperatura ambiente (21°C) por una hora, sin previa
denaturacién de los objetivos de ADNds. Las muestras fueron puestas en una
cubeta de cuarzo irradiadas con un rayo de [dser de i6n argdn que tiene una longitud
de onda de 488 nm y monitoreada por emisiones de fluorescencia. Las intensidades
de fluorescencia méxima ocurrieron a una longitud de onda de 525nm, la longitud de
onda de emisién para fluorecina. La intensidad de emisién de fluorescencia fue

graficada como una funcién de la longitud de onda para cada muestra analizada.

En ausencia de NaCl o presencia de 10 mM o 25mM NaCl, complejos de
ADNds:ADN-Fss que consisten de secuencia perfectamente complementadas (SEQ
ID NO: 1 + Sonda No. 4) ya formadas, resultaron en un decrecimiento del 49% en
intensidad de mision fluorescencia comparada con la emitida por la sonda de control
No. 4 (marcada con ADN-Fss) (Figura 3). En contraste, complejos de ADNds:ADN-
Fss incompletamente complementados que contienen una mala complementacion
de 1 par de base G-T (SEQ ID NO:2 + Sonda No. 4) produjo un decrecimiento del
11% en intensidad de emision fluorescente comparado con la exhibida por la

muestra de control de sonda No. 4.

La presencia de 75 mM, 100mM y 125 mM de NaCl en la mezcla de reaccion
también resultd en la extincion de emision de fluorescencia consistente con
cantidades significativas de formaciéon de complejos entre el objetivo SEQ ID NO:1

perfectamente complementado y la sonda No. 4 antiparalela, y significativamente



menos extincién cuando el objetivo SEQ ID NO:2 mal complementados en una bp G-
T y la sonda No. 4 estaban presentes, produciendo intensidades de fluorescencia

similares a las observadas en la presencia de 50mM de NaCl (datos no mostrados).

El uso de cationes monovalentes, los cuales son agentes condensadores de ADN
conocidas, facilitaron la formacién de complejos de ADN entre objetivos de ADNss
no denaturados y sondas de ADNss antiparalelas marcadas fluorescentemente,
para permitir diferenciacién confiable entre secuencias de ADN perfectamente
complementadas y aquellas que contienen una Unica mala complementacion de
1 bp. La reaccién ocurrié a temperatura ambiente dentro de una hora de incubacién
en una relacién de sonda a objetivo de 10 a.1. Los objetivos de ADNds y sondas
ADNSss utilizado en este ejemplo contenian un contenido de GC 33%, y no contenfan
extensiones de ADN de homopurina o homopirimidina. A pesar de la presencia de 6
bases de pirimidina inter espaciada entre la sonda de ADNss de 15 nucleétidos, los

complejos de ADNds: ADNss ya formados en una manera de secuencia especifica.

Ejemplo 4

Para asegurar que el experimento de intensidad fluorescente, el cual utilizd sondas
de ADNss marcadas con fluorecina de 5’ y/o objetivos de ADNds no denaturados en
presencia de agentes condensadores de ADN tal como cationes podrian aplicar ADN
sondas y objetivos que poseen gramaticaimente diferentes porcentajes de
contenidos de GC (v potenciaimente diferentes preferencias de anillaje), secuencias
de sondas de ADN-Fss de 15-meros y secuencias de objetivos de ADNds de 50-
meros (con un porcentaje de contenido de GC variable) fueron sintetizados,
purificados y anillados como ariba. Las sondas de ADN-Fss y los objetivos de

ADNds fueron disueitos en H2Odd a una concentracién de 1 pmol/gl.

\>C



La sonda No. 5 fue una sonda de ADNss anti paralela de 15-meros idéntica a la
sonda No. 2 excepto en que tenia una porcién de fluorecina adherida en la posicion

5.

Secuencia de la Sonda No. 5 fue: 5'-Flu-CAC CAG AGA TGA CAG-3'
La sonda No. 6 fue una sonda de ADNss anti paralelas de 15- meros idéntica a la
sonda No. 3 excepto en que tenia una porcién de fluorescina adherida en la posicién

5.

Secuencia de la sonda No. 6 fue: 5'-Flu-CAC CAG GGA CGA CCG-3'

Los experimentos llevados é cabo en el ejemplo 3 fueron facilitados por la adicién de
cationes monovalentes en las mezclas de meaccidn. La especificidad del
experimento fue adicionalmente examinada utilizando cationes divalentes (en vez de
cationes monovalentes) para promover la formacién de complejos con objetivos

ADNds y sondas de ADN-Fss que poseen varios porcentajes de contenido GC.

La mezcla de reaccién de hibridizacién (40 Al) contenla lo siguiente: 0.4 pmoles de
objetivo de ADNds, 4 pmoles de sonda de ADNss marcada con fluorescina en la
posicién 5', 10 mM Tris-HCl, pH 7.5y 5mM, y 5 mM a 30 mM de MnCl; 0o 5mM a
30 mM de MgCl. o 5mM a 30 mM de NiCl; . Las mezclas de reaccidn fueron
incubadas a temperatura ambiente (21°C por una hora, sin previa denaturacién de
los objetivos de ADNds. Las muestras fueron colocadas en una cubeta de cuarzo, y
iradiados con un rayo de laser de ibn argén que tiene una longitud de onda de
488 nM y monitoreadas por emision de fluorescencia. La intensidad de fluorescencia
méxima ocurrida a una longitud de onda de 525 nM, la longitud de emisién para
fluorescina. La intensidad para emisidon de fluorescencia fue grafica como una

funcién de longitud de onda para cada muestra analizada.



Cuando la sonda No. 5 de ADN-Fss {con un contenido de GC de 53%) fue incubado
con un objetivo de ADNds de tipo nativo de 50-meros (SEQ ID NO: 6) y objetivos
mutantes de ADNds (SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 12) en presencia de 10 mM de
MnClz, complejos de ADNds: ADN-Fss fueron formados a temperatura ambiente bajo
condiciones no denaturantes. Mientras que complejos de ADN perfectamente
complementados produjeron un decrecimiento méaximo de intensidad fluorescents (a
un decrecimiento de 43% después de una 1 de incubacién), el compiejo menos
estable de ADNds: ADN-Fss que contiene una mala complementacién de T-G de
1 bp (SEQ ID NO: 7 + Sonda No. 5) produjo una intensidad fluorescente que fue
20% mas bajo que la observada con la sonda No. 5 después de una 1 hora de
incubacién (Figura 4). Los complejos de ADNds: ADN-Fss que resultaron de la mala
complementacién de G-T de 1bp (SEQ ID NO: 8 + Sonda No. 5), una mala
complementacién T-T de 1 bp (SEQ ID NO: 8 + Sonda No.5), una mala
complementacién de C-A de 1 bp (SEQ ID NO: 10 + Sonda No. 5) y una mala
complementacion de C-T y A-G de 2 bp consecutivas (SEQ ID NO: 12 + Sonda
No.5) fueron todas menos estables que el complejo de ADNds: ADN-Fss
perfectamente complementados (SEQ ID NO: 6 + Sonda No. 5) alcanzando
intensidades de fluorescencia dentro de lo observado para la Sonda No. 5 solamente
y lo observado para el complejo de ADN perfactamente complementados (datos no
mostrados). excepto por el complejo de ADNds: ADN-Fss mal complementados T-T
1 bp , el cual era el menos estable (resultando en solo en 5% de crecimiento en
intensidad fluorescente después de 1 hora), todos los demas complejos de ADN mal
complementados generaron una intesidad de fluorescencia muy. similar. Solo el
complejo ADNds:ADN-Fss que contenian una mala complementacion de G-A de 1

bp (SEQ ID NO: 11 + Sonda No. 5) alcanzaron una intensidad fluorescencia mas
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baja que la producida por el complejo de ADNds:ADN-Fss perfectamente

complementados (datos no mostrados).

Las inclusién de 20 mM de MgCl: o 20 mM de MnClk: 0 20 mM de NiCl, también
facilitaron la formacién de complejos de ADNds:ADN-Fss cuando la sonda No. 6
ADN-Fss (que posee un contenido de G-C de 73%) fue reaccionado con el
correspondiente objetivo de ADNds tipo nativo de 50-meros (SEQ ID NO: 13) y el
objetivo mutante de ADNds (SEQ ID NO: 14) por 1 hora (datos no mostrados).

Como esperado el complejo de ADNds:ADN-Fss perfectamente complementado
generd el maximo de crecimiento en intensidad fluorescente, mientras que el
complejo de ADNds:AND-Fss mal complementado en A-C de un par de base menos
estable (SEQ ID NO: 14 + Sonda No. 6) produjo niveles intermedios de fluorescencia

(datos no mostrados).

Complejos de ADNds:ADN-Fss perfectamente complementados (que poseen un
contenido de G-C de 33%) (SEQ ID NO: 1 + Sonda No. 4) ya formados dentro 1 hora
en presencia de 10 mM de MnCl;, resultando en un decrecimiento de 57% en
intensidad fluorescente comparado con la emitida por la sonda No. 4 solamente
(datos no mostrados). Estas condiciones de reaccién son altamente infavorables
para los complejos ADNds:ADN-Fss que contienen una mala complementacién de
G-T de 1bp (SEQ ID NO: 2 + Sonda No. 4), resultando en una fluorescencia
incrementada comparada con la observada por la sonda No. 4 solamente (datos no

mostrados).

Sin tener en cuenta el contenido de porcentaje de GC en los objetivos de ADNds y

sondas de ADNss, la adicibn de cationes divalentes tal como Mn, Mg+2 o Ni+2
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promovié la formacibn de complejo de ADNds:ADN-Fss bajo condiciones no
denaturantes, para permitir discriminacién acertada entre secuencias perfectamente

complementadas y aquellas que contienen mutaciones de una par de base.

Ejemplo §

Los experimentos de formacién de complejo de ADNds:ADN-Fss en ejemplos 3 y 4
fueron llevados a cabo en presencia de un tipo de catibn monovalente o divalente.
Los siguientes ejemplos van a demostrar la confiabilidad del experimento de la
invencion para diferenciar entre complementaciones perfectas complejos de
ADNds:ADN-Fss mal complementados en 1 bp cuando combinaciones de cationes

divalentes fueron utilizados como agentes promotores para formacién de complejos.

LLa mezcla de reaccién de hibridizacién (40 Al) contenia lo siguiente: 0.4 pmoles de
objetivo de ADNds, 4 pmoles de sonda de ADNss marcada con fluorescina en la
posicion 5', 10 mM de Tris-HC1, pH 7.5, 5 mM a 20 mM cada una de MgClz y MnClz.
Las mezclas de reaccion fueron incubadas a temperatura ambiente (21°C) por 1
hora, sin previa denaturacién de los objetivos de ADNds. Muestras fueron puestas
en una cubeta de cuarzo, irradiados con un rayo de laser de ibn argén que tiene una
longitud de onda de 488 nm y monitoreada para emisiones de fluorescencia. La
intensidad de fluorescencia fue graficada en funcion de la longitud de onda de cada

muestra analizada.

Cuando la sonda No. 6 de ADN-Fss anti paralela {con un contenido de GC de 73%)
fue incubada por 1 hora con el objetivo de ADNds de tipo nativo de 50-meros (SEQ
ID NO: 13) en presencia de 20 mM de MgClz y 20 mM de MnCl,, de complejos de
ADNds:ADN-Fss perfectamente complementados fueron formados eficientements,

generado un decrecimiento 46% en fluorescencia comparado con lo emitido por la
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Sonda No. 6 (Figura 5A). Estas condiciones de reaccién fueron altamente
infavorables para los complejos de ADNds:ADN-Fss que contenlan una mala
complementacién de A-C de un par de base (SEQ ID NO: 14 + Sonda No. 6),
resultando en una reduccién del 3% en fluorescencia comparada con lo observado
con la Sonda No.6 solamente (Figura 5A). Resultados muy similares fueron
obtenidos cuando las mismas muestras fueron incubadas por 1 hora en presencia
10 mM de MgCl2 y 10 mM de MnClz, o 15 mM de MgClz y 15 mM de MnCl; (datos no
mostrados). La adicién de 5 mM de MgCl; y 5 mM de MnCl; fue insuficiente para
permitir la formacién de complejos entre la Sonda No. 8 de ADN-Fss anti paralela y
todos los objetivos de ADNds probados sigulendo una incubacién de 1 hora (datos

no mostrados).

Cuando la Sonda No. 4 de ADN-Fss anti paralela (con un contenido de GC 33%) fue
incubada con el objetivo de ADNds de tipo nativo (SEQ ID NO: 1) o objetivos de
ADNds mutante (SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3), en presencia de 10 mM de MgClz y
10 mM de MnCl,, formacién de complejo de ADN minimo fue observado (datos no
mostrados). Sin embargo, la incubacién en presencia de 15 mM de MgClz y 15 mM
de MnCl; por 1 hora facilitaron la formacibn de complejos de ADNds:ADN-Fss
perfectamente complementados (SEQ ID NO: 1 + Sonda No. 4), es evidenciado por
una decrecimiento del 49% en intensidad fluorescente observada, comparada con la
obtenida por la Sonda No. 4 (Figura 5B). Los complejos ADNds:ADN-Fss que
resultaron en una mala complementacién de G-T DE 1 bp (SEQ ID NO: 2 + Sonda
No. 4) o una eliminacién de 3 bp (SEQ ID NO: 3 + Sonda No. 4) fueron muy
inestables en la presencia de 15 mM de MgClz y 15 mM de MnCl,, alcanzando un
decrecimiento del 2% en fluorescencia y un incremento del 5% en fluorescencia,

respectivamente, comparado al emitido por ia Sonda No. 4 solamente (Figura 5B).
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Tratamiento con 20 mM de MgCl; y 20 mM de MnCl. por 2 hora, resultd en una
reduccién de un 68%, un 48% y un 6% en fluorescencia para complementaciones
perfectas de complejos de ADNds:ADN-Fss, y para complejos de ADNds; ADN-Fss
que contienen una mala complementacién de G-T de 1 bp o eliminacién de 3 bp
respectivamente, comparado con lo observado con la Sonda No.4 (datos no

mostrados).

Como se ilustra en la Figura 5C, en presencia de10 mM de MgClz y 10 mM de MnCl;
de complejos de ADNds:ADN-Fss que poseen un contenido de GC 53% y que
contienen secuencias perfectamente complementarias (SEQ ID NO: 6 + Sonda
No. 5) o una mala complementacién T-G de 1 bp (SEQ ID NO: 7 + Sonda No. 5)
generd intensidad de fluorescencia después de 1 hora de incubacién que fueron
68% y 20% mas bajas, respectivamente, que las emitidas por la Sonda No. & anti

paralela solamente.

Cuando la Sonda No. 5 de ADNds:ADN-Fss anti paralela (con un contenido GC de
53%) fue incubada por 1 hora el objetivo de ADNds de tipo nativo de 50-meros (SEQ
ID NO: 6) en presencia dei5 mM de MgCl> y 15 mM de MnClz, complejos de
ADNds:ADN-Fss perfectamente complementados fueron formados muy
eficientemente, generando un decrecimiento de 74% en fluorescencia comparado
con lo alcanzado por la Sonda No. 5 solamente (Figura 5D). En contraste complejos
de ADNds:ADN-Fss que contienen una mala complementaciéon T-G de 1 bp (SEQ ID
NO: 7 + Sonda No. 5) fueron mucho menos estables en presencia de15 mM de
MgCl> y 15 mM de MnCly, alcanzando un decrecimiento de 15% en fluorescencia
comparado a la emitida por la Sonda No. 5 solamente después de 1 hora incubacién
(Figura 5D). Similarmente los complejos ADNds:ADN-Fss que resultaron en una

mala complementacion G-T 1bp (SEQ ID NO: 8 + Sonda No.5), una mala
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complementacion de C-A 1bp (SEQ ID NO: 10 + Sonda No.5), una mala
complementacion de G-A 1bp (SEQ ID NO: 11 + Sonda No.5) y una mala
complementacion de A-G y C-T de 2 bp consecutivas (SEQ ID NO: 12 + Sonda
No. 5) fueron todas mucho menos estables que complejo de ADN perfectamente
complementado (datos no mostrados). Cuando la Sonda No. 5 {(que contiene un
contenido de GC de 53%) fue reaccionado con el objetiv_o de ADNds SEQ ID NO: 3
(que contiene un contenido de GC de 33%) un incremento de 3% en fluorescencia
fue observado comparado con lo obtenido por la Sonda No. 5 solamente (Figura 5D),
lo cual indica la no formacién de complejos de ADN. Este resultado era esperado de
resultar de una mala complementacién de 5 bp considerando la combinacién de esta

sonda y objetivo.

Colectivamente, los ejemplos 3.4 y 5 demostraron que la adicion de agentes
condensadores tales como cationes monovalentes o cationes divalentes (por sl
mismos 0 en combinacién), promovieron la formacién de complejos de ADN entre
objetivos de ADNds y sondas de ADNss marcadas fluorescentemente, que poseen
draméticamente diferentes porcentajes de contenido GC, para permitir acertadas y
confiables discriminaciones entre secuencias perfectamente complementarias y

aquellas que contienen varias mutaciones de 1 bp.

Ejemplo 6
Complejos de ADNds:ADN-Fss facilitados por YOYO-1 ya formadas a temperatura
ambiente de 5 minutos de incubacién y generan emisiones fluorescentes al mismo

nivel de intensidad por horas.

Complejos que contienen mal complementaciones de pares de bases similarmente

emiten sefiales fluorescentes que persisten, indicando el mismo nivel de formacién
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compleja sobre el tiempo. Para examinar la tasa de formacion, estabilidad y tasa de
disociacién de complejos de ADNds:ADN-Fss formadas en presencia de agentes
condensadores tales como cationes, experimentos de paso del tiempo fueron

llevados a cabo.

La mezcla de reaccién de hibridizacién (40/tel) contenian lo siguiente: 0.4 pmoles de
objetivo no denaturado de ADNds, 4 pmoles de sonda de ADNss marcada con
fluorescina en la posicién 5', 10 mM de Tris-HC1, pH 7.5, y 10 mM de MgClz vy
10mM de MnCl.. Las mezclas de reaccién fueron incubadas a temperatura
ambiente (21°C) por varios que varlan de 1 minuto a 2 horas. Posterior a la
incubacién, las muestras fueron colocadas entre cubetas de cuarzo, e irradiadas una
vez con un rayo de laser de i6n argdn que tiene una longitud de onda de 488 nm y
monitoreadas por emisiones fluorescentes. Otras mediciones fluorescentes fueron
tomadas de las mismas muestras luego de subsecuentes irradiaciones de laser
maltiple, en los tiempos Indicados (Figura 6). La intensidad de fluorescencia fue

graficada en funcién del tiempo por cada muestra analizada.

La fluorescencla emitida por muestras control comprenden 4 pmoles de Sonda No. 5
plus 10 mM de MgCl, y 10 mM de MnCl2, en ausencia del objetivo de de ADNds,
draméticamente decrecieron en una tercera parte dentro de solo 5 minutos de
incubacién (datos no mostrados), y luego declinaron constantemente a una tasa
mucho mas lenta dentro de las siguientes horas (Figura 6A). Nosotros nos referimos
a este efecto como “extincion catidnica®. Esta inhibicién de fluorescencia, asociada
con periodos de incubacién incrementados de sondas de ADN-Fss con cationes
especificos, ocurrieron rutinariamente en presencia de cationes divalentes, pero no
en presencia de cationes monovalentes (datos no mostrados). Esta observacion

hace evidente la importancia de incubar la muestra control en un experimento bajo



exactamente las mismas condiciones que reaccionan las muestras prueba de un
experimento. Multiple laseamiento de cada muestra control de ADN-Fss luego de
periodos variables de incubacién inhibieron extincién adicional del fluoroforo,

resultando en un nivel estable de fluorescencia posteriormente (Figura 8A).

Este resultado fue completamente inesperado. Cuando la Sonda No. 5 de ADN-Fss
anti paralelas fue incubado con el objetivo ADNds de tipo nativo de 50-meros (SEQ
ID NO: 8) en presencia de 10 mM de MgCl, y 10 mM de MnClz, la formacién de
complejos de ADNds:ADN-Fss fue evidente después de 15 minutos de incubacién
resultando en un decrecimiento en fluorescencia, lo cual fue 6% mayor que la

extincion catiénica progresiva de la sonda control No. 5 (Figura 6B).

Formacién de complejos fue indicada grandemente después de 30 a 60 minutos de
incubacién de minimo fue observado (datos no mostrados). Sin embargo, la
incubacién en presencia de (SEQ ID NO: 6 + Sonda No. 5) en presencia de 10 mM
de MgCl; y 10 mM de MnClz, generando un decrecimiento de 76% y 61% en
fluorescencia, respectivamente, comparado por lo alcanzado por la Sonda No. 5
extinta catidnicamente solamente (Figura 6B). Luego de 80 a 120 minutos de
incubacién de 10 mM de MgCl; y 10 mM de MnCl;, no formacion de complejos fue
sefialada ( Figura 6B). El nivel de emisién de fluorescencia encontrada a los 90 y
120 minutos fue completamente atribuida al efecto de extincién catibnica (comparar
Figuras 6A y 6B).

En contraste, complejos de ADNds:ADN-Fss que contenlan una mala
complementacién de T-G de 1 bp (SEQ ID NO: 7 + Sonda No. 5), formaron a una
tasa mas lenta y fueron mucho menos estables una vez formados en presencia de

10 mM de MgCl; y 10 mM de MnCiz. El complejo con una mala complementacién de

&S



T-f 1 bp fue primeramente observado luego de 30 minutos de incubacién, y aparece
haber sido eliminado luego de 60 minutos de incubacién (Figura 6C). Una vez més

la sonda fue anti paralela a ia hebra complementaria en el daplex (Figura 6C).

Iradiacién de laser mdiltiple de complejos de ADNds:ADN-Fss de complementacion
perfecta (SEQ ID NO: 6 + Sonda No. 5) formados luego de 30 minutos o 60 minutos
de incubacién en presencia de 10 mM de MgClz y 10 mM de MnCl, resulté en
emisiones de fluorescencia consistentes con la extrusion de esos complejos a una
tasa caracteristica para complejos de ADN que contienen una sonda de ADNss anti
paralela (Figura 6B). Cuando una medicidn subsecuente fue realizada a los 45
minutos de luego de lasear el complejo de complementacién perfecta a 30 minutos,
el nivel de intensidad de emisién fue 1869, lo cual es testimonio_ de lo répido que el
complejo fue destruido (datos no mostrados). El nivel de emisién de fluorescencias,,
luego del aseo muttiple, retomé a los valores de extincién catidnica observados por
el control solo de Sonda No. 5 incomplexa (comparar Figuras 6A y 6B). La dnica
excepcion fue los complejos perfectamente complementados formados luego de 15
minutos de incubacién y irradiados repetidamente luego de eso (Figura 68). En el
caso que la emision fluorescente no fue consistente con la destruccién de los
complejos (Figura 6B), a pesar de extincién catidnica adicional de la Sonda No. 5
cuando fue multiplemente iradiada luego de una incubacién de 15 minutos, fue

totalmente inhibida (Figura 6A).

Complejos de ADNds:ADN-Fss que contienen una mala complementacién T-G de
1bp (SEQ ID NO: 7 + Sonda No. 5) fueron de manera similar aparentemente

dastruidos por laseamiento maltiple (Figura 6C).
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Se llevd a cabo un experimento para determinar la base del efecto de laseamiento
miultiple sobre los coinplejos. Se encontl-'o que cuando cationes frescos fuaron
adicionados a la mezcla de reaccién la cual habla sido laseada dos veces la
inhibicién de extincién catiénica en fluorescencia emitida por las sondas ADN-Fss no
pudo ser reversada y extincién catidnica adicional no ocurrié luego de incubacién
adicional, lo cual fuertemente sugiere que las sondas de ADN-Fss fue inactivada por
imadiacién multiple, por uri mecanismo aun desconocido (datos no mostrados).
Similarmente, cuando sondas de ADN-Fss frescas fueron adicionadas a la mezcla
de reaccién la cual habla sido laseada dos veces, luego de normalizar para la
emision de fluorescencia incrementada de la sonda fresca, no se observd ninguna
extincion catidnica progresiva subsecuente luego de incubacién adicional de la
mezcla de reaccién, lo cual fuertemente sugiere que los cationes laseados fueron de

alguna manera Inhabilitados (datos no mostrados).

Ejemplo 7

Los ejemplos 1 a 6 demostraron que la formacién de complejo de ADNds:ADN-Fss
en una manera de secuencia especlfica entre objetivos de ADNds y sondas de
ADNss facilitadas por ya sea agentes de condensadores de ADN tal como YOYO-1 o

por agentes condensadores de ADN tal como cationes monovalentes o divalentes.

Los siguientes ejemplos van a examinar la tasa de observacion estabilidad y tasa de
disociacion de complejos de ADNds:ADN-Fss formados en presencia de varios
cationes. Estos ejemplos van a mostrar como las especies de catién, la
concentracion de cada catién, y la combinacién de diferentes cationes a diferentes
concentraciones influyen la tasa de formacion, estabilidad y tasa de disociacién de

complejos de ADNds:ADNds formados.
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Secuencias de sondas de ADNss de 15-meros de sentido y anti sentido
complementarios fueron sintetizados en un sintetizador de ADN y purificados por
HPCL. Cantidades equimolares de los oligonucleétidos complementarios fueron
calentados a 95°C por 10 minutos y permitidos anillar gradualmente al tiempo que la
temperatura bajé a2 1°C sobre 1.5 horas. Oligonucleétidos de ADNds fueron
disueltos H2Odd a una concentracién de 1 pmole/YI.

La Sonda No. 7 fue una sonda de ADNds de 15 bp con una porcién de fluorescina
adherida a cada posicion 5, disefiada para ser completamente homdloga a una
segmento de 15 bp del objetivo de ADN de tipo nativo de 50-meros (SEQ ID NO: 8).
La hebra anti sentido de la Sonda No. 7 fue idéntica la Sonda No. 5.

La secuencia para la hebra sentido de la Sonda No.7 fue: 58, CTG TCA TCT
CTGGTG-3'. La secuencia par;a la hebra anti sentido de la Sonda No. 7 fue: 5'-Flu,
CAC CAG AGA TGA CAG-3'. La mezcla de reaccidn de hibridizacién (40pl) contenla
lo siguiente: 0.4 pmoles de objetivo no denaturado de ADNds, 4 pmoles de Sonda de
ADNds marcadas con fluorescina en la posicién 5, 10 mM de Tris.-HC1, pH 7.5,
70 mM a 890 mM de KCl y 0 mM a 20 mM de NaCl. Las mezclas de reaccién fueron
incubadas a temperatura ambiente (21°C) por varios periodos que varian de 1
minutos a 2 horas. Luego de incubacién las muestras fueron colocadas en cubetas
de cuarzo, una vez irradiadas con rayo de laser de i6n argén que tiene longitud de
onda de 488 nm y monitoreadas por emisiones fluorescentes. La intensidad de

fluorescencia fue graficada en funcién del tiempo para cada muestra analizada.

La fluorescencia emitida por muestras control, que comprenden 4 pmoles de Sonda
No. 7 plus 90 mM de KC1 en la ausencia de objetivos de ADNds, permanecieron

relativamente constantes a lo largo de los 120 minutos de incubacidn, indicando que
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no extincién catidnica de la sonda de ADN-Fds ocumrié en presencia de KC1
monovalente (Figura 7A). Cuando la Sonda No. 7 de ADN-Fds fue incubada con el
objetivo de ADN de tipo nativo de 50-meros (SEQ ID NO:6) y el objetivo ADNds
mutante (SEQ ID NO: 7) en presencia de 90 mM de KC1, complejos de ADNds:ADN-
Fds fueron formados a temperatura ambiente bajo condiciones no denaturantes
dentro de solo 15 minutos de incubacién y persistieron por lo menos 120 minutos
(Figura 7A). Discriminacién maxima entre complejos de complementacién perfecta y
complejos de ADNds:ADN-Fds de mala complementacién en 1 bp fue observada
luego de 30 y 45 minutos de incubacién en presencia de 90 mM de KC1, generando
intensidades de fluorescencia que fueron 27% y 3% mas bajas, respectivamente
luego de 30 minutos, y 34% y 15% mas i)ajas, respectivamente, luego de 45

minutos, que lo emitido por la Sonda No. 7 solamente (Figura 7A).

En presencia de 70 mM de KC1 y 20 mM de NaCl, los complejos de ADNds:ADN-
Fds que contienen secuencias perfectamente complementadas (SEQ ID NO: 6 +
Sonda No. 7) o una mala complementacién de 1 bp (SEQ ID NO: 6 + Sonda No.7)
produjeron intensidades de fluorescencia que fueron 47% y 19% mas bajas,
respectivamente luego de 30 minutos, y 35% y 14% mas bajas, respectivamente
luego de 45 minutos, que lo alcanzado por la Sonda No. 7 solamente (Figura 7B).
Una pequefia cantidad -de extincién catibnica de la Sonda No.7 de ADN-Fds
muestras de control fueron observadas sobre 120 minutos de incubacidén en

presencia de 70 mM de KC1 y 20 mM de NaCl (Figura 7B).

La extincion catiénica minima fue causada por la inclusion de NaCl, la cual cuando
estd presente sola causa una extincién de fluorescencia progresiva similar a la

Sonda No. 7 (datos no mostrados).
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La presencia de 80 mM de KC1 y 10 mM de NaCl, preferentemente promovieron la
formacién de complejos de ADNds:ADN-Fds perfectamente complementadas entre e
objetivo de ADNds de tipo nativo (SEQ ID NO: 8) y Sonda No.7 ADN-Fds,
resultando en un decrecimiento en la emisién fluorescente de 18% a 48% y 34%
luego de 30 minutos, 45 minutos y 80 minutos de incubacién, respectivamente,
comparada con la fluorescencia emitida por la Sonda No. 7 muestra control en estos
tiempos (Figura 7C). En contraste, la formacién de complejos ADNds:ADN-Fds mal
complementadas en 1 bp (SEQ ID NO: 7 + Sonda No, 7) fue muy ineficiente a lo
largo de todos los 120 minutos de incubacién en presencia de 80 mM de KC1 y
10 mM de NaCl, como evidenciados por la baja reduccién de 1% a 5% en la
fluorescencia observada con estos complejos mal complementados comparado con

lo exhibido por la Sonda No. 7 (Figura 7C).

Por lo tanto la inclusibn de cationes monovalentes tales como KC1 y NaCl a
concentraciones figsiolégicas cercanas promovieron la formacién de complejos de
ADN entre objetivos de ADNds no denaturadas y sondas de ADNds marcadas
fluorescentemente. Formaciones de complejo ocurmmieron con base en
reconocimiento de pares de bases homélogos, con una cantidad medible y
significantemente mayor de formacion de complejos entre hebras de diplex
homélogas completamente complementarias. La reaccién ocumid a temperatura

ambiente dentro de periodos de incubacidn relativamente cortos de 15 minutos a 60

minutos a una relacién de sonda a objeio de 10 a 1. Los objetivos ADNds y sonda -

ADNds utilizada en este ejemplo fueron homélogos, con un contenido de GC de
53%., y no contenian elongaciones de homopurina o homopirimidina o cualquier de

hebra ADN.

10
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El ensayo de la invencién fue capaz de identificar perfectamente las secuencias de
dsADN considente y aquellas que contenian un par de bases no coincidentes

utilizando sondas de dsADN.

EJemplo 8

Los ensayo llevados a cabo en el ejemplo 7 fueron facilitados por la adicién de
cationes monovalentes en las mezclas de reaccién. Este ejemplo demostrara la
velocidad de formacién, estabilidad y velocidad de disociacion de dsADN: los
complejos de dsADN formados en presencia de cationes divalentes. Las condiciones
de reaccién fueron idénticas a las descritas en el ejemplo 7, excepto que KC1 y NaCl

fueron reemplazados con 30mM a 40mM cada uno de MgCi2 y MnCil2.

La muestra No. 7 de la sonda dsDNA-F de control exhibié una reduccién progresiva
en fluorescencia con un tiempo aumentado de incubacién en presencia de
30mMMgCI2 y 30 mMMnCI-Z (Figura 8A) o 40 mMMgCl2 y 40mM MnCi2 (Fig. 8B).
Esta extincion cationica fue similar a la observada con la prueba No. 5 ssDNA-F en

presencia de 10mMMgCi2 y 10 mMMnCI2 (Figura 6A).

Cuando la sonda No. 7 de ds DNA fu incubada con el blanco dsADN tipo salvaje 50-
mer (SEQ ID No.6) en presencia de 30 mM MgCi2 y 30 mM MnCl2, la formacitn de
complejo dsADN:dsADN-F fue evidente después de 680 minutos de incubacién dando
como resultado una disminucién en fluorescencia, la cual fue 13% mayor que la
extincion cationica progresiva de la sonda de control No. 7 (Figura 8A). La formacién
de complejo se indicé de manera apreciable después de 75 minutos de incubacién
de SEQ ID No. 6 con la sonda No. 7 en presencia de 30mMMgCi2 y 30 mMMnCI2,
generando una disminucion del 81% en fluorescencia, comparado con aquella

alcanzada por la prueba No, 7 extinguida cationicamente sola (Figura 8A). Los
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complejos dsDNA:dsDNA-F que contenfan un para base no coincidente (SEQ ID
No.7 + la sonda No. 7) también se formaron de 60 minutos y 75 minutos de
incubacién en presencia de 30 mMMgCI2 y 30mM MnCi2, generando un 16 % y 30%
de disminucién en fluorescencia, respectivamente, comparada con la lograda por la
pruesba No. Extinguida cationicamente sola (Figura 8A). Después de 90 y 120
minutos de incubacién en presencia de 30mM MgCi2 y 30 mM MnCI2, no se seflald
formacién alguna de complejo (Figura 8A) . Daespués de 90 minutos, el nivel de
fluorecencia observado se atribuyo en su totalidad al efecto de extinciéon cationica

(Figura 8A).

En presencia de 40 mMMgCI2 y 40 mMMnCI2, los complejos dsDNA:dsDNA-F que
contienen secuencia perfectamente conscientes (SEQ ID No. 6 + la sonda No. 7)o
una base par no coincidente (SEQ ID No. 7 + Ila sonda No. 7) produjeron
intensidades fluorescentes que fueron 17% menores y 4% méas altas,
respectivamente después de 60 minutos, 36% y 22 % menores, respectivamente
después de 75 minutos, y 57% menores y 0.2% mayor, respectivamente después de
90 minutos, que la emitida por la sonda No. 7 extinguida cationicamente sola (Figura
8B). Después de 120 minutos de incubacién en presencia de 40 mMMgCI2 y 40

mMMnCI2, no se sefialé formacién alguna de complejo (Figura 8B).

La adicién de catiénes divalentes, tales como MgCi2 y MnCi2, facilité la formacién
de complejo de ADN entre blanco dsADN no desnaturalizados y sondas dsADN
marcas fluorescentemente, para permitir una discriminacion certera entre secuencias
homologas perfectamente coincidente y aquellas que contenlan mutaciones en un
par base. Aproximadamente el doble de la concentracién de ambas MgCi2 y MnCi2
se requirié para la formacién de complejos dsDNA:dsDNA comparados con aquella

requerida para la formacién de complejo dsDNA:ssDNA. La velocidad de formacion
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de los complejos dsDNA:dsDNA fue menor en presencia de cationes divalentes que
en la presencia de cationes monovalentes. Una vez formados los complejos de
dsDNA:dsDNA inducidos con cationes divalentes parecieron ser estables durante un

periodo de tiempo menor.

Ejemplo 9

La velocidad de formacion, estabilidad y velocidad de disociacién de complejos
dsDNA:dsDNA formados en presencia de cationes monovalentes y divalentes fue
examinada a continuacién. La mezcla de reaccién de hibridacion (40/.il) contenia lo
siguiente: 0.4 pmoles de blanco dsDNAno desnaturalizado, 4pmoles de sonda de
dsDNA marcada con Sprima-fluoresceina, 10 mMTris-HCL, pH 7.5,60 mM a
80mMKC1, 10mM a 20mMNaCl, 30mMMgCI2 y 30mMMnCI2. Las mezclas de
reaccidon fueron incubadas a temperatura ambiente (21°C) por varios periodos que
variaban entre 1 minuto a 150 minutos. Después de la incubacién, se colocaron
muestras en una cubeta de cuarzo, se irradiaron una vez con un rayo laser de ién
argén que tiene una longitud de onda de 488nm y se monitoriaron en basqueda de
emisién fluorescente. La intensidad de la fluorescencia fue marcada como una fusién

del tiempo para cada muestra analizada.

La presencia de diferentes concentraciones de KCl y NaCl junto con 30 mMI(ﬂgCI2 y
30mMMNCI2 dieron como resultado en la extincion cationica la fluorescencia de la
prueba No. 7 de control de dsDNA-F (Figura 9) que fue muy similar a aquella
observada en presencia de Gnicamente cationes divalentes (Figura 8). Parece que la
inclusién de los cationes monovalentes no afectd la extincién catiénica de la sonda

dsDNA-F por los cationes divalentes.
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Cuando la sonda de dsDNA-F No. 7 fue incubada con el blanco dsDNA de tipo
salvaje 50-mer (SEQ IDNo. 6) y el blanco dsDNA mutante (SEQ ID No. 7) en
presencia de 60mM KCI, 20mM NaCl, 30 mMMgCI2 y 30 mMMnCI2, se formaron
complejos dsDNA:dsDNA-F a temperatura ambiente bajo condiciones no
desnaturalizantes dentro de los 15 minutos de incubacion y persistieron durante al
menos 150 minutos (Figura SA). Se observé la maxima discriminacién entre
complejos dsDNA:dsDNA-F perfectamente coincidente y con un par base no
coincidente después de 30, 45 y 150 minutos de incubacién, generando intensidades
fluorescentes que fueron 43% y 16% menores, respectivamente después de 30
minutos, 38% y 16% menores, respectivamente después de 45 minutos, y 65% y 1%
menores, respectivamente después de 150 minutos, que los emitidos por la sonda

No. 7 extinguida cationicamente sola (Figura 9A).

En presencia de 70 mMKC1, 20mM NaCl, 30mMMgCI2 y 30 mM Mncl2, los
complejos dsDNA:dsDNA-F que contenlan secuencia perfectamente coincidentes
(SEQ ID No. 6 + sonda No. 7) o una no coincidencia de un par base (SEQ ID No. 7 +
sonda No. 7) produjeron intensidades fluorescentes que fueron 17% y 1% menor,
respectivamente después de 60 minutos, 48% y 11% menor, respectivamente
después de 75 minutos, 22% y 3% menor, respectivamente después de 90 minutos,
y 34% y 2% menor, respectivamente después de 120 minutos, que las logradas por

la sonda No. 7 extinguida cationicamente sola (Figura 9B).

La presencia de 80mMKC1, 10mMNaCl, 30 mMMgCIi2 y 30 mMMr.C2,
preferencialmente promovié la formacion de complejos dsDNA:dsDNA-F
perfectamente coincidente entre el blando dsDNA de tipo salvaje (SEQ ID No. 6) y la
sonda No. 7 dsDNA-F:dsDNA-F, después de 30 minutos a 120 minutos de
incubaciéon. Los complejos perfectamente coincidentes de dsDNA:DsDNA-F
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generaron una disminucién en la emisién fluorescente de 27%, 43%, 29% y 52%
después del minuto 60, el minuto 75, el minuto 80 y el minutc_) 120 de incubacién,
respectivamente, comparado con la fluorescencia emitida por la muestra de sonda
No. 7 extinguida cationicamente en dichos tiempo (Figura 9C). En contraste, la
formacion de los complejos dsDNA: dsDNA-F con un par base no coincidente (SEQ
ID No. 7 + la sonda No. 7) fue muy ineficiente después de una incubacion de 45 a 90
minutos en presencia de 80mMKC1, 10 mMNaCl, 30mMMgCI2 y 30 mMMnCi2,
como fue evidenciado por la baja reduccion de 2% a 3% en la fluorescencia
observada con estos complejos no coincidentes comparada a aquella exhibida por
las sonda No. 7 extinguida cationicamente (Figura 9C). Ocurrié formacién minima de
complejo dsDNA:dsDNA-F de par base no coincidente después de 120 minutos de
incubacion, dando como resultado una disminucibn de 14% en fluorescencia

comparada con la emitida por sonda No. 7 extinguida cationicamente.

La presencia de ambos cationes monovalente y divalente promovieron la formacién
de complejo dsDNA:dsDNA a una velocidad mayor que aquella de los cationes
divalentes solos. Una vez formados los complejos facilitados por ambos tipos de
cationes persistieron por un mayor tiempo que los complejos promovidos por ya sea
los cationes monovalentes o los cationes divalentes separadamente. Se observé la
maxima discriminacion entre los complejos dsDNA:dsDNA-F perfectamente
coincidentes y los de par base no coincidente por un intervalo de tiempo mayor en
presencia de ambos cationes monovalentes y divalentes. Por lo tanto las
concentraciones fisiologicas de KCI, NaCl y MgCI2 preferencialmente facilitaron la
formacion de complejo entre hebras duplex homologas totalmente coincidentes, con

base en reconocimiento de par base homologo.
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Ejemplo 10

Los ejemplos 3 a 6 demostraron la formacién de complejos dsDNA:ssDNA en una
manera especifica de secuencia entre blancos dsDNA y sondas ssDNA facilitadas
por agentes condensantes de ADN tales como cationes monovalentes o divalentes.
El siguiente ejemplo examinar4 la velocidad de formacion, estabilidad y velocidad de
disociacién de complejos dsDNA:ssDNA formados en presencia de un catidn
multivalente, spermidina (que tiene ina carga de +3), la cual es también capaz de

condensar ADN.

La mezcla de reaccién de hibridacién (40Al) contenia lo siguiente: 0,2 pr.noles de
blanco dsDNA no desnaturalizado, 2 pmoles de sonda ssDNA marcada con Sprimas-
fluoresceina, 10 mMTris-HCL, pH7.5, y 1mM de spermidina. Las mezclas de
reaccion fueron incubadas a temperatura ambiente (21°C) durante diferentes
periodos que varlan de 1 minuto a 2 hora. Después de la incubacion las muestras
fueron colocadas en una cubeta de cuarzo, imadiadas una vez con un rayo laser de
ién argdn que tiene una longitud de onda de 488 nm y fueron monitoreadas en busca
de emisién fluorescente. La intensidad de fluorescencla fue marcada como una

funcién del tiempo para cada muestra analizada.

La sonda de control No. 5§ de ssDNA-F exhibi6 una reduccién progresiva en
fluorescencia con un tiempo de incubacién en aumento en presencia de 1mM
spermidina (Figura 10). Esta extincién cationica no fue tan pronunciada como
aquella observada cuando la misma sonda fue incubada en prasencia de 10
mMMgCI2 y10 mMMnCI2, especiaimente dentro de los primeros 5 minutos de
incubacion (Figura 6A).
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Se Indicd una formacién de complejo perfectamente complementaria de
dsDNA:ssDNA-F entre el blanco dsDNA (SEQ ID No. 6) y la sonda No. 5 de ssDNA-
F justo después de 15 y 30 minutos de incubacién en presencia de 1 mM
spermidina, generando una disminucion de 11% y 20% en fluorescencia,
respectivamente, comparado con la alcanzada por la sonda No. 5 extinguida
cationicamente sola (Figura 10). Después de 45 minutos de incubacién en presencia

de 1 mM de spermidina. Se seflalé una minima formacién de complejo (Figura 10).

La inclusién de 1mM de spermidina fue altamente desfavorable para la formacién de
complejo dsDNA:ssDNA-F que contenia una no coincidencia en un para base T-G
(SEQ ID No. 7 + la sonda No. 5), como fue evidenciado por una fluorescencia
aumentada de 11% y 7% comparada a la observada por la sonda No. 5 extinguida
cationicamente después de 15 y 30 minutos de incubacién, respectivamente (Figura
10). Aparecid6 una minima formacién de complejo que involucraba secuencia
complementarias incompletas (inicamente después de 75 minutos de incubacién en

presencia de 1 mM de spermidina y desapareci6 a los 120 minutos.

La adiciéon del agente condensante de ADN, spermidina, facilité una rapida formacion
de complejo de dsDNA:ssDNA entre secuencia perfectamente coincidente bajo
condiciones no desnaturalizantes, para permitir diferenciacién entre secuencias
perfectamente complentarias y aquellas que contenian una mutacién de un par

base.

Ejemplo 11
Muchos agentes diferentes ademas de los cationes son capaces de condensar

dsDNA. El ejemplo 11 demuestra la velocidad de formacién, estabilidad y velocidad

\S*
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de disociacion de complejos de dsDNA:ssDNA formados en presencia de etano, otro

tipo de agente condensante de ADN.

La mezcla de reaccién de hibridacién (40A!l) contenla lo siguiente: 0,2 pmoles de
blanco dsDNA no desnaturalizado, 2 pmoles de sonda ssDNA marcada con Sprimas-
fluorescelna, 10 mMTris-HCL, pH7.5, y 10% de etano. Las mezclas de reaccion
fueron incubadas a temperatura ambiente (21°C) para diferentes periodos que varian
de 1 minuto a 90 minutos. Después de la incubacioén, las muestras fueron colocadas
en una cubeta de cuarzo, irradiadas una vez con un rayo laser de i6n argdn que
tiene una longitud de onda de 488 nm y monitoreadas en busca de emisién
fluorescente. La intensidad de fluorescencia fue graficada como una fusion del

tiempo para cada muestra analizada.

Contrario a los cationes divalentes 0 multivalentes, la adicién de 10% de etanol no
dio como resultado una extincién en la fluorescencia emitida por la sonda No. 5 de
control de ssDNA-F, sino que de hecho causdé un ligero incremento en la

fluorescencia de la sonda durante el tiempo (Figura 11).

La presencia de 10% de etanol preferenciaimente promovié la formacion de
complejo de dsDNA:ssDNA-F complementario entre el blanco dsDNA de tipo salvaje
(SEQ ID No. 6) y la sonda No. 5 ssDNA-F después de una incubacién de 15 minutos
a 60 minutos (Figura 11). En contraste, la formacién del complejo dsDNA:ssDNA-F
con un par base no coincidente de T-G (SEQ ID No. 7 + la sonda No. 5) fue muy
ineficiente durante el tiempo de incubaciéon en presencia de 10 % de etanol. Las
intensidades ﬁuorescentes producidas por los complejos perfectamente coincidentes
y los complejos con un para base no coincidentes fueron 11% y 2% menores,

respectivamente después de 15 minutos, 12% y 1% menores, respectivamente
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después de 30 minutos, 20% y2% menores, respectivamente después de 45
minutos, y 13% y7% menores, respectivamente después de 60 minutos, que la
emitida por la sonda No. 5 control (Figura 11). No se observé una formacion
significativa de complejo dsDNA:ssDNA-F después de una incubacién de 75 en

presencia de 10 % de etanol.

La adicién de bajas concentraciones de etanol, facilitd la formacion de complejos de
ADN entre blancos dsDNA no desnaturalizados y sondas ssDNA marcados
fluorescentemente, para pemmitir la discriminacién entre secuencias perfectamente

complementarias de aquellas que contenfan una mutacién de par base.

Ejemplo 12

El ejemplo 12 demuestra que el ensayo de la Invencién fue discriminar entre
complejos de dsDNA:ssDNA perfactamente complementarios y complejos
dsDNA:ssDNA que contienen cada tipo de no coincldencia de par base posible,

cuando el intercalardor cationico de ADN YOYO-1 esta presente.

Se des-sintetizaron sondas ssDNA 15-mer sentido y anti-sentido complementarias
en un sintetizador de DNA, que purificaron por cromatografia HPLC, y se disolvieron
en agua a una concentracion de 1pmole/yl. La sonda No. 1 fue una sonda ssDNA
15-mer diseflada para ser completamente complementaria a un segmento de 15
nucledtidos de la hebra sentido de DNA blanco de tipo salvaje 50-mer (SEQ ID
No.1), que se traslapa con las posiciones de aminoécido505 a 510 [Nature 380, 207
(1996)]. La quiralidad de la sonda ara opuesta o antiparalela a aquella de la hebra
sentido en el blanco. Las sondas mutantes (sonda No. 8 sonda No. 18) eran
idénticas en secuencia a la sonda No. 1 excepto por una mutacion de base

(subrayado).



Secuencia para Sonda No.
Secuencia para Sonda No.

Secuencia para Sonda No.

Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No

Secuencia para Sonda No

.10era:
.11era:
.12era:
.13 era:

.14 era:

.15era

.16 era:

1era:
8era:

5'-CAC CAA AGA TGA TAT-3'
5'-CAC CAA AGA AGA TAT-3
5'-CAC GAA AGA TGA TAT-3
5'-CAC CAA ACA TGA TAT-¥
5-CAC CAT AGA TGA TAT-3'
5'-CAC CAG AGA TGA TAT-3
5'-CAC CAC AGA TGA TAT-3'
§'-CAC CAA AGA CGA TAT-3

: 5-CAC CAA AAA TGA TAT-3

9-CAC AAA AGA TGA TAT-3

o 160

La Sonda No. 17 fue una sonda ssDNA 15-mer disefiada para ser completamente

complementaria a un segmento de 15 nucledtidos de la era antisentido del ADN

blanco de tipo salvaje 50-mer (SEQ No.1) que se traslapa a las posiciones

aminodcido 505 a 510 [Natura 380, 207 (1996)]. La quiralidad de la sonda era

opuesta o antiparalela a aquella de la hebra antisentido en el blanco.

Las sondas mutantes (Sonda No. 18 a Sonda No. 26) eran idénticas en secuencia a

la Sonda No. 17 excepto por una mutacién de una base {subrayada).

Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No
Secuencia para Sonda No

Secuencia para Sonda No

.17 era:
.18 era:
.19 era:
.20 era:

.21era:

.22 era

§-ATATCATCT TTG GTG-3'
S-ATA TCT TCT TTG GTG-3'
5'-ATATCATCT TTG GTG-3'
S'-ATATCATGT TTG GTG-3'
§'-ATATCA TCT ATG GTG-3'

:5-ATATCATCT CTG GTG-3'



Secuencia para Sonda No. 23 era : 5'-ATA TCATCT GTG GTG-3'
Secuencia para Sonda No. 24 era : 5-ATA TCG TCT TTG GTG-3'
Secuencia para Sonda No. 25 era: 5-ATATCATTT TTG GTG-3'
Secuencia para Sonda No. 26 era : 5-ATATCATCT TTT GTG-3'

La mezcla de reaccién de hibridacién (40y1) contenla lo siguiente: 2 pmoles de
blanco dsDNA, 2 pmoles de sonda s8sDNA, 0.5 x TBE y 500nM del intercalador de
ADN YOYO-1. Las mezclas de reaccién se incubadas a temperatura ambiente
(21°C) por 5 minutos sin una desnaturalizacién previa de los blancos dsDNA. Las
muestras fueron colocadas en una cubeta de cuarzo, imadiadas con un rayo laser de
i6n argdn que tiene una longitud de onda de 488 nm y monitoreadas en busca de
emision fluorescente. La intensidad de la emisién fluorescente fue graficada como

una fusion de la longitud de onda para cada muestra analizada.

El blanco dsDNA no desnaturalizado de tipo salvaje 50-mer (SEQ ID No. 1) se hizo
reaccionar con l[a Sonda No. 1 ssDNA antisentido de tipo salvaje 15-mer y diferentes
sondas ssDNA antisentido con base mutante 15-mer (Sonda No. 8 a Sonda No. 16),
que generarian cada tipo de no coincidencia de par base posible. Como se
esperaba, las mayores intensidades de emisién fluorescente fueron generadas por
los complejos ds_DNA:ssDNA que consistian de secuencias perfectamente
complementarias (SEQ ID No. 1 + Sonda No.1) (Figuras 12A y 12B). Los complejos
dsDNA:ssDNA que dieron como resultado una no coincidencia de par base A-A
(SEQ ID No. 1 + Sonda No. 8), una no coincidencia de par base G-G (SEQ ID No.1 +
Sonda No. 8), una no coincidencia de par base C-C (SEQ ID No. 1 + Sonda No. 10),
una no coincidencia de par base T-T (SEQ ID NO. 1 + Sonda No. 11), una no
coincidencia de par base T-G (SEQ ID NQ. 1 + Sonda No. 12), una no coincidencia

de par base T-C (SEQ ID NO. 1 + Sonda No. 13), una no coincidencia de par base

lol
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A-C (SEQ ID NO. 1 + Sonda No. 14), una no coincidencia de par base T-A (SEQ ID
NO. 1 + Sonda No. 15), y una no coincidencia de par base G-A {(SEQ ID NO. 1 +
Sonda No. 16) produjeron intensidades de emisién fluorescente que fueron 63%,
66%, 50% 47%, 49%, 79%, 57%. 51% y 71% menores, respectivamente que la
emitida por los complejos dsDNA:ssDNA perfectamente coincidentes (Figuras 12A y
12B).

El ensayo de triple hebra también fue evaluado al hacer reaccionar el blanco dsDNA
no desnaturalizado de tipo salvaje 50-mer (SEQ ID No.1) con la Sonda No. 17
ssDNA sentido de tipo salvaje 15-mer y diferentes sondas ssDNA sentido de base
mutada 15-mer (Sonda No. 18 a Sonda No. 26), que generarian cada tipo de no
coincidencia par base posible. Los complejos de triple hebra dsDNA:ssDNA
perfectamente complementarios (SEQ IDNo. 1 + Sonda No. 17) que contienen una
sonda de hebra sentido (Figuras 12C y 12D) se formaron con similar eficacia como
los complejos de triple hebra perfectamente complementarios (SEQ ID No.1 + Sonda

No. 1) que contienen una sonda de hebra antisentido (Figuras 12A y 12B).

Los complejos dsDNA:ssDNA que resultaron en una no coincidencia de par base T-T
(SEQ ID No. 1 + Sonda No. 18), una no coincidencia de par base C-C (SEQ 1D No. 1
+ Sonda No. 19), una no coincidencia de par base G-G (SEQ ID No. 1 + Sonda No.
20), una no coincidencia de par base A-A (SEQ ID No. 1 + Sonda No. 21), una no
coincidencia de par base C-A (SEQ ID No. 1 + Sonda No. 22), una no coincidencia
de par base G-A (SEQ ID No. 1 + Sonda No. 23), una no coincidencia de par base
G-T (SEQ ID No. 1 + Sonda No. 24), una no coincidencia de par base T-G (SEQ ID
No. 1 + Sonda No. 25), y una no coincidencia de par base T-C (SEQ ID No. 1 +
Sonda No. 26), produjeron intensidades de emisién fluorescente que fueron 63%,

67%, 76%, 59%, 54%, 57%, 59%, 56% y 82% menores, respectivamente, que la
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emitida por los complejos dsDAN:ssDNA perfectamente coincidentes (Figuras 12C y
12D).

La variabilidad en las intensidades de emision fluorescente observadas .entre las
diferentes no coincidencias de par base dependié méas de la no coincidencia de par
base particular que en el cambio en el porcentaje de contenido GC de las
secuencias de triple hebra mutante (Figura 12). Los resultados de la Figura 12
confirmaron la confiabilidad del ensayo de triple hebra para identificar todas posibles
no coincidencias de par base con mayor certeza cuando las sondas ssDNA sentido o
antisentido se hicieron reaccionar con blancos dsDNA no desnaturalizados en

presencia del agente descondensante de ADN YOYO-1.

Mientras que la invencién ha sido descrita en detalle y con referencia a ejemplos
especificos de la misma, es aparente para una persona experta en la materia que se
pueden llevar a cabo diferentes cambios o modificaciones a la misma sin apartarse

del esplritu y alcance de la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para crear un multiplex de 4cido nucleico, donde dicho método

comprende las etapas de:

1) Crear una mezcla que comprende agua, un diplex Watson-Crick, un
ndmero suficiente de moléculas de bases mixtas de secuencia de Unica
hebra para formar un multiplex que incluye el diplex Watson-Crick, y un
agente acelerador que aumenta una velocidad o cantidad de formacion
de multiplex, dicho muitiplex es un triples o cuadruples, en donde dicha
molécula de (nica hebra se selecciona de manera tal, que si es en un
miuiltiplex, ellas van a estar relacionadas a todas las demas hebras del
multiplex por adherencia a las reglas de par base, donde dichas reglas
son ya sean o las reglas de par base de Watson-Crick o las reglas de

par base de unién homologa; y

2) Incubar dicha mezcla para pemitir que se forme el muitiplex, cada
hebra de dicho muiltiplex esta relacionada a todas las demés hebras del
multiplex por adherencia a las reglas de par base; con la salvedad que,
dentro dei miltiplex, el diplex Watson-Crick adicionado en el paso 1 es

heteropolimérico con un contenido G-C entre 10% a 90%.

2. Un método de la Reivindicacién 1 en donde el miltiplex creado es un triplex,
en el paso 1) el nimero suficiente de moléculas de Unica hebra es 1, en el

paso 2) el triples se forma.
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Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde el diplex retiene sustancialmente
su estructura doble helicoidal y la molécula de Gnica hebra reside en un canal

de dicha estructura doble helicoidal.

Metodo de la Reivindicacién 3 en donde la molécula de Gnica hebra se
relaciona con una hebra del diplex por reglas de par base de Watson-Crick y

a la segunda hebra del duplex por reglas de par base de unién homologa.

Un metodo de la Reivindicacién 4 en donde el dlplex retiene sustancialmente
su estructura doble helicoidal y la molécula de unica hebra reside en un canal

de dicha estructura doble helicoidal.

Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde, dentro del miltiplex, el duplex
Watson-Crick adicionado en el paso 1 es heteropolimerico con un contenido
G-Centre 10% y 90%, y ademas las frecuencias combinadas dentro del
mismo de dimeros, purinas-piriminida y dimeros pirimidinpurina exceden el

25%.

Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde los pasos 1 y 2 se llevan a cabo

con las hebras y/o duplexes de acido nucleico que no esta en una célula.

Un método de la Reivindicacion 1 en donde el paso 2) se lleva a cabo sin la

ayuda de una proteina.

Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde en el paso 1), el agua se agrega
de manera que acumule, en base a volumen, al menos 50% del volumen final

de la mezcla.
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Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde en el paso 1), el agua se
adiciona de manera que acumule, en base a volumen, al menos 80% del

volumen final de la mezcla.

Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde en el paso 1). El agua se
adiciona de manera que se acumule, en base a volumen, para la totalidad del

liquido adicionado a la mezcla.

Un metodo de la Reivindicacién 1 en donde el paso 2) se lleva a cabo a
temperatura o a temperaturas por encima de la temperatura de

congelamiento de [a solucién acuosa y a no mas de 85°C.

Un metodo de la Reivindicacién 12 en donde el paso 2) se lleva a cabo a una

temperatura o temperaturas entre 5°C y 30°C.

Un método de la Reivindicacién 13 en donde el Paso 2) se lleva a cabo o

temperaturas entre 15°C y 25°C.

Un método de la Reivindicacién 1 en donde en el Paso1), se agrega un catién

como agente acelerado.

Un método de la Reivindicacibn 15 en donde dicho catibn es Na+

suministrado a una concentracion de 50mM a 125mM.

Un método de la Reivindicacién 15 donde dicho catién se seleccién de! grupo

que consiste de Mn+2 suministrado a una concentracién de 10mM a 45mM,
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Mg+2 suministrado a una concentracién de 10 mM a 45mM, y Ni+2

suministrado a una concentracién de 20mM.

Un método de la Reivindicacion 1 en donde en el paso 1) se agrega un

intercalador como agente acelerado.

Un método de la Reivindicacibn 18 en donde el intercalador es un

intercalador fluorescente.

Un método de la Reivindicacion 18 en dqnde el intercalador fluorescente se
seleccion del grupo que consiste de YOYO-1, TOTO-1 YOYO-3, TOTO-3,
POPO-1, BOBO-1, POPO-3, BOBO-3, LOLO-1, JOJO-1, dimeros de cianina,
YO-PRO-1,TO-PRO-1, YO-PRO-3, TO-PRO-3, TO-PRO-5, PO-PRO-1, BO-
PRO-1, PO-PRO-3, BO-PRO-3,LO-PRO-1, JO-PRO-1, monomeros de
cianina, bromoro de etidio, etidiohomodimer-1, etidiohomodimer-2, derivados
de etidio, acridina, acridina naranja, derividos de acridina, eterodimero etidio-
acridina, monoacida de etidio, yoduro de propidio, colorantes SYTO, verde1
SYBR, colorante SYBR, verde pico, colorantes SITOS, y 7-

aminoactinomicina D.

El método de la Reivindicacién 1 en donde el agente acelerador es un

floroforo no intercalante .

Un método de la Reivindicacidn 21 en donde el floroforo no intercalante se
seleccion del grupo que consiste de biotina, rodamina, colorantes Alexa,

colorantes BODIPY, conjugados de bictina, sondas tiolreactivas , floreceina y
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derivados que incluyen pero no se limitan a sondas de jaula, verde oregon,

verde rodamina, colorantes QSY.

Un método de la Reivindicacion 1 en donde en el paso 1) el agente
acelerador es un intercalador que se liga al canal menor y/o mayor del dplex

Watson-Crick.

El método de Ia Reivindicacién 1 en donde en el paso 1) el agente acelerador

a 20°C es un liquido.

El método de la Relvindicacién 24 en donde en el paso 1) el agente

acslerado es un liquido organico soluble en agua.

El método de la Reivindicacién 1 en donde en el paso 1) se adiciona un
agente acelerador que es un agente de condensacion con relacién al diplex

Watson-Crick.

El método de la Reivindicacion 1 en donde en el paso 1) se agrega un agente
acelerador que es un agente de descondensacion con relaciéon al daplex

Watson-Crick.

Un método para detectar un triples, donde dicho método comprende el
método de la Reivindicacién 2) y ademéas comprende un paso adicional 3) en

el cual el triples es detectado.

Un método de la Reivindicacidn 1 en donde el mdltiplex creado es un

cudadruplex, en el paso 1) el duplex Watson-Crick es un primer diplex Watson
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Crick, y en el paso 1) el nimero suficiente d‘e moléculas de Gnica hebra es 2,
aquellas moléculas de (nica hebra estdn en un segundo duplex Watson-
Crick, y en el paso 2) el cuadruples se forma de dichos primer y segundo
duplexes. Preferiblemente el paso 1) se lleva a cabo con las dos moléculas

de Gnica hebra que ya se encuentran en el segundo duplex Watson-Crick.

Un método para detectar un cuadruples, donde dicho comprende e! metodo
de la Reivindicacion 29 y ademas comprende un paso adicional 3 en el cual

el cuadruples es detectado.

Un triplex que comprende una sonda de Gnica hebra unida a un blanco de
écido nucleico de doble hebra, en donde dicha sonda comprende un &cido
nucleico heteropolimerico o un analogo de acido nucleico heteropolimerico, y
todas las tripletas de base de dicho triples son miembros seleccionados del
grupo que consiste de A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A, U-A-U, G-C-G y C-
G-C.

Un triplex de la Reivindicacién 31 en donde el blanco de acido nucleico de
doble hebra retiene sustancialmente se estructura doble helicoidad y el acido
nucleico o analogo heteropolimerico se encuentra en un canal de dicha

estructura doble helicoidad.

Un triplex de la Reivindicacion 31 en donde el acido nucleico y anéalogo

heteropolimerico cada uno tiene un contenido G-C entre 10 y 90%.

Un triplex de la Reivindicacién 33 en donde el blanco de acido nucleico de

doble hebra retiene sustancialmente su esctructura doble helicoidal y el &cido
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nucleico o analogo heteropolimerico se encuentra en un canal de dicha

estructura doble helicoidal.

Un cuadruples que comprende: una primera hebra que contiene una primera
secuencia de nucleobase; una segunda hebra que contiene una segunda
secuencia de nucleobases, en donde dicha segunda hebra esta asociada con
dicha primera hebra por ligamiento Watson-Crick; una tercera hebra que
contiene una tercera secuencia de nucleobases; y una cuarta hebra que
contiene una cuarta secuencia de nucleobases, en donde dicha cuarta hebra

esta asociada con dicha tercera hebra por ligamiento Watson-Crick.

Un cuéadruples de la Reivindicacién 35 en donde cada una de dichas cuatro

hebras es heteropolimericas con un contenido G-C entre le 10% y el 90%.

Un cuédruples de la Reivindicacion 35 en donde o (1) la segunda y cuarta
hebras estan alineadas en una direccién paralela tres prima a cinco prima y
el ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a reglas de
pareamiento de base homologa o (2) la primera y tercera hebra estan
alineadas en una direccién cinco prima a tres prima paralela y el ligamiento
entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a las reglas de pareamiento de
base homologas o (3) ia segunda y cuarta hebra estan alineadas en una
direccion tres prima a cinco prima paralelas y el ligamiento entre dichas
segunda y cuarta hebras de hace de acuerdo a reglas de pareamiento de
base homologas y ademas la primera y tercera hebra estan alineadas en una
direccién cinco a tres prima paralela y el ligamiento entre dichas primera y
tercera hebra se hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base

homologas.
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Un cuédruplex de la Reivindicacidon 37 en donde cada una de dichas cuatro

hebras es heteropolimerica con un contenido G-C entre 10% y 80%.

Un cuédruplex de la Reivindicacién 35 en donde o (1) la segunda y cuarta
hebras estan alineadas en una direccién tres prima a cinco prima paralela y
el ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a reglas de
pareamiento de base Watson-Crick o (2) la primera y tercera hebras estan
alineadas en una direccidon cinco prima a tres prima paralela y el ligamiento
entre dichas dos hebras se hace de acuerdo con reglas de pareamiento de
base Watson-Crick o (3) la segunda y cuarta hebras estan alineadas en una
direccién tres prima a cinco prima paralela y el ligamiento entre dichas
segunda y cuarta hebras de hace de acuerdo con reglas de pareamiento de
base Watson-Crick y ademds la primera y tercera hebra estan alineadas en
una direccidn cinco a tres prima paralela y el ligamiento entre dichas primera
y tercera hebra se hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base

Watson-Crick.

Un cuédruplex de la Reivindicacién 39 en donde cada una de dichas cuatro

hebras es heteropolimerica con un contenido G-C entre 10% y 80%.

Un cuadruplex de la Reivindicacion 35 en donde o (1) la primera y cuarta
hebras estan alineadas en direcciones cinco prima a tres prima y tres prima a
cinco prima antiparalelo, respectivamente y el ligamiento entre las dos hebras
se hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base Watson-Crick o (2) la
segunda y tercera hebras estan alineadas en una direccion tres prima a cinco

prima y cinco prima a tres prima antiparalelo, respectivamente, y el
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ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a las reglas de
pareamiento de base Watson-Crick o (3) la primera y cuarta hebras estan
alineadas en direcciones cinco prima a tres prima y tres prima & cinco prima
antiparalelas, repectivamente, y el ligamiento entre dichas primera y cuarta
hebras de hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base Watson-Crick y
ademas la segunda y tercera hebra estan alineadas en direcciones tres prima
a cinco y cinco prima a tres prima antiparale.la. respectivamente y el
ligamiento entre dichas segunda y tercera hebras se hace de acuerdo a
reglas de pareamiento de base Watson-Crick.
-.
Un cuédruplex de la Reivindicacién 41 en donde cada una de dichas cuatro

hebras es heteropolimerica con un contenido G-C entre 10% y 80%.

Un cuadruplex de la Reivindicacién 35 en donde o (1) la primera y cuarta

hebras estan alineadas en direcciones cinco prima a tres prima y tres prima a_

cinco prima antiparalelo, respectivamente, y el ligamiento entre las dos
hebras se hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base. homologas o (2)
la segunda y tercera hebras estan alineadas en una direccion tres prima a
cinco prima y cinco prima a tres prima antiparalelo, respectivamente, y el
ligamiento entre dichas dos hebras se hace de acuerdo a las reglas de
pareamiento de base homologas o (3) la primera y cuarta hebras estan
alineadas en direcciones cinco prima a tres prima y tres prima a cinco prima
antiparalelas, repectivamente, y el ligamiento entre dichas primera y cuarta

hebras de hace de acuerdo a reglas de pareamiento de base homologas y

. ademas la segunda y tercera hebra estan alineadas en direcciones tres prima

a cinco y cinco prima a tres brima antiparalela, respectivamente y el

32
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ligamiento entre dichas segunda y tercera hebras se hace de acuerdo a

reglas de pareamiento de base homologas.

Un cuédruplex de la' Reivindicacion 43 en donde cada una de dichas cuatro

hebras es heteropolimerica con un contenido G-C entre 10% y 90%.

El cuédruplex de la Reivindicacién 35 en donde cada base interactuante de
dicha primera hebra interactua especificamente con ambas la base
adyacente en dicha tercera hebra y con la base en dicha cuarta hebra, en

donde es |la base a la cual la base de la dicha tercera hebra se liga.

Un cuédruplex de la Reivindicacién 45 en donde cada una de dichas cuatro

hebras es heteropolimerica con un contenido G-C entre 10% y 90%.

El cuadruplex de la Relvindicacién 35 en donde cada base interactuante de
dicha segunda hebra interactua especificamente con ambas la base
adyacente en la cuarta hebra y con la base en dicha tercera hebra, es la base

a la cual la base de dicha cuarta hebra esta ligada.

Un cuadruplex de la Reivindicacién 47 en donde cada una de dichas cuatro

hebras as heteropolimerica con un contenido G-C entre 10% y 90%.

El método de la Reivindicacién 2 en donde dicho método comprende ademés

un paso 3) en el cual el triples es detectado.

El método de la Reivindicacion 29, en donde dicho método comprende

ademas un paso adicional 3) en el cual el cuadruples es detectado.
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El método de la Reivindicacién 49, en donde dicho método discrimina entre
una coincidencia perfecta por reglas de pareamiento de base, una no
coincidencia de un base o eliminacién, y una no coincidencia de dos bases o

eliminacién, entre el duplex y la molécula de Gnica hebra en el triplex.

El método de la Reivindicacién 50, en donde dicho método discrimina entre
una coincidencia perfecta por reglas de pareamiento de base, una no
coincidencia de un base o eliminacién, y una no coincidencia de dos bases o

eliminacion, entre los primero y segundo duplexes Watson-Crick.

Un método para detectar un triplex, donde dicho método comprende:
proporcionar un écido nucleido o anélogo de acido nucleico blanco de doble
hebra que comprende una secuencia blanco, en donde dicha secuencia
blanco contiene al menos una base purina y al menos una base piriminina;
suministrar una sonda que comprende un secuencia de acido nucleico o una
secuencia de andlogo de &cido nucleico; suministrar un agente acelerador;
<adicionar dicha sonda, dicha secuencia blanco y se agente acelerador a un
medio para proporcionar un muestra de prueba que contiene un complejo
triplex que comprende dicha sonda ligada a dicha secuencia bianoo. en
donde todas las tripletas base de dicho complejo son miembros
seleccionados del grupo que consiste de A-T-A, T-A-T, U-A-T, T-A-U, A-U-A,
U-A-U, G-C-G y C-G-C; imadiar dicha muestra de prueba con radiacién
excitante para hacer que la muestra de prueba emita radiacién fluorescente;
detectar una intensidad de dicha radiacién fluorescente, en donde dicha
intensidad esta correlacionada con una afinidad de ligamiento entre dicha

sonda y dicha secuencia blanco; y determinar de dicha intensidad una
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extension de coincidencia entre dicha sonda y dicha secuencia blanco ; en
donde dicho método es un ensayo homogéneo llevado a cabo sin
proporcionar un agente de extincién de sefial en dicha secuencia blanco o en

dicha sonda.

Un método para detectar un triplex, dicho método comprende: suministrar un
acido nucleido blanco o un analogo de acido nucleico que tiene una
secuencia blanco, en donde dicha secuencia blanco contiene al menos una
base purina y al menos una base piriminina; suministrar una sonda de doble
hebra que comprende o una secuencia de écido nucleico o una secuencia de
analogo de acido nucleico; suministrar un agente acelerador de hibridacion;
adicionar dicha sonda, dicho blanco y dicho agente acelerador de hibridacién
a un medio para suministrar una muestra de prueba que contiene un triplex
Watson-Crick que comprende dicha sonda ligada a dicha secuencia blanco;
irradiar dicha muestra de prueba con radiacién excitante para hacer que la
muestra de prueba emita radiacién fluorescente; detectar una intensidad de
dicha radiacién fluorescente, en donde dicha intensidad esta correlacionada
con una afinidad de ligamiento entre dicha sonda y dicha secuencia blanco; y
determinar de dicha intensidad una extension de coincidencia entre dicha
sonda y dicha secuencia blanco; en donde dicho metodo es un ensayo
homogéneo que se lleva a cabo sin proporcionar un agente de extincién de

sefial en dicha secuencia blanco o en dicha sonda.

Un método para detectar un cuadruplex, donde dicho método comprende:
suministrar un &cido nucleico 0 un anélogo de 4cido nucleico blanco que
tiene una secuencia blanco, en donde dicha secuencia blanco contiene al

menos una base purina y al menos una base piriminina; suministrar una

s



sonda de doble hebra que comprende una secuencia de acido nucleico o una
secuencia de analogo de acido nucleico; suministrar un agente acelerador de
hibridacion; adicionar dicha sonda, dicho blanco y dicho agente acelerador de
hibridacién a un medio para suministrar una muestra de prueba que contiene
un cuadruplex Watson-Crick que comprende dicha sonda figada a dicha
secuencia blanco; iradiar dicha muestra de prueba con radiacién citatoria
para hacer que la muestra de prueba emita radiacién fluorescente; detectar
una intensidad de dicha radiacién fluorescente, en donde dicha intensidad
esta correlacionada con una afinidad de ligamiento entre dicha sonda y dicha
secuencia blanco; y determinar de dicha intensidad una extension de
coincidencia entre dicha sonda y dicha secuencia blanco; en donde dicho
método es un ensayo homogénec que se lleva a cabo sin proporcionar un

agente de extincion de sefial en dicha secuencia blanco o en dicha sonda.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la
Decisién 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica
de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

e La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del derecho
de patente del inventor al solicitante o a su causante {Art. 26-k) Decision 486).

¢ La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de requisitos
exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de Procedimiento Civil.
Adicionaimente debera presentar el documento que acredita la existencia y
representacidn legal de la sociedad solicitante, cuando éste fuere una persona
juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para
que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de notificacién del presente
oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento
al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y perdera su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el nhumeral 5.2, literal e}, del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N® 10 de 2001.
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