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Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 482.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y reprasentacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de Ia solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efactuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser ol caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por
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& (57) Abstruct: A method of detecting a nuclele acid sequence in a genomie sample, Includes: providing the genomic sample

& bridization mixiure; irradiating tho incubated mixwre with radiation effectivo ta stimulato at least some of the labels to emit encrgy;
and delecting from a fluarescent signal whether the probe perfectly matches the warget nucleic acid sequence, whereln the detecting is

o completed within sixty minutes of tho hybridization mixture providing, and the method is conducted without denaturing and without
PCR amplifying the duplex nuclele acid. A kit for pmelicing the method includes the probe, the hybridization promoting agent, and
labels.
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TITLE OF THE INVENTION:
GENOMIC ASSAY

SPECIFICATION
BACKGROUND OF THE INVENTION

1.  FIELD OF INVENTION

The invention relztes to assays of genomic material, and mare particularly tv a method
anid & kit for detecting dupleax, triplex and/or quadruplex: hybridization of mucleic acids.

2. DESCRIPTION OF RELATED ART

'We have previously disclosed specifically bound Watson-Crick quadroplexes and other
specifically bound non-cemonical quadruplexes, triplexes and duplexes in, e.g., U.S. PatentNo.
6,656,692 and U).S. Patent No. 6,927,027, Those publications provide ample guldance regarding
the selection of appropriate hybridization conditions to obtain any of the various multiplexes
duoloudﬂ:cun.mdudmgpanﬂdmmﬂpnﬂdduplmmplﬂmmqmmpmm
mihehomolngousorWatnn—Gnckmoﬂf See also U.S. Patent No. 6,420, IIStoEnbonetlL ]
US. Patent No. 6403.313mmksisotﬂ.mdwpnndhgus P:lmtApphmmnPuhllmnon
No. 2004/0180345, published Soptember 16, 2004. k "o

mmmmmmnthmwmm

. -assaying ymeleic nr.idlwhhhmmmw, mbntt'mdrnhuh!c. i is plruonlnbvdq.h'odm:.._

mdomoﬁod&mdhhﬁﬂMSmlmmdnqmofmmnmp,les T g frther .
desired to provide means for direct detoction of nucleic acid sequm.mgmumemples
without amplitying the mucleic acid scquences. It is still further desired to improve the
senaitivity and mare acourately and relinbly identify the signal emitted by the binding reaction'af
Interest. . T
All refirences cited hercin are incarponsted herein by refereincs in their entireties.
BRIEF SUMMARY OF THE INVENTION

Accordingly, the Invention provides a method of detecting a nucleic acid saquence in a
genomic sample, said method comprising:

providing the genomic sample comprising a target nucleic acid sequence of a duplex
mucleio acid;

pmidingnprobuompri_xingnprohemldcmlduqm;

providing a hybridizstion mixture comprising the genomic sample, the probe, a
hybridization promoting agent and labels; '
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incubeting the hybridizetion mixture fo provide an incubated mixture comprising a
complex of the target muclelc acid sequence, the probe and the labels;

irradiating the incubated mixture with radiation effective to stimuledo at least some of the
labels to emit enargy; and

mm-nmmmummmmmm
acid sequence, to therely detect whether the nuclelc acid sequence is present in the genomic
sample, . .
whercin the detecting is comploted within sixty minutes of providing the byhridization
mixture, and the method is conducted without denaturing the duplex nucleio acid and without

 PCR amplification of the duplex mucleic acid.

Purther provided is a method of detecting 8 mucleic acid sequence in & genomio sample,
said method comprising:

providing the genomic llmpleoummx,l,mmutnuclucwld seqnanceofamgle
sh'lndedm'doublo-ltlmdednuclmcamd, .

mﬂmambemmhs-mhemldc-ddmm

pnmdmgnhybndmnlmmm'ammnnngﬂumm nmplq.'lheproba.-l.-:-.--
..lubtldmﬁmwomuth;apntmdhhh, ' " ; r
.- bm;ﬁehxhﬂmunmmmmdemmmmmm_pﬂmn i
_.wmplmqfﬁemmmdmmpmbemdﬁom o

m%gwmhhﬂwmmmmem:umﬂﬁnm&
hybridization mixture; and

detecting from the signal whether the probe perfiectly matches the target mioleic acid
sequence, to thereby detect whether the pucleic acid sequence is present in the genomic sample,

wherein the deteoting is completed within sixty minnies of providing of the hybridization
mmmm&ummmmmmwmmm
PCR amplification of the duplex mucleic acid.

Also provided is a kit for practicing the method of the invention.

BRIEF DESCRIFTION OF SEVERAL VIEWS OF THE DRAWINGS

The invention will be described in conjunction with the following drawings in which like
raferonce numerels designate like elements and whereln:

Figs. 1,2, 3,4 and 5 are graphs of flucrescent intensity against incubation time showing
the waxing and/or waning of fluorescent intengity over tims.

Moy
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

We have previously disclosed the specific binding of a heteropolymeric strand to duplex
nucleic acid end the specific binding of duplex mucleic acid to other duplex nualeic acid. Our
disclosure provides the means by which sequences of bases in naturally occurring duplexes may
be rendered specifically reactive to 8 sequence of bases in a third strand while remaining stably
paired in the dupleax, a previously unrecognized fact of capital importance. Ses, 8.g., U.S. Patent
No. 6,656,692 snd U.S. Patent No. 6,927,027. We have also discloged that heteropolymerio
nucleic acids (and/or their analogues) can specifically bind to each other by homologous base
banding as well as by Watson-Crick base intaraction, and that base bonding is not limited to
strands having antiparallel directionality relative to cach aother. Jd. Thus, hetaropalymerio
nuoleio acids (and/or their analogues) can specifically bind to each other with parallal or
antiparallel directionality, wherein the bases bond by homologous base bonding and/or Watson-
Cnnkbmbnndmzmh Our disclosure of binding motif preference of mcleic acids was
almlhrlyunmognlzedpevloulynndhﬂhndnofuplhlmpmhnen. All of the foregoing
"specific mphmhamdﬂvxmdw‘bhhlmgbemm mvm'oullngrudllymdnbb «
mmmmmmmdumﬂdﬂpmmmwmdﬂ:m v .
' Wehwepruﬂmlyd:ﬂuedthﬂmﬂmofﬁumbowlthlpobemm M

WM“&WWleﬂmhﬂmwmmmmofﬁeMm‘ -
bodsbﬂedﬁmbnﬁkgmmdsigmllﬁa Interhmoem'bukyomdnoha)by (2) increasing- . -
binding effinity or. swmdwbeuymmmmdpmw and/or (b) decreasing” * - -

binding affinity or signal strength of mismatched target and probe. See U.S. Patent
Application Publication No. 2004/0180345.

We now disclose several other parameters, including probe length, probe concentration,
target conoentration and Iabel conconiration, whose adjustment can achieve unexpected
beneficial affiscts.

Accordingly, the invention provides a method for assaying mcleic acid binding, whercin
gt least one of the foregolng parameters is adjustad for beneficial effect.

In addition, we now disclose a method that enables detection of a nucleotide
polymorphism in a genomic target, sach as human dsDNA, without amplification of the target.
Unlike sny other methods of which we are aware, the present method can be conducted in less
than sbxty painutes, and preferably iess than fifteen minutes, at a non-densturing temperature,

The invention encompasses the nse and/or formation of novel duplex, triplex and/er
quadruplek camplexes of micleic acids (and/or analogues thereof).
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Nuclelc acid strands have Inherent directionality. The conventional wisdom holds that
strands of opposite dircctionality, i.s., which are antiparallel in their arientation to one ancther,
form & duplex through Watson-Crick complementary binding of their respective bases. The
bonding together of probe and the target nmcleic acid sequence solely as two antiparallel strands
obeying Watson-Crick base pairing rules is therefore excluded from certain enbodiments of the
imvention,

Certain duplexes secording to the investion, on the other hand, compriss two strands of
mucleic acid (and/or nucleic acid analogues) hybridized in parallel relation to ane ancther,
wherein specific binding is either through homologous base pairing or Watson-Crick base
pairing. Conventional wisdom holds that such duplexes do not exist, or at least would be

. extremely unstable due to, e.g.,, backbone irregularities necessitated by the conformational
requitemonts of parallel base bonding.

vamurumpﬁaing is our discovery that.under sppropriate brybridization conditions, -

homologous bonding, preferably promoted and nlgnalod by YOYO-1, demonstrates specificity

: .Aauuedhu'em.them"wmd: mpw ‘omnplmeuluybmpnnng"
’ .mdﬂhlihmmtmddhdeﬂm:pedﬁcmﬁﬁrhdmoppomgmnﬂmﬂpﬂhd
muoleic acid and/or nucleic acid analogue strands via matched bases (., A:T; G:C and/or
A:U). In the context of non-canonical camplexes described herein, including parailel duplexes,
parallel and astiparallel triplexes, and parallcl and sutiparallel quadruplexes, terms like
“Watson-Crick base bonding” and “somplementary base banding” are intended to danote
bonding between A and T, A and U and/or G and C, bt not necessarily in the edgewise, plenar
conformation first described by Watson and Crick. In addition to the conventional binding
motif first proposed by Watson and Crick (the “W-C motif”), end conformetiona] varianis
thereof encompaased by the foregoing definition of Watson-Crick base bonding, the present
invention encompasses complexes formed by homologous base bonding. In homologous base
banding, bases bond specifically with identical bases rether than complementary bases. Thus, in
the “homologous motif”, homologous base pairs incinde A:A, G:G, C:C, T:T, U:U, and T-U.
The binding by the bases of nucleic acid strands is affected or conditioned by a number

of factors, particularly the binding potential of the strands pursuant to elther the W-C motifor
homologous motif; and ionic conditions (e.g., salt cancentration and/or type), Salty conditions

4

an stability rivaling that of Watson-Grick complementary antiparallel doplex. .+ +5*
. : mvmﬂonﬂwmwmpmu&nplumsmmnmdaofmelmmd(mﬂmu -~
e u-mﬁlﬂsmdnnalosm)hybmmdmmﬁpmﬂnbrdﬂnnmmmoﬂm wherein.specific-i.
;_..-bmdmpumud:homologouhmm Vir oo e C e
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tend to favor the formation of Watson-Crick bonding over homologous bonding. Homologous
motif quadruplexes are favored over W-C motif quadruplexes under identical buffer conditions,

Bach strand in a complex of the invention can comprise any sequence of micleobases
and/or nuclecbasc analogues, provided the mcleobases are related to the nucleobases to which
they are to specifically bind by either the W-C motif or the homologous motif. Contrary to
certain teachings of the priar art, the target and probe need not be homopolymeric to achieve
binding, even in the case of triplox or quadruplex formation. Thus, in certain embodimenats, the
probe nucleobases are arranged in a heteropolymeric probe sequence of interspersed purines and
pyrimidines, and the target mucleobases are arranged in a target sequence at least partially
complomentary or partially homologous to the probe soquencs. For example, the probe
sequence can contein 25% to 75% purine bases and 75% to 25% pyrimidine bases in any order.
Complexes of the invention can firm from heteropolymeric sequences, which as defined herein,
mmuqumomhmlngdlmstmpminenmlmbmorpmnemﬂoguamdatluﬁm
pyrlmdmsnucleobue orpymudmemnlominntlnstﬂwlrhybﬂd!msmm Such
Wﬁmﬁom&pﬂﬂhﬂmm&mmmsmm

"ot OthunudwhlummﬂulhblaﬂrmmﬁnmvmmAq,mMemgddof

nqmrﬂ]ymgbnu,whnh haye spw:ﬁch-&'lckandlu homolomlb:hdhh
Iﬁﬂh&lh@ﬁﬂ‘bﬂl&! st S OPES L T . . ] wik ALY
.. In ,addition to - dlq)lms.mplmloftho.hvmﬂon nllo include triplexes and

=._qul¢uplmwhmoppmm3m1ymai&mdsmﬂnhdbywwdh3@ﬂnk

30

complementary bases crhyhomolngnusbuus.andﬂmrnln_hved:mllnyoﬂhnbmd
sequences is parallel or antiparalie] to one encther.

A probe strand can specifically bind in the major or minor groove of a double-stranded
target. Further, the bases of a single-stranded probe can interact specifically with bases on one
or both strands of a double-stranded target. Similarly, the bases of each strand of a double-
stranded probe cen interact specifically with bases on one or both strands of a double-stranded
target in quadruplex complexes of the inventicn., Thus, in certrin triplex embodiments of the
invention, at lsast one base of the probe is bonded to at least one base or base pair of the targst
by Watson-Crick complementary bage interaction and/or by homologous base interaction, such
that the complex is a triplax, and in certain quadraplex embodiments of the invention, at least
one base of the probe is bonded 1o at Jeast ane base or base pair of the target by Watson Crick
complementary base interaction end/or by homologous base interaction, such that the complex is
a quadrupléx.
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In certain triplex and quadruplox embodiments, each micleobase binds to one or two
other mecleobuses. Thus, in addition to the traditional duplex Watson-Crick base pairs and the
duplex homologous base pairs described above, such embodiments includas the following
Watson-Crick base binding triplets: A:T:A, T:A'T, U:AT, T:AU, AUA, U:AU, GC:G

5  andlor C:G:C (including C*:G:C, and/or any other ionized species of bese), and/or the following
homologous base triplets: A:A:T, T'T:A, U:UA, T:U:A, A:A:U, U:T:A, G:G:C nd/or C:C:G
(including C:C*:G, and/or any other ionized species of base).
Thus, in certain quadruplex embodiments wherein the probe is defined as & duplex of
first and second antiparalle] strands associated by Watson-Crick base pairings, and the target is
10 defincd as a similarly structired duplex of a third and & fourth strand, it is believed that the bases
of the first and third strands also bind to each other, in addition to: (s) the binding between
opposing bases of the first and second strands; (b) the binding between opposing bases of the
ﬂlhdmdfumh-mﬂumd(c)ﬂ:ebindh;bmwgbmoﬂhnmndmdﬁmﬁ
strands. ¥ '
15 v In certain embodimenty;of the triplex-and quadruplex structures ofthemvml:lm.-no a
siva, bmdlngsoqummofhsuslsmnﬂxuouswﬂhmothcbhdmgsequmeeofm Thatis, there -
. My i gre at least three aq:dmc-ltrmds Aithough-folded conformeations and thnhkb’(a:gi,hhn_kﬁn
. turns, -cts.)’ aro. within-the-ecope. of the invention (particularly but oot limited "t RNA. -
. interference -bodxmmts. whm-‘hnrpm design hnbemﬂnmdtobudvunﬂgmﬁmuuﬂng

120 5.1y mﬁmmbmdmmﬂmﬂwmh-&wkduplmbmdhgommm—mﬂmf L

etal,, “An epi-allolic series of p53 hypomorphs created by sieblo RNAi produces distinct tumor
phenotypes in vivo.” Nat. Genst. 2003 Mar; 33(3):396-400), folded portions of a singlo strand
do not make the strand count more than ence toward the minimum of thres separate strands.
Complexes of the invention preferably do not rely on Hoogsteen bonding (including
25 reverse Hoogateen bonding) or G quartets for maintenance of the complex structure, although
Hoogstoen bonding (inoluding reverse Hoogsteen bonding) and/or G quartets may be present.
That is, complexes of the Invention are preferably substentially free of Hoogsteen bonding
(including reverse Hoogsteen bonding), and substantially free of G quartets.
Bach strund of the complex independently comprises & nucleio acid having a decxyribose
30 phosphate or ribose phosphate backbone (e.g., DNA, RNA, mRNA, lnRNA, rRNA, tRNA or
¢DNA) or 2 nuclelo acid backbono or base analogus. Preferred mucleic acid analogues contain
an uncharged or partially charged backhone (Le., & backbone having a charge that is not as
nogative as a pative DNA backbone), and include, e.g., PNA send LNA. Certain embodiments

)|



10

15

25

30

WO 2006/033088 PCT/IB2005/053162

wlF
ey ullﬂvamollrmmuﬂmofﬁemwldndda Bizmplesaf these canditions lndmdhnd:ﬁrh

are free of PNA. For increased stability, probes can be provided in a phosphotriester form, to
inhibit degradation during use.

Unlike certain complexes particularly associated with PNA, triplexes of the invention do
not depend upon & strand invesion mechsnism,

At least a portion of the complex ia isolated, purified, artificial or synthetic.

In embodiments, a partion of the complex is a PCR amplified product. However,
preferred embodiments of the invention are fres of PCR mmplification and products thereof.

The complexes of the invention can bo preseut in solution, an & solid suppart, iz viire, in
vivo or in silico. The solid support can be electrically conductive (e.g., an electrods) or
non-conditative. In certain embodiments, the solid mppart is a silver island film or other
material that takes advantage of flucrophore-metal interactions to enhance sensitivity, as taught
by Aslan et al., Metal-enhanced fluorescence: an emerging tool in bioteclmology.” Current
Opinion in Biotechnology 2005, 16:55-62. In addition, the complaxes can bo optically mapped

onqumedlﬂubdngelmmd,utmghtans ‘Patesits Nos. 6.147 198 and 5 720,92810
.- Schwartz,. .-.'.'u . i vose S
Spedﬁubhﬂngbummmqlmclddnmmundnlmdemdvufemd:ﬂmshavmg.-

mmm hmpumnttebnm slectrigtatic: strenigth, -buffer comiposition nd.

applying them are known in thegrt.: - - e e Co e,

el Wehnepw:qslydudoudemd:ﬂmpmﬂnbcmhbleﬁ:rmdhgwumquo-' .

and specific complexss, in the conteat of nucleic acid analysis and otherwise. See, o.g., US.
Patent No. 6,656,692 and U.S. Patent No. §,527,027. We now further elaborate upon our

Unlike many Hoogsteen-type complexes, which are unstable or non-existent at pH lovels
shove shout 7.6, the complexes of the invention are stable over a wide mnge of pH lovels,
preforably from about pH 5 to about pH 9.

As shown in the Examples described below, we have unexpectedly discovered that
econamies of genomic target material handling can be achioved without coanmensurate sacrifice
in assay gignal, Thus, it is surprisingly possible to reduce the emount of genamic target materisl
in the inventive assey without cansing a proportionats decrease in the specificity or sensitivity of
the assay. In some ceses, reducing the amoumt of genomic material appears to increase the
specificity and/or sensitivity of the assay. Simllarly, under some conditions reduced amounts of
hybridization promotors or labels result io enhanced signal emission.
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Without wishing to be bound by any thearies, we have & possible explanation for this
phonomenon.  Wo believe that thero arc at least two opposing constralnts that dictate the
optimum number of labels intercalated in a complex. Ths intensity of fluarescence emitted by
the complex increases with the mumber of labels intercalated therein, However, the number of

5 labels per complex is limited by the number of sites available to the labels, and perhaps mare

importantly, by the mutual charge repulsion betwoen proximal labels. Thus, if a saturation label
to complex (or target) ratio were achieved, adding additional target to the system would be
expocted to reduce the ratio below the seturation point. Bach complex would thea includs less
than the maximum number of labels, resulting in reduced flucrescence per complex. Reduced
10 fluorescence per complex can resnit in an overall reduction in fluorescence (when the increase in
tho number of fluorescant complexes is outwelghed by the reduction in finorescence of cach
complex), or an increass in flucrescence Jess then proportionate to the increase in the mmnber of
" complexes (when the increase in the number of fluarescent complexes outweighs the reduction
in fluorescence of each complex). We further believe thet duplex DNA acts somewhat to shield
15 . charge repulsion betweean intercalated labols in the minor groove of the duplex- and:those. . -
i . ... Glustered near the third strand:ar duglex probe creating the oppartimity for'’a hypér-dezise labef - . ¢
an» ¢ movncentration-in-theroomiplex.. Fhove labels are:fhen beligved to Tnteract-when radiated-on .
w4, ; donoredondr energy migration mpdel beoause of'ihmrpmxmty Seo; o.., .S, Patemt No: -
.. . 6,911,310 for additional infarmatlon regarding donor-to-donor energy transfer systams.* . . -
=20 .+ ¢ Wohavealso obsarved that some labels, sk as thw imtercalator YOYO-1, are capsble 6F -
varlous intensitles of emissions, depending oirthe structure of the complex into which they are
intercalated, This may be because they are quenched by hrydration. It may be that the triple-
stranded structure, when fommed, provides an ephanced dehydrated environment for the
intercalated labels over that existing when intercalators inhsbited the duplex prior to the

25 approach of the third strand which binds to form the triplex. It may also be that the thrmation of
a triplex stabilized by intercalated labels may cause local DNA collapse, which in turn
contributes to yet greater dehydration of the labels and yet grester emissions from those labels,

The following lenguage is used herein based on the foreguing undersianding of the
nvention,

30 A complex saturating amnount of label {5 & concentration of labal at least sufficient to
achieve a maximum in a graph of fluorescent intensity against label concentration at a fixed
nucleic acid concentration.

A target saturating amount of probe is a concentration of probe at least sufficient to bond
to all targets in the hybridization medium. This theoretical value may be edjusted based on
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experimental dats (e.3., titrating the probe in a hybridization mixture of fixed terget
conceatration). Tn practice, the theoretical value my not be identical to the empirically darived
value, dus to factors liks self-binding of the probes, non-specific binding to tha substrate, etc.
The expression “target saturating amouni™ as used herein refers to the empiricalty derived
5 ° smount unless gtherwise stated.
The target saturating amount of probe can aiso be axpressed as a probe to target ratio.
This retio is preferably about 1:1 to about 1071,
" Theabsotube concentratians of probe and Iabel in the hybridization mixture are genarally
selected based on the suspected concentration of target in the mixture. The inventive assay is
10 extremely sensitive, thereby obvisting the need to conduct PCR amplification of the target. For
exampls, it is possible to assay a test sample having a volume of about 80 microliters, which
couteins about 19 yoctomoles of luman genomic target and about 3.2 pmoles of probe.
Embodiments of the invention are: sonsitfve enough 10 assxy human genomic targets at a
concentration of 2.4 x 10" M, proferably at i conoentration of not more than 2.4 x 10” M.
15...-." rEmbodiments of the invention are sénsitive enough toxemploy probes at & concentration:6f4 x « *
¢.. = 107M; preferably st a concentretionpf pof mure than-x 104 M.. ft should go withorit-siying -
v hatthe foregoing values sire not intended-to suggest-that the method cannot detect Higher o © .
. -v4 lowerconoentrations of target or that the probe-concéntration cainot be higher or lowet. v - :. &
.+ wi.ns. Inpartioularty prefirred embodiments; ynamplified genomio targets can-be detected at +-.11-
‘20.: - their hativé'concentrations. Thé inventive assajris sensitive efough to detedt single niioleotids - -
polymorphisms (SNPs) and/ar mualtiple nucleotide polymorphisms in hluman gezomic samples
weighing 4 ng to 75 pg, which contain approximately 604 coples to 11 copies (1.3 x 101" M to
24 % 10°M in an 80 pl hybridization mixture) of the nucleic acid target sequence, Thus, in
cartain embodiments, the assay if carried out in a reaction mixture of 80 pl is conducted on &
25  genomic sample containing loss then 700 copies of the target nuclolc acid sequence, and
preferably about 150 to about 300 copics of the target nucleic acid sequence (sometimes refeared
to hereinafler ag “the target”). Similarly, in an 80yl reaction mixture we have detected a
characteristic sequence present in 5 copies of Bacillus globigii target nucleic acid.
The targets need not be pertially or completely purified to achieve such seusitivity. In
30 preferred embodiments, e biological specimen is obtained from an organism or cell, and 8
genomic sample is propared from the specimen by lysls or digesting or removing at least &
portion of (and most preferably substantially all) non-ouslalo acid materis!, such as histones snd
the like, from the DNA. Saitable sources of ganomic material for use in the invention include
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but aro not limited to eukaryotes, plants, animals, vertsbrates, fish, mammals, nmans, microbes
Optionally, genomic DNA in the genomic sample can be amplified by a multiple
displacement amplification method, prefirably that disclosed in U.S. PatentNo, 6,617,137 B2 o
Dean et al., wherein denaturing conditions are avoided.

Whils cartain prior assxy methods require the DNA of the genomic ssmpleto be digested
to facilitates access to the target nucleic acid sequence(s), the present invention enables the direct
detection of target nucleio acid sequence(s) that constitutc an infinitesimal portion of the
camplete genome without requiring the ganomic DNA. to be segmented into amaller sequences.
Thus, the present invention can detest target nucleic acid sequences when the genomic sample
comprises a genomic target that Is not fractionated or is only partially fractionated. In certain
cmbodimenty, the genomic sample comprises st least 1%, proferably at least 10%, more
preferably 100% of a completo genome. In cortain embodiments, the target nucleic acid
lequmanbedomﬂedhammieuqmmmthﬂkhlmpm&nblymﬂms%

Proferred target nucleic acid sequences are 8 to 200 bases in length, more preferably 15 to 30
bases in length. The target mucleic acid sequence can be mamplified genomic material,
amplified from genomic material or synthetic. Thoe target micleic acid sequence can be all or
part of the genome of the organizm or cell from which the genomic material was extracted, or
can belong to a pathogen present (or previously present) in the organism or cell. Thus, the
Invention is not only suitable for diagnosing genstic mutations, but also for detecting nucleic
acids of pathogens that infect & host orgenism or cell.

The assay of the invention is also suitable for detncting non-genomic targets, such as
cDNA, particularly for the purposes of screening cDNA libraries.

The assay can detect the presence of one or more targets using one or mare probes, The
use of a phirality of different probes to detect a plurality of differen targets is particularly uscful
for detacting haplotypes. .

'Waé have previously disclosed thet probes are preferably 2 to 200 bases lang, end more
" preferably 5 to 30 bases long, end can be single or double-stranded. Since then, we have

10
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.. long.* Accordingly, the longth-of the :genomio. material containing the target-nucleic acid ' .-
:wr  soquenceisnotandssayiimiting Sctor- Prefirably, the target nucleio acid sequance is isinglo. -+
.+ =. - or double-stranded: genemie material having.x length from 8-bp 1o 3.3.X:10° bp long.r -+ %

: Targetoucleic.acid sequence length'should. proferabily be sufficiently long that thoterget. + .
nucléic acidsequence is-upique:in:thé-simple (although & plurality of non-umicquej.ahirter, " -
© « soquences withiri &:gendmeican bémbuqiqmly.iduﬂfypmpuﬁu of the genome).

)5
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unexpestedly discovered ways in which probe length can be adjusted to increase the sensitivity
end specificity of detection. For exemple, in the systems described in the Exemples, 25-mer and
30-mer probes outperformed 15-mer and 20-mer probes, with 25-mer probes sometimes
providing the greatest sensitivity and specificity when detecting the presence of a SNP is the
objective. Accardingly, triplex forming probes may be optimally specific for SNP detection
whmzs-mulmgwhichdiﬁusﬁnmduplmﬁ:rmhgmobuwhinhmopﬁmﬂwpeniﬁcﬂr
SNP detection when they are shorter rather than longer.

Without wishing to be bound by any thecries, we offer a possible explanation for this
phenomencn. Assuming, for example, that labels are able to bind within the minor groove of a
probe-target complex et sites scparated by 11 bases, we would expect & 25-mer pmbe-tﬂrget
complex to have 2 minor-groove binding labels per complex, while a 15-mer probe-target
complex would be expectied to have only 1 minor-groove binding Iabel per complex. This
might explain why a 25-mer probo would outperform a 15-mer probe. The 30-mer probe-terget
complex would be expected to have the satne number of minor-groove binding labels as the 25-

.mer probe-target campilen (2 labels);but the 30:mer probe.wonld pot’ bens ‘senbitive‘to. - -
. nucleatide polymporphisms, since flucrescent intensity is-correlsted with binding affinfty; and ¢
‘bebe mismatch would be more destabilizing to-n. 25-mer than 15 '30-mer. - - -~ 8 p e &

r~ iy 2+ pAnalemnative theory assume thit the Iahelsare mutually repulsive as o firit finction of -7+
. distance (F1)-and that the labels arp capable of aphancing the fluorcscence of adjacent labeld, *:* *
-+ . +(@igy vig FRET,  fluorescent :resonance energy: transfer or via DDEM, donor:donds énergy-' © =
migration) s & second function of distance (Fy), wherein F is inversely releted to F;. There
may be a concentretion or range of concentrations of charged labels, which allow maximum
intercalation of the probe:target complex and muximumi FRET-like amission or DDEM. It Is
possible that the addition of the probe to the target can provide additianal intercalation sites for
the labels, but the mumber and location of such sites are constreined by mutual repulsion
between the labels. Thus, probes below a certain length (which we expect will vary somewhat
depending on the nature of the probe, target, labels and egvironment) might not provide
adequate shiclding of the mutuaily repulsive charges of proximal labels, and/or might not
provide fiuvorable sites for FRET-like or DDEM interaction between labels in the minor groove
or intercalated between bases of the target.
For example, assume that [abels are able to intercalate overy 20 bases throughout the
double-stranded target, and that the distance between these labels is too great to support FRET-
like or DDBEM interaction. If FRET-like or DDEM interaction does occur bstwoen such
intercalated labels of the target and labels associated with the probe (e.g., by binding in the

11
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minor groove, imtercalating between probe and (arget bases, otc.), alignment of the probe-
associated labels with the target rssociated labels would be most likely fivr longer probes. Probe
'sm:ofmﬁdmtlmgthmﬂluwamﬂieimtmbuoﬂhelabelstomhmmm
proximity to onc encther that encrgy transfir of energy migration between the labels can
enhance emiasion from the probestarget complex and hence detection.

Accordingly, puobesoﬂhclnvmhonmplﬂ'ulblymgb-atrmdednuclmnmd:m
nucleic acid analogues of 15 to 30 bases in length, wherein discrimination of the signel from
background signals is maximized by energy transfer or energy migration between or among
intra~target intercalated labels and probe-target intercalated Inbels. More preferably, the probe
has a length optimized for energy transfer or energy migration. Preferably, the length is greater
than 15 bagas. Still mare preferably, the probe is 20-30 bases in length,

Suitable probes for use in ths inveative assay inolude, ©.g., sSDNA, RNA, ssPNA, LNA,
dsDNA, dsRNA, DNA:RNA hybrids, dsPNA, PNA-DNA hybrids and other single and
double-stranded - ‘nuclelc aclds' end npucleic acid analogues comprising uncharjed,

analogues in whole-or.in part. Inounhunbodmuh.ﬂmlmgﬂmfﬂwpmhmhewb
mmhlhelengﬂ:of:ﬂmhrget_ ALl D Lrra T . T R TR

- Probes ofﬂxunm:hdn-mpmﬁnhlyufnwmmdshbleﬁrm Accardingly, - -

. pmbumnbemndsm'orduedhlqnqunﬂdemdm - S

. In certain-embodiments of the inveition, blocking probes ean‘beusedlnlddiﬂontothn
probes intended to bind the target nucleic acid sequence. See, e.g., U.S. Patent No., 6,110,676.

The probe and target are hybridized In the presence of 2 hybridization promoting agent
(HPA). HPAs are generally ions that have been found to improve the specificity and/or slecrity
with which the assay can be performed. Wo have also found that HPAs can bo used for
extended duration assays to stabilize the intensity of fluarescence emitted from control samples
containing probe ar label. Suitable HPAs include, but are not limited to, cations of (CHa)¢NCl,
(CHy)N-HCI, NaCl, NagSOy, Na;HPO,, and (NH):S04. Preferred HPAs include the water
structure-making substances (i.c., kosmotropes or knsmotropic agents) disclosed in U.S. Putoat
No. 6,783,932 B2 to Fresco et al.

The benefits of the use of one or more HPAs in a reaction mixture and the best
concentrations for use under any selected assay canditions may be determined experimentally
using the present disclosure as a guide. Preferred concentrations for selocted HPAs include, but
are not limited to, the following: 50 to 80 mM NaCl, 10 to 60 mM NeaSO4, 50 mM NexHPO,,
125 to 250 oM (NHxS0, 30 mM Trimethylsmmoninmchloride {or trimethylamine

12

- partially-charged, sugar: phasphate ind/or:peptide. backbones-in whale-or “inpart-or-bags: i+
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hydrochloride), 30 to 52.5 mM tetramethylsmmoniumchloride (TMA~CI), each added scparately
ar 50 mM TMA-CI in combination with 10 to 20 mM NaCL U.S. Patent No. 6,783,932 B2 to
Fresco et al. teaches the use of much higher concantrations of kosmotropes to stabilize trfiplexes
based on polypurine sequences. While such higher concentrations are within the soope of the
present invention, they are not required to stabilize the specific heteropolymeric triplexes and
quadruplexes of the present Invention. '

In certain embodiments, the HPA is also a fluorescent label. In such embodiments, the
use of a non-HPA Iabel or additional HPA-labels is optianal. HPAs additional to the HPA-label
are also optional, Tho HPA-Jebol is preferably an intercalating label, more prefirsbly a dimeric
cyanine dye, and evan more prefirably YOYO-1. .

The labels of the invention (whether functioning solely as markers, solely as HPAs, oras
HPAs and markers) are preferably intercalating fluorophores, Prefierred labels are members
sclected from the group conslsting of YOYO-1, TOTO-1, YOYO-3, TOTO-3, POPO-1, BOBO-
1, POPO-3;, BOBO-3, LOLO-1, JOJO-1, oyanins dimers, YO-PRO-1, TO-FRO-1, YO-FRO-3,

with nucleio acids, such as thoso described in U.S. Patants Nos. 4,883,867 (Lec), 5,582,977

* (Yue et al), 5,321,130 (Yue et al), and 5,410,030 (Yuo et al), including nucleic acid stains

commescially availabls under the trademarks TOTO, BOBO, POPO, YOYO, TO-PRO,
BO-PRO, PO-FPRO and YO-PRO from Molecular Probes, Inc, Bugens, OR. Ofthese, YOYO-1
(sometimes referred to herein s “YOYO") is the most preferred.

Non-intercalating Iabels are also suiteble for use in the invention, Prefesred examples of
such labols include biotin, thodamine, flucrescein, end other labels or Iabel pairs that by
fhuorescence or the absence of fluorescence signal whother they are bound in a target/probe

The invention firther encompagses the use of labels that emit non-fluorescent signals.
Such Iahels inclide lominescent agents, scattered-light detectable particles (see, e.g., U.S. Patent
No. 6,214,560 to Yguarabido et al.), magnetic labels (sce, e.g., Chemla et al. “Uliragensitive
magnetic biosensor for homogencous Immunocassay.” Proc Netl. Acad. Sci. U.8.A. vol. 97,
14268-14272 (2000)., otc. In certain embodiments, the labels are those disclossd in U.S. Patent

13

. TO-PRO-3, TQ-PRO-5, PO-PRO-1, BO-PRO-I; PO-PRO:3, BO-PRO-3; LO-PRO-1, JO:PRD:
s .ee -3, Cysnine monomers; ethidiim: broniide;-ethidiim homodimes-1; ethidium homodimen-2, : -*:.
..’ ethidium’ -derivatives;:acridifis; (acridine--6range, acridine: derivatives, -ethidiuo-giridine -
.. wu, *hoterodimer, etridhm monnezide, propidium jodide; SYTO dyes, SYBR Green 1;SYBR dyes, -
Pioo Green, SYTOX dyes and 7-aminosstinomyoin.D. -Most preferably, the labels are cysnine *.*".
* dyes or hamo* or heterodiptersof Gyaning-dyes that give enhanced fluoresdence when asSociated :

¢!
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No. 5,939,256 to Yamamoto et al., which cause a detectable change by reaction or interaction
with the complex itself, or which are mutually inmteractive in the presence of & multiplex helical
structure, thereby cansing a deteotable change. In certain embodiments, the labels are redax sets
(e.g., redox pairs) of two-part probes, es discloged in U.S. Patent No. 6,361,942 B1 to Coull of
al. In cartain embodiments, the labols are quantum dots.

It is also within the scope of the invention to use labels adapied for fiuorescence
enisotropy methods of detection, such es disclosed by US. Patent No. 5,593,867 to Walkeretal,

In certain embodiments, labels are not required. For example, hybridization can be
detected by dawing the hybridization complex through 2 nanopore, applying an olectric field,
and monitoring the nanopaore for ourrent changes, as disclosed in U.S. Patent Application
Publication No. 2003/0099951 Al to Akeson et al.

It is also posatble to detect differences between melting profiles of aimilar complexes to

determine whether the complexes are identical. Sce, e.g., U.S. Patent Application Publication
No. 2003/0157507 Al to Lipsky et al. In such embodiments, minar groove binders csin alao b8+ * ¥
- - -ysed to.level the melting termperaturessef probes, so that ‘they exhibit corparabls- b]ndin;‘-':
,m«&mmMthmmummm SeaU:S:

. Pateat No:,6,683,173-B2 3o Dempcy ct al. .. R P R

:..5oa = . The:label, probe,mbnt.andxHPAmedmbmedwmvﬂcﬂmhybndmhmm

W]

20 '|-_ ”

30

information sbout the target may be obtained if the order of addition to reaction mixtures is
varied and the label omissions monitored and compared. For example, the HPA (and/or
HPA-label) can bo added to & sohution which already contains the multiplex to bo stabilizsd, o
can be added along with ane or more strands. Moreover, the components of the hybridtzation
mixture can be in the form of discrete compounds or composttes of the otherwise individual
components. Examples of such composites includs, e.g, HPA, HPA-labhel and/or label
covalently bonded to or intercalated within the probe and/or the target. In certain embodiments,
the composite can be an “oligonucleotide-quencher-fluorescent-dye conjugate” of the type
disclosed in U.S. Patent Application Publication No. 2004/0081959 A9 to Reed et al. Such
embodiments can further comprise the minor groove binders (MGBs) of Reed et al. The MGBs
of Reed et al. are also suitable for addition as discrets components of the hybridization mixture,
and are expected to facilitate multiplex formation without increasing background noise from
non-specific fluorescenco. Seealso U.S. Patent Application Publication No. 2004/0058322 A1
to Hegpeth et al.

14
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: -'-!P".B'J!“h-m! additional components, such, 63 water, st.least one buffer, etc.’ The- crderof™ .
-addition of theicompenents<o he hybridization. mixture need it be critical; but sigtfficant’" *
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The order of additlon of components to the kybridization mixture cen be significant in
certain embodiments. However, we have not found that the onder of addition need be so
significant as to render the method inopersblo under any specific arder of addition. Rather, we
have found that altering the order of addition can identify a prefirred order of addition, which
results in improved remuits relative to lass preferred onders of addition. For example, we have
unexpectedly discovered that adding the target nucleic acid sequence (e.g8., contained in the
genomic semple) to the hybridization mixture last can result in enhanced specificity and
sengitivity. This is particularly surprising considering that adding the label to the bybridization
auxture last is more prefirred for certain other embodiments.

The order of addition can also be significant when some or all of the components are
electrically pre-treated in accordance with the teachings of our earlier U.S. Patent Application
Publication No. 2003/0170659. For example, a buffered solution might be electrically
pre-treated before combining the probe with other components to form the hybridization

mixture. " Electrical pre-treatment can ephance the sengitlvity and/or specificity of the assey. * -

. o= 'Ihel_:yhridi:hﬁnnhi:mn‘-em:ybehbu&dndwﬁrapuiodofﬂm&tﬂ-alloiv-hybﬁdlulion'-*;". :
~ .-, . 40 ocour. 'Incubation.is conducted-over-a-period. of fime Jess than 60 mimutes, preferably.less * <=

insufficient to denature the  double-stranded target nucleic acid sequence, and explicitly
encompasses temperatures at least as high as 40°C. Temperatures sufficient to denature the
target are not preferred as they add cost, delay and unnecessary complexity to the method.
The hybridization mixture s irediated with coherest light preferably st or near the
wavelength of maximum excitation of the label after incubation and then monitared for
flvorescence if the hyhridization mixture contains a flucrophore. Far YOYO (i.e, YOYO-1),an
excitation wavelength of 488 nm is preflared. It has been discovered that the power density of
the light irradinting the test sample is importent, and should preferably be set to deliver about 84
W/em?/sec mdiation when the fabel {s YOYO-1. Unduly high power densities, whether
delivered from lasers or bright light sources, can not only abolish the assay, but also damage the
reagenty yuch that the teat sample cannot be subsequently assayed using appropriately powered
radiation. This Is so becauss YOYO-1 can act as a photocieavage agent if suitably stimulated.
Lasers are the mast preferred radigtion aource. Ingtruments powered by “bright light™ sotrces,
such as Xenon bulbs, that generate pulsed ar continuous bright light, even If subsequently

15

. +: than 15 mitmtes,more preferably not mre than 10.minutes, even-more preferably-bout 5+ .-
- miriytes, or-lpss, most prefirably: I' ministe ‘ar déas:~ Incvbtion is preferably condueted-st-ar - -
o non-denaturing tamperature, and more preferably s conducted at tamperature(s) within the range*- i
20 ; of20.0¢4PIC: As.used herein, the tirm “nob-denisturing temperaturs” refs fir & tempertitiurs. - * -

L
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filtered, are less suitable to carry out the assay using YOYO-1 end generally genersie
unintelligible results. Filtered “bright light” is not equivalent to laser stimmlation. Very low
watt power photo diodas, such as that prosent in a Tumer Design “TD" Picofluor instrument,
powered by 4 AAA batteries, can be used to carry out the agsay to measure YOYO-1 flucrescent

One or more different light sources can be employed to irradiste the labels. Irradiating
'the labels with a plurality of beams of light of diffvent wavelangths is particularly usefhl where
labels having different excitation characteristics ere employed. For exampla, laser Light of 488
tun can be applied to excite YOYO-!I labals targeted to detecting one target sequance while laser
light of anather wavelength is applied to excite other Isbels present.

T an alternative embodiment, the specificity of tho asssy can be improved by digesting
sny duplex in the hybridization medium that might otherwise generato a non-specific signal.
Duplex target in the triplex is protected from digsstion, as tanght by U.S. Patent No, 6,458,540
Bl to Ramberg. - Tolun et al,, “A_ real-time DNase assay (ReDA) based on PicoGreen'

- .fluorescence.” Nucleic Acids Res. 2003:30p.15;31(28):e111 shows that interéaluiors induplex.c.~ "
* .- o, poed npthalt digestion, whirees intercalstion and-stabilization of triplex DNA may:. < .- :

. - > he-ignal.emitted from the hybridization madium:. This sttp upmunboﬁ:dmﬁuﬁnm‘

20
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..+ probe-targetcomplexes. hnﬁnbly,mmnpmpmumemoﬁpol}uhmmlﬁ
'-:.-sqputu'llughth:s PatentiNo..5,599,667..~ --: 14, -, . R AR
mw&uﬂmmmhmmnundmormmﬁmufmhbdmmnﬁu
being irradisted ape or more times. The signal measured is preferably the finarescent infensity
emitted from the hybridization mixture. In such embodiments, the binding affinity between the
probo end target can be directly or inversaly corvelated with the intensity, depending on whether
the label signals hybridization through sigaal quenching or signal emission. Thus, the
fluorescent intensity generated by infercalating agents is directly correlated with probe-target
binding affinity, whereas the finorescant intensity of embodiments employing non-intercalating
fluorophores covalently bound to the probe msy be inversely correlated with probo-target
binding affinity. In certain embodiments, the flucrescent intensity increases (or decreasos for
non-intercalators) along with the extent of matching between the probe end target, preferably
over a range inclusive of 0-2 mismsiches snd/or deletions, more preferably over a range
inclusive of 0-3 mismaiches apd/or deletions.
Embodiments of the invention comprise calibrating the measured signal against
reference sigaals to dm;ninewheﬂwthewobeiupufnctmmh for the target nucleic acid

186

wi £3e b -0 i In cestain embodiments of the invisntion, n separation step iscondusted priortd detecting. - :o°



10

WO 2006/033088 PCT/IB20053/053162

sequance. A calibretion curve can be generatnd, wherein the magnitude of the measured signal
(e.g., filuarescent intensity) is a finction of the binding affinity between the target nuoleic acid
sequanco and the probe. As the binding affinity between the target mcleic acid sequence and the
probe veries with the number of mismatched bases, the nature of the migmntch(es) (A-G vs. A-C
vs. T-G vs. T-C, eto.), the location of tho mismateh(es) within the hybridization complex, etc.,
the method of the invention can be used to detoot whether the probe and target nucleic acid
scquence are a parfiect match or & mismatch and ultimately to sequence the target miclelc acid
sequence.

The emitted signal can be serlally collected and evaluated as a finction of time as well es
instanteneously. For example, & change in the fluorescent signal with respect to time can be
monitored 10 better detarmine whether the probe perfectly maiches the target mucleic acid
sequence in 8 hybridization mixture containing an intercalating label, wherein an incresse in the
fivoresocat signal with respect to time (“wexing”) indicates & perfect matoh and s decrease in the
fluorescent signal with respect to time (“waning™) indioates a Iack of a perfect match. Similarly, = °

5 .+ : waxing.and waning signals generated by & hybridization imbeturs o6ntafriing s nowi-intercififing

-, o Iabebminy indicate an'imperfict matih and e perfect match, respectively: Although mde? som .+

;. -Circumsfanices the signil intensity of' & mixhire:lecking:a perfoct match deés not decresé aves - - =+

. vws» timadtiq gtill possible to distinguish betwean pecfect mafches and mismatches where theafghisl, - -

30

... :emjttedby fhe mismatch mixture chapiges at o lower Taty thian thist of the match mixture, or fhie. - -
. siggal. emitied: by: the mismatch ‘ibiture’ sliows evidende -of discontimicus” changesarid ™ - &
regressions.

The invention encompasses the use of one or more of the foregoing signal measurement
end data snalygis protocols. The use of more than one of the protocols can enhanoc the
reliability ofthe assay. Other parameters of the assay (e.g., arder of addition to the hylridization
mixture, length of probe, etc.) can also be varled to check for consistency acrom multipte
protocols, to enbanos assay relisbility.

Detection of the fluoresoent signal is prefersbly completed within 60 minutes of
providing the hybridization mixture, more prefirably less than 15 minutes, even more preferably
sbout 10 minutes, still more preferably within shout 5 minntes, The entire method is prefbrably
conducted in lens than 60 minutes, more prefirebly less than 15 mirnutes, til mare preferably
less than 10 minutes, even mare preferably in about 5 minutes or iess, at a non-densturing
temperature.

The relisbility of the invention 15 independent of guanine and cytosine content in either
the probs or the targat. In fhe traditional W-C motit, since G:C base pairs form three hydrogen
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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,

baso pair mismatches that increase tha GC content of the hybridized probe and target region

above that present in perfectly matched hybrids may offset the binding weaknass associated with
5 a mismatched probe,

The method of the invention Is useful for detecting genetic mutations, including SNPs,
with an unprecedented combination of speed and reliability. Nucleic acid sequence repeats,
insertlons and/or deletions can also be detected. The method is also uscful for detecting 8
morphological status of an organisiu or cell from which a genomic sample is obtained. The

10 morphologioal stetus preferably comprises information regarding: (a) e stage of development;
(b) bigher arder siructure; (c) binding events; and/or (d) a diseasc stts.

The method can be conducted within a biological cell.

The invention comprises in addition to the foregoing methods a kit for practicing those:
methods. Thohtmfuublycmnme:mploeoﬂeeuonmmﬁneoﬂeehngﬁegmomic

-15:  sample; the probe; the hybridization.premotion agent;and the.labéls:- - S VA e e
wd % % Suitable sample collection means Iriclude but are not limited m_m cups; viald--t<. -
wd ' sBpOnges, swebs, sticks, capillary tubés; absorbent sheets, membrane; film, microwellyicofuing, -~ -

: =4+ theads, chips, stc.. Preferably; theampln-mllnwon mesns-is adapted to eollnot*hssub;-lihccal

. -pel]s, blood, fluid; sputum;-uripe-and/or feces. . . T TR N JEA

-_20-;._ --.f..fInﬂunmanbadlmmh,nmoleﬂduldeuhﬁmonhgludded_mﬂumphmprwm
a kit and method of marking a biological sample for purposes of tracking its histary and
providing & definitivo audit tmil. The tag is at least one molecule capable of detection.
Preferably, the tag is a nuwoleio acld or muclaio acid analogue sequence that has been
fonctionalized with at least one detectablo label (preferably spin labels or quantum dots) and

25 optionally with at Jeast one crass-linking agent. Sample collection means used in the method
and kit would preférably include the tag (¢.g., cross-linked to a support surface) and have a bar
" code ar other means for identifying which tag is uniqualy associated with the sample. See, e.g.,
U.S. Patent No. 6,153,389, which discloses identification tags for PCR-based assays.

In certain embodiments, the probe Is provided on a suppart selected from the group

30 consisting of a bead, a plate, a membrane, & film, a microwell, an electrods, a colwnn or &
capillary tube,

The probe, labels and HPAs of the kit are essentially the same as for the method.
Thé invention will be {llustrated in more detail with refierence to the following Examples,
but it should be understood that the present invention is not deemed 1o be limtted thereto.

18
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EXAMPLES
Example 1
In this Example, we compero triplex assay signals emitted when 15-mer or 25-mer single
strand oligonuclectide probes are used to assay duplex amplicon targets. Genomic dsDNA was
5 extracted from e human blood sample using a QTAemp DNA blood purification kit (QIAGEN,
Mississangs, Canads) as per manufacturer’s instructions. A 491 bp dsDNA fragmeant (SEQ ID
NO:1), corresponding to a clinically significant region of exon 10 of the cystic fibrosis gene
[Genomics 10, 214-228 (1991)], was PCR-amplificd. A 20-mer upper primer and a 20-mer
lower primer were synthesized on a DNA synthesizer (Bxpedite 3909, PerSeptive Biogystems),
10 cartridge purified and dissolved in ddH,0. Sequence for the 20-mer upper primer: 5°-GCA
GAG TAC CTG AAA CAQG GA-3’ (SEQIDNO:2). Sequence for the 20-mes Jower primer:
5*.CAT TCA CAG TAG CIT ACC CA-3' (SEQID NO:3). 100 pmols of esch primer was
mixed with 1 pg genamio daDNA in & 100 2l PCR reaction mix using a Tag PCR Master Mix
Kit (QIAGEN, Mississsuga, Canada). The following PCR cycle parameter was used: 1 cycleof
15 . -.94°Cx5 min, 25 cycles of (93°C:x-30 nec; 48°C x 30 sec; 72°€ x'45-9e¢), } cycleof 2°C %747 -
 pes . min. The:sizerofithe PCR fragment wis confirmed by gel eleciroplioresis.“No purifisationof: < -
& 1 w3, fhe sampleto remove trace Amotints of resitnal primers or genomic DNA wes'peiforoitd. The: -
w + #i) consentration of the PCR-amplified 491 bp dsDNA target; with rsiduel printiers dotipbboiile * -~
1+  DNA,was determined by UV spectroscopy and & 1 ‘pmoli/jil #took sclution was prepared, -+
20 .- - -.Antisénsoyl5-mer or25-mertssDNA probe seqicicts, defived fodi cxom 10 of the ™ -
buman cystic fibrosis gene were synthesized on a DNA synihesizer (Expedite 8909, PerSeptive
Biosystems), cartridge purified and dissolved in ddHz0 &t & concentration of  pmole/pl.
Probe CF01-15 (SEQ ID NO:4) wai a 15-mer ssDNA probe designed to be completely
complementary to a 15 nuclectide sogment of the sense strand of the wild-type PCR-amplified
25 491 bp dsDNA target (SEQ IDNO:1), oveslapping amino acld positions 505 to 510 [Genomics
10, 214-228 (1991)].
‘The sequence for probe CF01-15 (SEQ ID NO:4) was: 5*.CAC CAA AGA TGA
TAT-3'.
Probes CF10-15 and CF09-15 wero 15-mer mutant mDNA probes identical in sequence
30 to wild-type probe CF01-15, except for 8 one base mutation (underlined).
The sequence for probe CF10-15 (SEQ ID NO:5) was: 5°-CAC CAA AGA CGA
TAT-3°,
The sequence for probe CF09-15 (SEQ ID NO:6) was: 5>-CAC CAC AGA TGA
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TAT-3'.
Probe CF01-25 (SEQ ID NO:7) was a 25-mer ssDNA probe designed to bs completely
complementary to a 25 nucleotide segment of the sense strand of the wild-type PCR-amplified
491 bp dsDNA target (SEQ IDNO:1), overlapping amino acid positions 504 to 512 [Genomics
5 10, 214-228 (1991)]. .
The sequence for probe CF01-25 (SBQ ID NO:7) was: 5'-TAG GAA ACA CCA
AAG ATG ATA TIT T-3'.
Probes CF10-25 and CF09-25 wero 25-mer mutant SsDNA probes identical in sequence
to wild-type probe CF01-25, except for  ane base nmintion (underlined).
10 The sequence fir probe CF10-25 (SEQ ID NO:8) was: 5'-TAG GAA ACA CCA
AAG ACG ATA TIT T-3'.
The sequence far probs CF09-25 (SEQ ID NO:9) was: 5'-TAG GAA ACA CCA
. CAG ATG ATA TIT T-3'.
Triplex assays, signaled by fluorescont intercalators such as ‘YOYO-, have been
15, - - perfmed:with gtimulating radistion'from several lasers, inchiding a Melles Griot 50 niWargari-
' mnlpm Mode] 532-AP, 3 25 mW [on Laser Technology:#rgon ion laser, Model 5490 AGM:00, *. = -
s ue; 2.30.mW Coberent solid sinte-laser; Model: Sapphire-:488-20 OEM; 8 Gevoms Analyier.
i+t v comtaining & Mollps,Girlot 15, mW- argom jon laser, Model, 36-IMA-415-120.and.« Geainfu . :
E _Wcumimng;,zOmWCQthoﬂdmlﬂmMﬂdﬂl Sapphire 488-20 OBM." All of :
20 - . -these lasers were configared to mmumw-uwm'lmrm.ﬂmmmdmof s,
488 nm.
Tha reaction mixture (80 ul) contained the following: 0.05 pmoles of PCR-amplificd
491 bp dsDNA target, 1.25 pmoles of 15-mer ar 25-mer ssDNA probe, 0.5 x TBE and 150 aM
of the DNA intercalator YOYO-1 (Molecular Probes, Eugene, Orcgon, USA). The reaction
25 mixtures referred to in this and all other examplos were somﬂmh[olumandminwbdnd
t room temperature (RT), unless otherwise indicated. Following a 5 mimute incubation at RT
(24°C) the reastion mixtures were placed into Carning No Bind Surface 384-well plates (black
with clear bottom) and irmediated with the Genextus Analyzer 15 mW argon ion laser having a
melmgﬁu_)f“Snm. 10 mW of laser light irradiates the samples from the bottom of each
30 woll. Irradiation ocoutred at & sampling interval of 60 microns at seitings of 20 hestz, 32% PMT
end 10 pA/V seqsitivity. Fluorescent emissions were monitored and again upon iradiation afer
a further 10 minutes of incubation. This Genemaus Analyzer was used in all accompanying
Examples, unless otherwise indicated,
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The ssDNA probes, when fnoubated with YOYO-1 a3  control, produced a relatively
high lovel of Auorescence as compared to that of the dSDNA target control incubated with
YOYO-1. In each control the same amount of YOYO-1 was present as in the related reaction
mixture. High level of fluorescence from the ssDNA probe cotitrol was a result of the formation
of camplexes stabilized and signaled by YOYO-1. The 25-mer probe control produced a much
higher tevel of fluorascence than did the 15-mer probe control (Tabls 1).

Perfeotly matched DNA triplexes consisting of the 491 bp dsDNA (SEQ ID NO:1) and
15-mer probe CF01-15, formed in the presence of 150 nM YOYO-1 (saruplo 4), produced very
intense fluorescent amissions after both 5 min and 15 min of incubation (Table 1). The
cmission from & ane bp A-C mismatched dsDNA:ssDNA. 15-mer triplex (491 bp dsDNA +
probe CF10-15) (sample 6) was 96.2% and 95.4% less after & 5 min and a 15 min incubation,
rospectively, than from the perfectly matched 15-mer triplex (sample 4), when normalized for
variations in ssDNA probe control emissions. The emission from a one bp T-C mismatched
dsDNA:aDNA 15-mer triplex (491 bp dsDNA+ probe CF09:15) (sample ) was 98.2% and

‘i, 98.8% lessafter a 5 min and £35:min mnublhon,-rupwtwely, than fiom th-;perl'wﬂymdnhd “h:
wfe . "1S-mer.triplex (sample 4), when normalized for-yariations in ssDNA-probe confrol emissions: : .- -

X Perfectly- metched DNA-~25-mer. iriplexes consisting of the:491 bp dsDNA (SEQ ID- .~

25

30

s« . NO:1) and probe CF01:25; frmedin the presnce.of 150 tM YOYO-1 (sample 10); jroduced:- " - -
-*r intense fluarescent emissions after-5 mimand after1§ min-ofincubation (Table:1). Complexing . - .

. ", ~the'dsDNA target-with mitchet] 25-mer. ssSDNA-probes resulted in a grestly enhwicéd emission . . .-
as compared to that ariging opon the binding of the dsDNA target to matched 15-mer ssDNA
probes. Accardingly, the use of 25-mer probes resulted in a mare sensitive triplex assay of the
duplex target then did use of 15-mer probes. Incompletely complementary probe and target
complexes, containinga 1 bp A-C mismatch (491 bp dSDNA + probe CF10-25) (sample 12) or s
1 bp T-C mismnich (491 bp dsDNA + probe CF09-25) (sample 14) produced emission
intensities that were 98.0% or 100% lower, respectively after 5 min of incubation, and 98.5% or
100% lower, respectively after 15 min of inoubation, than those observed with the perfectly
matched 25-mer triplexes (sample 10), when normalized for variations in ssSDNA probe control
emissions (Table 1). These dats support the surprising conolusion that the 25-mer probes can be
more specific than the 15-mer probes in detecting SNPs in duplex targets. 1t is remarkable,
unexpected and highly useful that a 1 bp mismatoh in 8 25 base triplex can bs more destabilizing
than 2 1 bp mizmstoh in a 15 base triplex. To firther delineste this countar intuitive fiot, we
compered perfectly matched triplexes formed with the duplex target and 15, 20, 25,27, 30 or 35
mer oligo probes under conditions described above. We empirically determined 25-mer probes
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to be the most specific under the conditions of the reaction. Longer triplex forming probos omn
accordingly be mare specific than shorter triplex forming probes.,

It can occur that 8 mismatohed triplex, formed when a 25-mer probe is complexed with a
duplex tarpet in the preseace of YOYO-1, produces exnission which is lesy than the probe
control amission (compare samples 13 and 14) (Table 1). This result can occur becauss, while
YOYO-1 can facilitate self-assoclation of the probes giving rise to an emission upan irradistion,
such scif-association and the complex with YOYO-1 appears to disperse upon introduction of
the duplex target without & large enough offeetting gain in Huorescence from YOYO-]
intercalation imto the minor groove of the doplex target and into new grooves created by any
mismatched triplex formed. Assay emissions from mismatched triplexes, which are less than
exnixgions from the relevant probe control emission provide a very desirable characteristic ofa
homogensous in sohition SNP asssy. In this case, the method remlts in a binary assay signal for
SNPs prosent in genomic dsSDNA targets. :

w“z B R L S R L R R . '...-“.-. B ra

msBxlmplu—pmquadmplmn-yslm“ﬂmdwhmuﬂmlSmdﬂS-m& S

SRE A daDNAprobpshvubemphqnnubmdwﬂmYo-l uﬁvmoustumpulhnupmrmuﬂd:ﬂ‘ﬁn w

[

- «to:the-reaction misture, ot o= s o0t i Ll G wal ST LR il e R )

30

memwm Is-mcrnrzs-mu'

N uequm,dmved#nm exon 10 dfthnhumureyshe.ﬁhmsis geaie; which wers synthesized ona,

DNA synthesizer, cartridge purified and then dissolved in dd;O at a concentration of 1
pmole/pl. Bquimolar smounts of complementary oligonuoieotides were hasted at 95°C for 10
min and allowed to anneal gradually in the presence of 10 mM Tiis, pH 7.5, 1 mM EDTA snd
100 mM NaCl, as the tempevature cooled to 21°C over 1.5 hours. DsDNA oligos were diluted
in ddH,0 at a concentration of 1 pmole/pl.

Ds probe CF01-15 (SBEQ ID NO:10} comprised & 15-mer dsDNA probe designed to be
homologous to a 15 nucleotide ssgment of the wild-type PCR-amplifiad 491 bp dsDNA target
(SBQIDNO:1), overlapping amino ecld positiona 505 to 510 [Genomics 10, 214-228 (1991)].

The sequence for the sense strand of ds probe CF01-15 (SRQ ID NO:10) was: 5°-ATA
TCA TCT TTG GTG-3".

Ds probe CF10-15 and ds probe CF09-15 comprised 15-mer mutant dsDNA. probes
identical in sequence to wild-type ds probe CF01-15, except for & ano bp mutstion (underlined).

‘The sequence for the sonse strand of ds probe CF10-15 (SEQID NO:11) was: 5°-ATA
TCG TCT TTG GTG-3".
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The sequence for the sense strand of ds probe CF09-15 (SEQ ID NO:12) was: 5-ATA
TCA TCT GTG GTG-3'.

Ds probe CF01-25 (SEQ ID NO:13) waa a 25-mer dsDNA probe designed to be
homalogons to & 25 micieotide segment of the wild-type PCR-amplified 491 bp dsDNA terget
(SEQ ID NO:1), overlapping amino acid positions 504 to 512 [Genomics 10, 214-228 (1991)].

‘The sequence for the sense strand of ds probe CF01-25 (SEQ IDNOD:13) was: 5'-AAA
ATA TCA TCT TIG GIG TIT CCT A-3'.

Ds probe CF10-25 and ds probe CF05-25 were 25-mer rmiuant dsDNA. probes identical
in sequanca to wild-type ds probe CF01-25, excopt fur a one bp mutation (underlined).

The sequence for the sense strand of ds probe CF10-25 (SEQ IDNO:14) was: 5'-AAA
ATA TCQ TCT TTG GTG TIT CCT A-3'.

The sequence for the senss strand of ds probe CF09-25 (SEQ ID NO:15) was: 5™-AAA
ATA TCA TCT GTG GIG TIT CCT A-3'.

We have previously disclosed in, ©.g,, U.S, Patent No. 6,656,692 and' U.S. Patent -
. - Application Publication No.-2003/0113716, thit duplex probes, :-which aré homologbusto ~
3. ¢¢ » + duplex:targety, wilhbind specifically.and detectably to.snch ‘duplex targets: -Duplex. proties and! .-+
.« fnpley- targwts, may -alsn” ypcojfically -and :detectubly. ‘bind 4f there: eiists WatsdiB:Grick ™

. -oarrespondence between proximal bases in the complex. Sum“nmd-oomphnml’-hhﬂmg

‘mlmnidlymﬂlmhomolom'qmplnbindhghowww SIS TS RPN DR
At MWMvﬁmHypemmm&DNAmﬁme‘anJxm Lo

buffer withr 30-aM YOYO-1 elther at RT (24°C) or a2 30°C (on & hat plate) for 1 hr priorto the |
addition of 0.05 pmoles of PCR-amplified 491 bp dsDNA target (SEQ ID NO:1) and 70 nM

YOYO-1. The 80 pi reaction mixtures wero then incubated elther at RT or st 30°C for 5

mimites, placed into a quartz ouvetts, irradiated with a Coherent solid state lager having a

wavelcngth of 428 mm nd monitored immedistely fir finorescent cmission. The laser

irradiatlon period was 70 msec and dolivered 80 W/om® radistion. The emitied light was

collected by Ocean Optics CCD and documented by Ocoan Optics software.

Pre-incubation of the dsDNA. probe cantrols with 30 tM YOYO-1 for 1 hr at 30°C,
greatly reduced the emission intensity of each dalJNA probe control. When pre-incubated probe
28 described was added to the reaction mixtures, the highest amission intensitios were produced
by dsDNA:dsDNA quadruplexes consisting of perfectly matched paraflel hamologous duplexes
(491 bp daDNA + da probo CF01-15 and 491 bp dsDNA + ds probs CF01-25). Additionally,
incubation of the reaction mixture st 30°C resulted in enhenced emissions from samples
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containing matched 15-mer or 25-mer hamologous quadruplexes, thaa did the same complexes
incubated at RT. The perfectly matched homologous quedruplex emission gaing were most
evident whea 25-mer dsDNA probes wera used in the reactions incubated at 30°C (data not
shown). Smsiﬂ'vity and specificity of a YOYOQ-1 promoted and signaled SNP assay can
nmrdmglybemhmmdbypmqnwbuumofthepmbemmaddmmtothemmm
andﬂaobymwblﬂonofﬂmmeummmnnm-dmdmmgtunpmhuhuﬂnnRT

Incompletely homologous probe and tarpet combinations gencrating a I bp A-C
mismatched complex (491 bp dsDNA +ds probe CF10-15) ora 1 bp T-C mismatched complex
(491 bp dsDNA + ds probo CF09-15) resulted in quadruplex associated fucrescent cmission
Intensities that were 61.3% or §7.8% lower, respectively, after § min of inoubation at RT, then
thoge emitted from the perfectly matched parallel homologous quadruplexes at RT. Onobp A-C
mismatched quadruplexes (491 bp dsDNA + ds probe CF10-25) or one bp T-C mismatched
quadruplexes (491 bp dsDNA + ds probe CF09-25) produced quadruplex associated fluorescent

* emission inteasities that were both 100% lower after 5 min of incubation at RT, than thoee *
- emitted from the perfoctly matched quadruplexes st RT: Greater specificity was observeddvhels : -
.. vdsDNA target was complexed with-homologous 25-mér dsDNA probes, than when coiplexed™ - .
w'y ™ -withisymologous }5-mer-dalNA probes to daDNA terget.” Accordingly longer dupléx-girobies .-
-caribe:umore specific than ahortudupla probus ForSNP unymg zs-mﬂupln mﬂww' -
205 |

“-The quadruplex ‘associated- fluorescent - Inteddities cmitted ﬁbm'nonabpﬁ-c'
mmnnheddlDNA:anNA quadruplex formed with a 15-mer probe (491 bp dsDNA + da
probe CF10-15) or formed with & 25-mer probe (491 bp dsDNA + ds probe CF10-25) were
41.5% and 85.2% lower, respectively, after a 5 min incubstion at 30°C, than those emitted from
the perfectly matched quadruplexes at 30°C. The quadruplex associated fluorecent intensities
emitted from a one bp T-C mismsiched dslYNA :dsDNA quadruplex formed with a 15-mer probe
(491 bp dsDNA + ds probe CF09-15) or farmed with 8 25-mer probe (491 bp dsDNA + ds probe
CF09-25) wexe both 100% lower after a 5§ min incubation et 30°C, than those emitted from the
perfectly matched quadniplexes st 30°C.

Pre-incubetion of the 25-mer dSDNA probe with 30 tM YOYO-1 for 1 bx at 30°C prior
1o quadruplex formation et 30°C resulted In greater sensitivity end specificity than that achieved
after pre-inonbation of the 25-mar duplex probe with 30 aM YOYO-1 for 1 hr at RT or than that
lchlweda:_ﬂarpr&hﬂuhﬁonoflls-mldlDNAprohevdthSOnMYOYO-lnSO'Cﬁrl
hour. Significant intensity gains of YOYO-1 emission were observed for perfectly matchad

9
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quadruplentes formed with alther 15-mer dsDNA probes or with 25-mer sSDNA probes when the
reaction mixtures were incubated st 30°C instead of RT. The gains were most pronounoed when
25-mer dsDNA parallel homologous probes were nsed. Accordingly, ds 25-mer probes can be
more senxitive and specific than comparabls ds 15-mer probes.

Bxample 3

This Example describes triplex formation of purified human genomic dsDNA targets
reacted with 15-mer, 20-mer, 25-mer ar 30-mer ssDNA probes at RT in the presence of YOYO-
1.

10 Huoman genomic dSDNA was exiracted from a blood samplo wsing a QlAamp DNA
blood purification kit (QIAGEN, Mississangs, Canads), s per mamzfacturer’s instructions. The
concentration of the genomic daDNA was determined by UV spectroscopy.

Auntisense 15-mer, 20-mer or 25-mer ssDNA probes, with sequences derived from exon
10 of the human cystio fibroals (CFTR) gone, were synthesized on 8 DNA synthesizer, carfridge
A5 .parified and dissolved:in ddH;O!st a-concentration of 1-privole/pl; .. * +=- " e mesdl
.-, w21 Probe Delie ‘F508-WT15€ (SEQ:ID'NO:4) was's 15:mér wild-type. 3aDNA’ probe .
'y lden!lcil'-m leilumfoprobefGFDl-ls St L e IR A e e
Farnfag ¢ L Probe Belta-RS08-MUT1SC-(SEQ ID NO:16) was a1 5-mher miutant S8DNA probe : -
* <desigued to be complementury to a-15 nuclcotide scgment of the sexise strand of exon10 of the - - -

20 ‘- hyman cystic fibrosis gens; éxcept for a consécutive threa base-déletian at dmind scid positioss™ ' ©
507 and 508 where the wild-type antisense sequence AAG is deleted. .

The sequence for probe Delta FS08-MUT15C (SEQ ID NO:16) was: 5'-AAC ACC
AAT GAT ATT-3'.
Probe Delta FS08-WT20C (SEQ ID NO:17) was a 20-mer wild-type ssDNA probe

25 designed to be complementary to & 20 nucleotide segment of the scnse strand of exon 10 of the
human cystic fibrosis gene, overlapping amino acid positions 506 to 512.

The sequence for probe Delta F508-WT20C (SEQ ID NO:17) was: 5-TAG GAA
ACA CCA AAQ ATG AT-3.
Probe Delia F508-MUT20C (SEQ ID NO:18) was a 20-mer mutant ssDNA probe

30 designed to be complamentary to 4 20 nuclootide segment of the sense strand of exon 10 of the
human cystic fibrasis gene, exoept for a consecutive thres base daletion et amino acid positions
507 and 508 whare the wild-type antisense sequence AAG is deleted.

The soquence for probe Delta F508-MUT20C (SEQ ID NO:18) was: 5°-ATA GGA
AAC ACC AAT QAT AT-3".
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Probe Delia F508-WT25C (SEQ ID NO:7) was a 25-mer wild-type ssDNA probe
identical in sequence to probe CF01-25.
Probe Delta F508-MUT25C (SEQ ID NO:19) was a 25-mer mutant ssDNA probe
deaigned to be complementary to 8 25 nucleotide segment of the sense strand of exon 10 of the
5 human cystic fibrosis gene, except for a consecutive three base daletion at amino acid positions
507 and 508 where the wild-type antisense sequence AAG is deleted.
The sequence for probe Delta F508-MUT25C (SBQ ID NO:19) was: 3"-ATA GGA
AAC ACC AAT QAT ATT TTC T-3.
‘The reaction mixture (80 12I) contained the fhllowing: 500 pg of human genomic dsDNA
10  target(approximately 75 copies), 3.2 pmoles of cither 15-mer, 20-mer or 25-mer 8SDNA probe,
0.5 x TBE and 600 oM YOYO-1. Fluorescont emissions from the reaction mixtures were
detected uaing the Genexus Analyzer comprising 8 15 mW argon ion laser and PMT settings of
34% after 5, 15, 30, 45 and 60 mimes of incubation.
_ The ssDNA probe controls produced high levels of fluorescent emission in the presence™
15, . ofﬂlouMYO!O-}umwed-ﬁthﬁmmd'ﬁumﬁemomkdsDNAmehnﬁﬁﬁb‘ T
44 - comprislog 600-nM.YOYQ-1: rzs-mumchmtdsu:hhhdmmlwdsofﬁuqm
PR ihmdadmmpunhle‘m—mﬂ'mls-muprobemh(hbhﬂ Fluorescence émissich:*
.+ . « ¢ values from- the. reaction mixtures were: normalized . to'identify triplex-associsted sighal by
. mmmwmwawmmmmwmmmm b
120 muﬂm.buthafwhuhmmppﬂnndqwrhmw A T A i ey P
Heteropolymeric perfeotly metohod DNA triplexes, consisting of genomic dsDNA and
25-mer Delta F508-WT25C probe (sample 5), formed and wers detected after as little asa 5 min
tncubation in the presence of 600 tM YOYO-1 (Table 2). I is truly remarknble that perfisct
match triplex related emigsions can be aignificantly greater than the combined emissions of
25  genomic dsDNA target control and probe control.  is also remerkble that under cartain
conditions, the emission levels of these perfectly matched DNA triplexes (sample 5) were
osscutially steble at verious time points up to 55 min following the initial § min incubation and
first laser measurement (Table 2 and date not shown), The observation that the deteoted triplex
camplexes formed in the first 5 mimtes were stably detected throughout the 60 minute period
30 strongly suggests that equilibrium of the genomic target and the other reagents had been
uubmﬁﬂlylnhiwdnﬂ'uonlyﬁveminmﬁinmblﬁmulﬂ. ‘The foregoing observations
constitute evidence againat the “random collision” modsl of nncleic acld binding. Tihme
constraints’ imposed by memual handling steps have precluded us from monitoring triplex
formation with genomio targets during incubations shorter them § minutes.
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The triplex-associated fuorescent emission intensities produced by & gDNA:ssDNA
triplex containing a 3 bp mismatch (gesomic dsDNA -+ probe Delts F508-MUT25C) (semple 6)
were 90,1%, 02.9%, 92.5% and 91.6% lower afiar 5, 15, 30 and 45 minute inoubations,
respectively, than those emitted by the perfectly matched tripiex (sample 5) (Table 2). These
5 results clearly desnonstrate the capability to assay human genomic dsDNA homogeneously In
solution, at RT, afier as little as 5 minutes of incubatian, nsing uniebeled oligo ssDNA probes
and YOYO-1. Such heteropolymeric triplexes can be formed to detect SNPs in human genomic
samples, a sequence in & humen genomic sample, ar the pregence or genotype of another
organism or pathogen in & sampio also containing humen genomic dEDNA. Thoassay provides
10 for the direct detoction of & signal related to the triplex complex. We sometimes refir to the
complex as the INGENEUS TRIPLEX and the assay capability disclosed n this invention as the
Heteropolymeric parfectly matohed DNA triplexes, consisting of genomic dsDNA md
20-mer Delta 508-WT20C probe (sample 10), also formed and were dotected after a S mimits -
15, , . :incubstion in the presencs of 600 nMv-YOXO-1.(Tuble 2).. The efficiency-of parfoct mistoh * :.:
“wr_ - riplex formation following a 5. mioute Incubetion with YOYO-1 appeared fo.be ngm:ﬁm:ﬂy "o
T AT ;lmuwﬂm@w&mlofﬂmmmm-muadJNAmbmwum
wm . . Tather.than 254ner ssaDNA-probes. ..z.!4.- N T T R 4
St mmhwmmwumnm-mnmphcmmubp
20 - . mmm.(gmmedaDNA&pube.DdH F508-MEIT20C) (sample 11) were 43.0%;77.6%,- ' *
85.9% and 95.5% lowar after 5, 15, 30 snd 45 mimute inoubations, respectively, than those
emitted by the comparable perfectly metched 20-mer triplex (sampie 10) (Table 2)., Althongh
the level of discrimination between perfectly matched 20-mer triplexes snd 3 bp mismatohed
triplexes comprised of genomic dsDNA and 20-mer ssEDNA probes was noticeably lower than
25 that observed for triplexes comprised of gemomic daDNA and 25-mer sSDNA probes after a 5
mimite incubetion, incubation up to 45 minutes resulted in a progressive increase in
discrimination lsvels between matched end mismatched 20-mer triplexes (Table 2), This was
sttributed to & steady incrense of perfiect match 20-mer triplex formation over time coincldent
with a progreastve decline of mismatched 20-mer triplex formetion. This pattern continued and
30 was monitored during the period of 45 and 60 minutes of incubation (data not shawn). After 45
minntes of incubstion the discrimination levels between metched and mismstohed triplexes
composod of genomic dsDNA and 20-mar ssDNA probes were equivalent to the discrimination
levels between matched and mismatched triplexas composed of genomic daDNA and 25-mer
ssDNA probes (Table 2), though with lower triplex-associated fluorescent emiasion aignals.
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Significantly lower lcvels of fluarescance emiselons from 15-mer perfect matoh triplex
were observed when genomic dsDNA and probe Delta F508-WT15C (sample 15) were
incubated for 5 minutes in the presenice of 600 M YOYO-1 (Table 2). Fluoresoance emissions
observed from 3 bp mismatched 15-mer triplexes comprised of genomic dsSDNA and probe
Delta F508-MUT15C (sample 16) were higher after short incubation than that of the perfictly
mafched 15-mer triplextes (sample 15). However, after 43 minuies of moubation in the presence
of 600 sM YOYO-1, mismatched 15-mer triplex-associated flucrescence had declined
sufficiently thet the triplex-associated fluorescent emission from the 3 bp mismatched 15-mer
triplex (sample 16) was 83.1% lower than that of the perfectly matched 15-mer triplex (sampls
15) (Tablo 2). This discrimination was maintalned following 60 mimutes of incubetion (data not
shown). '

The above results clearly demonsirate the astonishing efficiency of the heteropolymeric
triplex assay fo detect SNF mismatohes in non-denatured, non-amplified, human genomic
dsDNA targets; preferably when using YOYO-1 end 25-mer ssDNA probes. The seasttivity of

Amumm,zsmmsmmmmmmnmm D

4ofﬁchmmmeﬁylmmhydtnﬁ:hmmleFR)mmqnﬂtdudma

DNA synthesizer, cartridge purified mddimlwdindd!-hOulh'lﬁnnof_l pmole/pl.

Probe C677T-WT20C (SEQID NOZ20) was a 20-mer wild-type ssDNA probe designad
to be camplementary to & 20 nuclsotide segment of the sense strand of exon 4 of the human
MTHFR gene [Nature Genstics 7, 195-200 (1994)].

The sequence for probe C677T-WT20C (SEQ ID NO:20) was: 5°-TGA TGA TGA
AAT CGG CTC CC-3'.

Probe C677T-MUT20C (SEQ ID NO:21) was a 20-mer mutant ssDNA. probe identical

in sequence to wild-type probe C677T-WT20C, except for a ons base mutation (underlinead).

The MTHFR 677 polymorphism is & cytosine to firymine substitntion in the sense strand of the

MTHFR gene, resulting in an alanine to valine substitution in the MTHFR enzyme.
The sequence for probe C677T-MUT20C (SEQ ID NO:21) was: 5'-TGA TGA TGA
AAT CGA CTC CC-3,

 the heterapolymeric triplex assay,of genomio Jal)NA fargets is astonishing consitiering that 560-< .-
. pg of genomip ASDNA, -approximately 75 copies, mps-pssayed homogeneously in a-roaction. * *-4
- puixtur final yolumo of 8-k -SNFPs In hniman genomric tatgets- weighing from2 ngw‘lm'pg“;'-‘--'
.« +, approximately 302 copis fo- 1500piu hlvemﬂulyhmamadhaoluhmmgﬁuid
.- YQYO-] concentrations... . ... e e e . --t--,-. .._--.r-_.

H
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--.,-.TGA.AATCI!AGBCOGGCAG-AGA—S' 0 .
. .- Thereaction mixtures (80 uI) contatned ﬂ:ofollawing:_ l'ngar2ng ot‘humnngammic -
dsDNA target (spiproximately151 copies or 302 copies, Téspectively),:3.2 pmoles of eithei*Z0= - =t

0

Probe C677T-WT25C (SEQ ID NO:22) was a 25-mer wild-type ssDNA probe designed
to ba complementary to a 25 nuclootide ssgment of the sense strand of exon 4 of the humen
MTHFR gene. '

The sequence for probe C677T-WT25C (SBQ ID NO:22) was: 5'-TGA TGA TGA
AAT CGG CTC CCG CAG A-?.

Probe C677T-MUT25C (SEQ ID NO:23) was a 25-mer mutant 8sDNA probe identical
in sequence to wild-type prabe C677T-WT25C, except for a one base muiation (underiined).

The sequance for probe C677T-MUT25C (SEQ ID NO:23) was: 5'-TGA TGA TGA
AAT CGA CTC CCG CAG A-3'.

Probe C677T-WT30C (SEQ ID NO:24) was a 30-mer wild-type ssDINA probe designed
to'be complementary to a 30 nucleotide segment of the sense strand of exon 4 of the human
MTHFR gene. :

The sequance for probe C677T-WT30C (SEQ ID NO:24) was: 5'-GCG TGA TGA
TGA AAT CGQ CTC CCG-CAG ACA3'. *

 ..:#¢r Probe GETFIMUT30C (SEQ ID'NOJ5) was 30-mermutant ssDNA probe idemtical ="
. --..in-seq{:mum wild-type probe C677T-WT306; excopt for 2 ane base mutstion (underlined).: .7

+ :* The sequence forprobe C677T MUT30C (SEQ IB.NO25) was:' 5'-GCG-TGA TGA =%  *

A e LU T _.-{\','-- *

mer, 25-mer or 30-mer ssDNA probe, 0.5 x TBE and 500 2M YOYO-1. Fluarescent emissions
of the reaction mixtures were monitored with the Genexus Analyzer 15 mW argon ion lasersta
seiting of 30% PMT after 5, 15, 30, 45 and 60 minutes of incubation, as described in Fasmple 1.

Very differant fluarescence emission levels were observed for the wild-type and mutant
ssDNA probe controls, due to differences in levels of self-hybridization characteristic of each
probe sequence in the presence of YOYO-1 under thess conditions (Teble 3). 30-mer probes
exhibited higher lovels of fluorescencé than did the 25-mer or 20-mer probes. Fluorescence
emissions from reaction mixtures were normalized to Identify triplex-associated signal by
sbtracting the appropriate probo control emission value fram the related reaction mixture
emission, both of which were monitored over time.

Heteropolymeric perfiectly matched 30-mer and 25-mer tripleses, consisting of genomic
dsDNA and either probe C677T-WT30C or probe C677T-WT25C (samples § and 10 in Table 3,
respectively), formed during a § minute incubation in the presence of 500 nM YOYO-1. The
perfect match 30-mer and 25-mer triplex-associated signal levels were both significantly groater

29
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then the combined fluorescence signals of target genomic dsDNA control plus related probe
controls after only 5 minutes of incubation. That the 30-mer and 25-mer triplex complexes
formed snd were dircotly detected after 5 mimtes of incubation and that the detection signals
were stable throughout the ensuing 55 minute period (Tsble 3) suggests that equilibrium had
5  been substantially schieved after only five minutes of incubation. Using half the amount of
genomio dsDNA target, 1., 1 ng instead of 2 ng In the genomio triplex assay, surprisingly did
not result in a proportionate decline in triplex-associsted signal emitted from the perfectly
matched 30-mer or 25-mner triplex complexes formed (data not shown). Perfectly maiched 25-
mer triplexes formad with similar efficacy, as evidenced by the comparable levels of reaction
10  mixtare fluorescent emissions (data not shown). Based on the level of triplox-associated
fluorescent emission, perfectly matched 25-mer triplexes fonned more effilently then did
perfeotly matched 30-mer triplexes, under the reaction conditions tested (compare samples 10
and 5 in Table 3).
Tho triplex-associated fluarescent emission from a 1 bp C-A mismatched 30-mey
J5-~. :triplex in'a reaction mixture comprised of 2mgiganomie dsDNA end probe C677T-MUT30C) * -
1y 1z o+ (smmple, 6), was 90A%, :926%, 92.4%.and 93.3% dower after5;-15, 30 .antl 45" mitnuie - -
- ba 2y ‘incubstions, respectively, thars thib cintited:frorthe résction mixturd caitaining the e ety « ~
... metched 30-mer triplex (samiple 5),:each ovaluated after comparsble-incubation (Table'3f.-' *~ -
...+ Similarly, when 1 nggenomic sDNA wasseacted with-probe C677T-MUT30C to foéma i bp - -
20 .. . C-A mismatched: 30-mer-triples; the triglex-associsted flucrescént emission fromd- this: -
mismatched triplex was 80.2%, 84.9%,°86% and 87.3% lower after 5, 15, 30 and 45 minute
incubations, respectively, than that emitted from the reaction mbriure containing the perfiectly
matched 30-mer triplex, each evaluated aftar comparable incubation (data not shown). These
results clearly demonstrate the efficlency of the signal emitted by the INGENEUS TRIPLEX
25  using30-mer ssDNA probes to detnct SNP mismatches in humean genomic dsDNA targets. Itis
remarkable that & 1 bp mismatch in & 30-mer INGENEUS TRIPLEX can be s0 destabilizing to
allow such high levels of discrimination betwoen perfectly matched 30-mer triplexes and
mismatohed 30-mer triplcxes in the presenco of YOYO-1 end a human genomic DNA sample.
When 2 ng genomic dsDNA was reacted with probe C677T-MUT25C to frm a 1 bp C-
30 A mismatched 25-mer triplox (sample 11, Tabls 3), the triplex-assoclated fluaresoent emission
from the reaction mixture containing this mismaiohed triplex was 98.1%, 99.09, 99.3% and
99.4% lower after 5, 15, 30 and 45 minute Incubstions, respectivaly, than that emitied by the
reaction mixture containing the perfecily matohed 25-mer triplex (ssmplo 10), The flucrescent
emisgion from a reaction mixture containing a 1 bp C-A miemsaiched 25-mer triplex comprised
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of 1 ng genamioc dsDNA and probe C677T-MUT25C was 91.4%, 93.7%, 94.4% and 95.2%
lower after 5, 15, 30 and 45 mimute incubstions, respectively, than that emftted by a reaction
mixture containing the perfictly matched 2S-mer triplex (data not shown). These results
collectively demonstrate the high level of specificity of the heteropolymerio triplex assay when
practised with either 30-mer or 25-mer ssDNA probes and YOYO-1 to detect SNP mismatches
in humen genomic dsDNA targets.

The efficiency of formation of heteropolymeric perfectly matched 20-mer triplexes in
resction mbatures containing either 2 ng ar 1 ng of genomic daIYNA and probe C677T-WT20C
(samplec 15 in Tablo 3 and data not shown, respectively) was significantly less than those formed
with comparable 25-mer or 30-mer probes. Although the level of disorimination between
perfectly matched 20-mer triplexes (sample 15) and 1 bp mismatched triplexes (sample 16)
comprised of genomic daDINA and 20-mer ssDNA probes wes noticeably lower than thet
observed for triplexes comprised of genomio dsSDNA and 25-mer or 30-mer ssDNA probes after
a 5 minute incubsation, incubation up to 45 minufes ‘resulted In a progressive increase in

. . discriminatien levels hetween matched and‘mikmtched 26-merAriplexes.(Table-3). -«

PCT/IB2005/053162

- The above results demonstrats that 25-mer or30-mher.ssDNA piobes are clcarly prefixred - 3
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E:umplo4dﬂnmmoeﬂ'mtofalechul'mm=1tdtﬁtmndiumm
subsequent heteropolymeric triplex formation between ssDNA probes, YOYO-1 and human
genomic dsDNA targets. Previously we havo disclosed the advantages of electrical pretrestment
of medium before addition to & reaction mixture containing targets of less complexity than
human genomic dsDNA. See U.S. Patent Application Publication No. 2003/0170659.

Test medium comprising 0.7 X TBE in a 1.5 ml microcentrifuge tube was either
untrested or electrically pretreated prior to use. Test modium was eloctrically pretrested by
mouns of two platimm/iridium elecirodes 2 mm apert immersed In the test medium. Forty 500
mseo pulses of nine volts of DC current, soparated by 10 second intervals, were applied to 56 pl
of test medinm consisting of 0.7 X TRE. Immedintaly after the final pulse of DC current, 3.2
pmoles of hetaropolymeric 25-mer ssl)NA. probe (SEQ ID NO:7 or SEQ I NO:19), 500 pg of
humsn genomic dsDNA. target (approximately 75 copies) and YOYO-1 were added to the
untreated and electrically pretreated test media to produce reaction mixteres with a final vohmme
of 80 . The final buffer concentration was 0.5 X TBE, and the final YOYO-1 concantration

£l
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was 500 nM. Fluorescent emissions were monitored with the PMT set at 30%6 after S, 15, 30, 45
and 60 minutes of inonbstian.
While reaction mixtures containing perfectly matohed DNA triplexes (genomic daDNA
+ probe Delta F508-WT25C) emitbed the highest fluorescent intensity, reaction mixtures
5 containing incompletely complementary triplexes with a 3 bp mismaich (genomic dsDNA +
probe Delin F508-MUT25C) produced triplex-associated fluorescent emissions that were 54.7%,
79.9%, 84.7%, 98.6% and 90.5% lower after 5, 15, 30, 45 and 60 minutes of incubation,
reapectively, than those emitted by the perfectly matohed triplexes in the untreated medium after
comparable incubation (data not shown).

10 Application of forty 9V pulses to the tast medinm prior to addition of test components
resulted in approximately a 2-fold decrease in flucrescent emission levels of ssDUNA probe
control, as compared to that ohserved with the same contro] in untreated test medium, No
difference however In the fluorescence emisgion from the genomic dsDNA control followed
from electrical pretreatment of the test medium.* Bleotrical pretreatment of the test modium as

18 ;. . described drematically enhinced the signal emitted-from reacticn inbitures containingperfectly -

+ : matched beterpélymeric-25-mer -triplex formation fn this case o' the‘extent ofst 9250% i1t
n.. e incroese my pompared o that-observed: with-the:saine: perfectly: mitched triplinc: formed in' *

:~,, Jnireated.test-modium (dats not shown):..Signal emitted frem thiee bp: mismatched tHplex+: - -
formation (genomic dsDNA + probe Delte FS08-MUT25C) was also significantly increased by " -

20, .theapplication of farty 9V pulses to the test medium, such that the triplex-pssociated fhibrescént + *°
emission from the reaction mixtures containing 3 bp mismatched ccenplexes in the pretreated
mediam was anly 17.4% lower after a 5 minute incubation, than that obteined by the perfectly -
maiched complexes (data not shown). The extraordinary high levels of flucrescent emission of
both matched and mismatched heteropolymeric 25-mer DNA triplexes were not only sustained

25 over time, but increased slightly throughout the 60 minute incubation period monitored.

‘This dramatic increase in emitted triplex-associated signal demonstrates a dramatic
sbility to increase the sensitivity of the triplex assay using 25-mer ssDNA. probes and YOYO-1
by practising electrical pretreaiment of tast medium prior to addition of analyte and reagents,
Such increased sensitivity will allow for detection of far fewer than 75 copics of a sequence of

30 interest present in a reaction mixture having a final volume of 80 ul even in the presence of
human genomic background.
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.::;nmbémwrzse(swmm:mw-a 25-mér inutant-ssDNA: probe identical #f - - -
‘. +'+. sequence:o. wild-type -probe FVL-WT25C, caxcept- fof ‘a- omé base imtation’-(underiisiclf) -
corresponding:to. the: Factor \V ‘Leiden (FVL) mutation;’ 3169 1A' [Naturd-369.°64-67 (1994}
. ~This mutation results in the substitution of glutamine for arginine at position 506 in thé amino
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Example 5

‘This Example demonstrates the ability of the INGENEUS TRIPLEX o form specifically
on lmman genomio dsDNA targets, purified from blood or saliva, over a range of target
concentrations reacted with 25-mer ssDNA probes in the prezence of YOYO-1.

Humen genomio dsSDNA was extracted from a human blood sample using 2 QIAamp
DNA blood purification kit (QIAGEN, Mississangs, Canads) or from human salive using an
Oregene DNA collecHon kit (DNA Genotek, Ottaws, Canads) a8 per mamifacturer’s
instructions. The concentration of the genomic dsIYNA was determined by UV spectroscopy.

Antisense 25-mer ssDNA probes, with sequences derived from exon 10 of the human
factor V gene or sequences derived from intron 14 of the human cystic fibrosis (CFTR) gene,
were synthesized on & DNA synthesizer, cartridge purified snd dissolved in ddFH:0 at a
concentration of 1 pmole/pl.

Probe FVL-WT25C (SEQ ID NO:26) was a 25-mer wild-iype ssDNA probe designed to

. -beeomplmnmma?dmclmdaugmmtoﬂhemkmdofmmofﬂhhnﬂmﬂm
l's’\- s V'm- PO B T 10 LR Y - e -'- = .'--"'-'- -." T I LN r-"'l"-r' e ""-l-.-‘::".

: =muequmomr-pmbemwmsc (SEQIDNO:26)Wis: 5'-€CE€ 'rtnt GTA T

acid sequence of the coagulation factor V protein.

The sequence for probe FVL-MUT25C (SEQ ID NO:27) was: 5°-CCC TCT GTA
TTC CTI GCC TGT CCA G-3".

Probe 2789+5G->A-WT25C (SEQ ID NO:28) was a 25-mer wild-type ssDNA probe
designed to be complementary to a 25 nucleotide segment of the sense strand of exon 14b and
intron 14b of the human CFIR gene.

The sequence for probe 278H5G->A-WT25C (SEQ ID NO:28) was: 5’-AAT AGG
ACA TGG AAT ACT CAC TTT C-3".

Probe 2789+5Q->A-MUT25C (SEQ ID NO:29) was a 25-mer mutant ssDNA probe
identical in sequence to wild-type probe 278H50->A-WT25C, except for a one base mutation
(umderlined) corresponding to the 2789+5G->A mutation in intron 14b of the human CFTR

gene.
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The sequence for probe 2789+5G->A-MUT25C (SEQ ID NO:29) was: 5-AAT AGG
ACA TGG AAT AIT CAC TTIT C-3'.

The reaction mibxture (80 pl) contained the following: amounts from 75 pg to 4 ng of
human genomic dsDNA target (approximately 11 copies to 604 copies), 3.2 pmoles of 25-mer
ssDNA probe, 0.5 x TBE and 500 nM YOYO-1. Fluarescent emission from the reaction
mixtares were monitored with a PMT setting of 30% after 5, 15, 30, 45 and 60 minutcs of
incubation.

Different fluorescance omission levels were observed fior the wild-type and mutant
ssDNA probe controls. Fluorescence amission values from reaction mixtures ware normalized
to identify triplex-essocisted signal by subtmacting the appropriate probe control emission value,
both of which were monitored over time.

Heteropolymeric perfectly matched 25-mer triplexes, consisting of either 2 ng, 1 ng, 500
pg or 200 pg genomic dsDNA (purified from blood) and probe FVL-WT25C (samples 3, 8, 11
and 14 in Table 4, respectively), formed during a 5§ mimrte incubation in thie presesice of 500 tM

« - YOYO-1.- The perfict match 25-mer triplest signal lovels were all sighificantly greaterthih'the
 .comibined fluorescence signals of target gengmia tsDNA tomtrol and wild-type probé'ddmtro] " -+
*. afieonly 5-mimuses.of: Inoubatici.. When 1 ng'gebiomio dsINA. was prosent i iheiision
- .;mmmnmanwmuﬁnmmmhdMﬁpluﬂM' -
. «v+Exiiasion (sample 8, Table 4) throughout the 60 nifmits Hcibeticn-period.- While dotitaking * -
-cpmeentiutions .of. genomic-dsDNA ‘caitrols” produided -progressiviely ‘diiinished Bhbreichnt' -

- ¢ emissions, decroasing genomic dsDNA concentiations in the reaction mixture did not result ina
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propartionate decline in triplex-assoclated emissions from the perfectly matched 25-mer triplex.
formed (Tuable 4).

The triplex-associated fluorescent emissions from reaction mixtures conteining a 1 bp G-
T mismatched 25-mer triplex and genomic targets welghing between 2 ng and 200 pg and probe

FVL-MUT25C (samples 6, 9, 12 and 15 in Tahles 4) were all 100% lower after 5, 15, 30,45end

60 minute incubations than those emitted by the reaction mixtures containing perfectly matched
25-mer triplexes and comparable amounis of genomic daDNA and probe FVL-WT25C (samples
5, 8, 11 and 14, respestively, in Table 4). As discussed in Examplo 1, YOYO-1 ficilituted self-
association of the probes appears to be greatly diminished upon introduction of the genomic
duplex tacget rosulting in a decline in YOYO-1 emission, without a sufficiently larga offbetting
gain in fluorescence from intercalation into the duplax target and any mismeatched triplex
formation. ' This may result in the fluorescent emissions from reaction mixtures containing
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mismaiched genomic DNA triplexes being less than the emissions from comparable probe
controls.
Heteropolymeric perfotly matohed 25-mer triplexes, in reaction mixtures containing
cither 4 ng, 2 ng, 1 ng, 500 pg, 200 pg, 100 pg or 75 pg genomic dsDNA. (purifisd from blood)
5 end 3.2 pmoles of probe CFIR 278%H5G->A-WT25C formed with efficiency similer to the
perfectly matched 25-mer triplexes composed of genomio dsDNA and probe FVL-WT25C
(shown in Tablo 4) after a 5 minute incubation in the presence of 500 nM YOYO-1 (data not
shown). The CFTR perfect match 25-mer triplex-associated emissions were all significantly
greater than the combined fluorescence emission of target genomio dsDNA control and related-
10 probe control emission. As was usual under the assay conditions employed, the triplex-
associaled emissions from the reaction mixtores were stable throughout the 60 minute
incubation period (dats not shown).
The triplex-associated fluorescent emisgion from & reaction mixture containing a 1 bp T- -
G mismatched 25-mer triplex comprised of between 4 ng and 75 pg genomio dsDNA dod probe™ * -
15- .. 27BH5G>A-MUE25C:wercall 100% lowet after 5,:15,30, 45 and 60 ntinate incubatiohs'thin

.~ -%, «- those emitind by thereaction mixtures containing perficty matohed 25-mer triplekes coinirising- -
el mhmmﬁmxcmmAmmmnmmmmnmmmw L
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20 _-.DIGENBUS.TRIEL@XtomlbletheGmw-Aﬂymdnwﬂydemtvmmmmnﬂﬂmm o
various genes in non-denatured, non-amplified, human genomic dsDNA. targets, over a broad
range of genomic dsDNA concentrations. The forogoing assay capability is all the more
astonlshing as it allows no more than 75 pg of genomic dsDNA, approximately 11 copies, to be
assayed for SNPs on equipment available to rescarchers that has not been optimized for
25 sensitivity of detection, or to work with final volumes less than 80 pl
Numerous SNPs have been successfully assayed using the Genomic Assay using
essentially the same asgay protoco! described in this Example. On occasion, variations in
reagent concentrations or protocol were made, The SNPs assayed include Factor V Loiden
G1691A, MTHFR C677T, CFIR delta F5S08, CFIR delta 1507, CFTR 2789+5G->A, CFIR
30  3849+10kbC->T, CFTR 3659delC, CFTR G551D, CFTR 621+1G>T, CFTR R1162X, CFIR
1717-1G>A, CFTR A4SSE, CFIR G542X, CFTR N1303K, CFIR R560T and CFTR
W1282X. Soventy-five percent of the target sequences in the duplex targets assayed in the
shove-mentioned Genomic Assays contained one or moare regions of 4 or 5 alternating purine

35



WO 2006/033088 PCT/TB2005/053162

and pyrimidine bases, which under mild conditions may form regions of Z DNA. This Z DNA
potential resulted in no assay difficulty in carrying out Genamic Aasays,
In all thege instences human genomic dsDNA samples purified from blood were assayed.
Gmnmlcﬁp}ummdmpuﬁnmadfmthaCFTRzn%Ammﬂmuing
5 genomic dsDNA purified from saliva samples, which had been stored at RT for 1 week
following incubation at 50°C for 30 min. The 50°C incubation is recommended by the
manufacturer of the Oregene kit to allow long-term storage of saliva samples at RT.
Table 5 compares tho assay resuits obtained from human genomio dsDNA purified from
saliva to those of human genomic dsDNA purified from blood. Bither 4 ng or 2 ng of humean
10 genomic dsSDNA was assayed naing 3.2 pmoles of probe 2789+5G->A-WT25C (semples 5 and §
in Table 5). Emizsions from the reaction mixtures indicatod that matohed triplexes formed with
equivalent efficiency (samples 5 and 8 in Table 5 wnd data not shown) after a 5 minute
incubation, in the presence of 500 oM YOYO-1. The triplex-associated emissions wers stable
- thronghout the 45 mimute period that they were monitored. - AR
15 .+ . & ¥ Thetriplex-associsted flucrescent emissibns from reaction mixtures containing & f bpF-:7* -
* 1, - «C:mismatched 25-mer triplex comprised-of ¥ ng gendrnic'diDNA-ind probe 278HSGSAS 7.
s i -0 i MUTRSE {sample 6, Tablo 5) wero 94.9%:93.1%:94:1% shd 93:8% lower affer 5, 15{30.atd =~
. . .45 minute incubations, respectively, than those emitted by the réaction mixtures contaitiing- .-
«' v, + ‘perfoctlymathed 25-mer triplexes (sample:5 in Table 5). -Similarly when 2 ng genomitrdsDNA <
20- -+ ..~ wis.roacted with the.same probe tb formr &1 bp-T-G' mismatched 25-mer triplex (suiple:9; - -
Table 5), the triplex-associated fluorescent emissions were 100%, 97.7%, 100% and 100%
lowex afier 5, 15, 30 end 45 minute incobations, respectively, than those emitted by the reaction
mixtures contnining perfectly matched 25-mer triplexes (sample 8, Table 5).
25 from salive can be us efficiant and specific e one in which the human genomic DNA is purified
from blood. Extensive purification of genomic DNA, as occurs when using Qlagen Lits, may
therefore not be a requirement for the triplex assay of samples contwining humsn genomic
dsDNA. The acquisition ofhuman genomic DINA for agsay from saliva offers clear advantages
in handling, storing and shipping over acquisition from blood. In side by side comparisons, 11ml
30 of peripharal blood purified by Qlagen kit ylelded more than encugh human geaomic DNA to
carry out over 9,000 triplex assays as described in thess Examples, if 3 ng were assayed per
reaction. A typical spuium sample, semi-purified with an Oragens kit, produced enough human
genomic DNA for over 7,000 triplex asssys to be performed.

36



WO 2006/033088 PCT/IB2005/053162

It is observed that ell of the data in these Examples s consistent with the conclusion that
YOYO-1 molecules complexed with & triplex nucleic acid emit more Hight than they do when
compleazad with duplex nucleic acid.

5 Example 6
This Example describes a SNP azaay of human genomio dsDNA targets reacted with 25-
mes ssDNA probes in which the waxing snd/ar wening of emissions arc monitored over time
end evaluated.
Humen genomic dsDNA was extracted from a humsm blood sample and quantitated as
10 described in Example 3. Antisense 25-mer ssSDNA probes, with sequences darived from intron
19 of the human CFTR geno, were synthesized on a DNA synthesizer, cartridge purified and
dissolved in ddF;O at a concentration of 1 pmole/pl.
Probe 3849+10kbC->T-WT25C (SEQ ID NO:30) was a 25-mer wild-type ssDNA probe
dﬂlgnedmbeeomplmmiﬁmcleoﬁdnmmnﬂhememdoﬁnm 19 ofthe

mmsﬂlﬁl ":'-.F' Ca A e, 3, LT L1y ‘..'Qh " ay
L R WMWM3MIWT-WG$EQIDNQ:30)W S'GFG TET ™
1~ %5 TACTCO COA-TEESTAA TAC-TA'. . © 1 “o »w'a, b 8 iy il il S 4

s e 'ri-mbﬂWlOEbG#:T-MUTZSC(SEQmNO:S'l)Wlzsfmﬂ‘m‘i.l!llitlIDNAFIﬂi: v -
.. 1dégtical [n- sequence:to, wild-type probe-3849+10kbC->T-WT25C, exiept for & ane base
hnhﬂm(mdmhwd}conupondmgtoﬂm 3849+10kbC->T mutation in infron 19 of the hutian - - -
CFIR geao.

Theo sequence for probe 3849+10kbC->T-MUT25C (SEQ ID NO:31) was: §5*- GTG
TCT TAC TCA CCA TTT TAA TAC T-3'.
The reaction mixtures (80 ki) contained the following: 2 ng of lumsan genamic dsDNA

25 target (approximately 302 copies), 3.2 pmoles of 25-mer ssDNA probe, 0.5 x TBE, 500 aM
YOYO-1 and either 40 mM or 45 mM of the koamoiropic cation ietramethylammaonhira chloride
(TMA-C]). In each experiment the reaction mixtnres wese formed in duplicate, one had YOYO-

1 added Isst {0 the reaction mixture. In the other reaction mixture, all components of the
reaction mixture had beon mixed before genomic DNA was added. In all cases reaction
30 mixtores wore incubeted for 5 min and irradiated. Fluoreacent emissions of the roaction
mixinres were monitored with the Genexus Analyzer 15 mW argon lon laser at a setting of 32%

PMT afier 5, 15, 30, 45 and 60 minutes of incubation, as described in Example 1.
In the presence of 45 mM or 40 mM TMA-CI the flucrescent emissions from the wild-
type and mutant ssDNA probe controls for cach SNP amayed were similar after 5 min of
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incubation (Tables 6, 7 and daia not shown) and remained steady over a further 55 min time
course. Only the triplex-associated emission values obtained following 15 to 60 min of
incubation of reaction mixtures are shown in Tables 6 and 7.
The triplex-associgted emissions from duplicate perfectly matched 25-mer triplexes in
reaction mixtures consisting of genomic DNA and probe 2789+5G->A-~WT25C (samples 5 and
9, Table §), monitored after & 15 min incubation in the presence of 45 mM TMA-Cl and 500 nM
YOYO-1, were similar whether YOYO-1 or gDNA had been added Last to the reaction mixtares.
Under both triplex assay protocols the perfectly matched triplex-essoclated emissions
dramatically increased when monitored over a 60 min time period (Table 6, Figs. 1 and 2).
The triplex-associated emissions from duplicate mismatched 25-mer triplexes in reaction
mixtures consisting of genomic DNA and probe 2789+5G->A-MUT25C (samples 6 and 10,
Table 6), monitored after a 15 min incubation in the presonce of 45 mM TMA-C1 and 500 nM
YOYO-1, were similar whether YOYO-1 or gDNA had been added last to the reaction mixtures *
and produced enlissions that were 55% ar-54% lower than reaction mixtures contiining perfecty
matehed triplexes (samples 5 and 9, reapectively, Table 6). The-triplex-assooiated emissiony' ~:
.F* from the:mismetchedtriplexes formeth in the ‘rehction iixtiré'to* which “YOYO-1 Had. bean -
-+ 2o added lastretfiained 7elitively constant when thonitored-over a 60 min time'périod (saflple 6, i+
'~ii ‘Tabler6 andFig. 1). *Since thie corresponding pirfortly matched triplen-asotietd eifidsiong 5
swi-. inoreased significantly overthe monitoring period, the Tevel of discrimination betwesh perfictly - ¢
20+ matched triplex =ignals and 1. by mismatkhéd sighals increased froiri 55% tb 65% in theteattion” <+
mixtures to which YOYO-1 had been edded last. The triplex-associated emipsions from the -
mismatched triplenes formed in the reaction mixture to which gDNA had been added last,
increased slightly over time (sample 10, Table 6 and Fig. 2). However. the rate of increase of
triplex-associated emission for the mismatched triplexes In these reaction mixiures was much
less than thet from reaction mixtures containing comparable perfectly matched triplexes, such
that the level of discrimination between perfectly matched triplex-assoolated signals end 1 bp
mismatohed triplex-associated signals increased from 54% to 60% when monitared over the
time period.

The triplex-associatod emissions from perfectly matched 25-mer triplexes in reaction
mixtures consisting of genomic DNA end probe 3849+10kbC->T-WT25C (samples 5 end 9,
Table 7), monitored after a 15 min incubation in the presence of 40 mM TMA-~CI and 500 nM
YOYO-1, ware similar whather YOYO-1 or gDNA had been added last to the reaction mixtures.
Under both triplex asssy protocols, the perfectty matched triplex-aasociated emissions increased
when monitored until the 60 min time polnt (Tablo 7, Figa. 3 and 4).
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In the reaction mixture containing 40 mM TMA-C], to which YOYO-1 had been added

last, the triplex-associsted emiasions from a mismaiched 25-mer triplex consisting of genomic

DNA and probs 3849+10kbC->T-MUT25C (sample 6, Teble 7) was 70%, 84%, 90%, 94%,

9994, 98%, 1009, 100%, 100%, 100% and 100% Jower after 5, 15, 20, 25, 30, 35,40, 45, 50, 55

5 and 60 min of incubation, respectively, than that emitted from a similarly monitored reaction
mixture cantaining the perfectly matchod 25-mer triplex (sample 5, Table 7). In the reaction
mixture containing 40 mM TMA-CI, to which gDNA had been added last, the triplex-associated
cmissions from & mismatched 25-mer triplex congisting of genomic DNA and probe
3849+10kbC->T-MUT25C (sample 10, Table 7) was 49%, 55%, 62%, 66%, 69%, 72%, 73%,

10 76%, 85% and 88% lower after 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 and 60 min of incubation,
respectively,. than those emitted from a similarly monitored reection mixture containing the
perfectly matched 25-mer triplex (sample 9, Table 7). ]

Accordingly the addition of specific concentrations of TMA-Cl or ans or more
kosmotropic cations addad separately or in combination to an assay reaction mixture can result

15, ..in.a progressive:increase in signal .emissions .if perfect: match binding -is oocurring,. while: o

« - mismatelybinding meyresult in.a progrossive deslinen sigas! emissions from anasseproaction b, -:

. 3o+ v fnixture (Teble, Figs3 and 4, gmd-dsta not shown). Thus reaction mixtures can.be solected in *w+!:-

: ;7w « Which Ingreases in discriination lovels between perfect match binding and mismatch binding. - ; .-
sy |, ; -Sam.be monjtored over time. Monitering,can s wrll be directed to observe high, constant or: <, =

20.. - mu:\mmg levels.of binding associated:signal from reaction-mixtures, under which-mismatch -

binding signals are low. Consequently there are sdvanfages in carrying out asssys in duplicate
employing various protocols or reagenis so as to obtain signal whose several cheracteristics
confirm the scoring of the sempla. We refer to these methods of detecting metched or
mismatched binding collectively as the “waxing and waning” methods. It is very useful to

25 generate fluorescent signal Genomic Assays, which are not dependent mexely on relative gaing
in emission intemsities, but also can employ mates and directon of change of significant
emissions over time.

When 2 ng of genamic DNA was reacted with either 25-mer Delta F508-WT25C probe
or25-mer Delta F508-MUT25C probe in reaction mixiures contnining 40 mM TMA-Cl and 500

30 aM YOYO-1, snd either YOYO-1 or gDNA had been added last to the reaction mixtures,
waxing and waning of perfiect match triplex-sssocisted emissions and mismatch triplex-
associated emissions was obsexved over the 60 min incubsation pariod {(data not shown). In this
instance triplex-associnted emissions were also monitored after 24 hr of incubation of reaction
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mixtures. The waxing and waning emiasion pattern was ovident after 24 hr of incubation (date
not shown).

When 2 ng of genomic DNA was reacted with either 25-mex FVL-WT25C probe or 25-
mer FYL-MUT25C probe in reaction mixures containing 50 mM TMA-CI, 20 mM NaCl and
500 M YOYO-1, and either YOYO-1 or gDNA had been added last to the reaction mixtures,
the waxing and waning emission pattern was observed upon monitoring the reaction mixtures
over 24 hours (date not shown). .

Numerous kosmotropic cations have been used in conjuction with 500 nM YOYO-1 to
improve the specificity of the Genomic Assay and also enhance the wexing and waning of
triplax-associated emissions. These include 50 to 80 mM NaCl, 10 to 60 mM Na; SOy, 50 mM
NagHPQ,, 125 to 250 mM (NH,)280,, 30 mM TriMA-CI, 30 to 52.5 mM TMA-C|, cach added
separately or 50 mM TMA-CI in combination with 10 to 20 mM NaCL The benefits of the use
of cne ar more kosmotropic cations in a reaction mixture and the best concentrations for use
under amy selected assay conditions may be determined experimentally.

- p ﬂmo.wﬂchaﬂuwfwmuluphmmnhmﬂmﬁumhbobwwdmdwﬂumﬂmﬂwﬁb

, AMOTe Acqrate assaying. .. co e g e e san kel
R T M PR e .‘:-': B cELoL e L
Example 7 -

This Example demonstrates the ability of the INGENEUS TRIPLEX to form specifically
on pethogenic genomio dsDNA targets reacted with 25-mer saDNA probes in the presence of
YOYO-1 and an excess of human genomic dsDNA.

A suspension of vegetative Bacilluy globigli (BO) cells was supplied by Dycor
Technologles Ltd. (Bdmanton, Alberts, Canads). Onoml of BG was pelleted by centrifugation
for 5 min at 5000 x g (7500 rpm), resuspended in 20 pl Bactexial Cell Releasing Agent (New
Horizons, Columbus, MD), end incubated at RT for 5 min. The lysed bacteria were then
resuspended in 160 pul buffer AL (supplied in the QIAamp DNA mini purification kit, QIAGEN,
Missizsauga, Canads), and incubsted st 56°C with 20 i proteinase K for 30 min. Isolstion of
the BG genomic daDNA was complotsd with the QlAamp DNA. purification kit, as per
manufactarer’s instructions. The concentration of the BG genamic dsDNA was detarmined by
UV spectroscopy. Human genomio dsDNA was extracted from & luman blood sample and
quantitated as described in Exemple 3.

«-,. dtyis acoordingly clear.that-a Genomic.Assay-méy-be performed by forming: thier— -
.- INGENEYS TRIPL-EX {n two or:more reaction mixtures assembled-in acoordance with tWorar - - -
+ e ;atmore protocols which wre calculsted to producestriplex-associsted mmmmmmm-m W
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Agtisense 25-mer 3sDNA probes, with sequences complementary to a 23 nucleotide
segment of the sense strand of the Bg] | restriction endonuclease (bglIR) gene or the sporulation-
specific SASP protein (csgA) gene from B, globigii, were synthesized on a DNA synthesizer,
cartridge purified and dissolved in ddH;0 at a conceniration of 1 pmola/pl.

5 The soquence for probe bgIR-WT25C (SEQID NO:32) was: 5°-TAT TTT GAT TAT
AGG ACA TGA AGA T3
Ths sequenco for probe csgA-WT25C (SEQ ID NO:33) was: 5’-GCA AAT AAC
CGA GTG TAA CAT CCA T-3'.
Ths reaction mixtures (80 ul) contained the fhllowing: 0.46 pg of BG genomic daDNA
10 (100 copics), 3.2 pmoles of 25-mer saDNA probe, 0.5 x TBE, 40 mM TMA~C, between 500
and 300 oM YOYO-1 and elther the presence or absence of 2 ng of human genomic dsDNA
target (spproximately 302 copies). In all cases YOYO-1 was added Jast to the reaction mixtures,
which were fncubated for § min and irradiated. Fluorescent emissions of the reaction mixtares
were monitored with the Genexus Analyzer 15 mW argoa ion laser at a setting of 32% PMT -
.15~ after;S;15;25, 35; 45, 55 and 65 mimutesof incubstion, #s described jo Bxample 1.+ .7t 5757
i 4 f 0 &% - 2 Inthe presence of 40 mMTMA-C, the fluoresconce emissionievels for both the bglIR-:
o ueer YWTRSCand csgA-WT25C.ssDNA probie controlidncreased as the'Y O¥-0-1 toncentritia Wiis+ ¥
. .t uincreased in the reaction mixture (Table 8'and dsta not.shown); Indisative of the level of probe. < -7
.. '+ - self-hybridization at the different YOYO-1 concentrations: -The fluorescence emission Jovel of
20 :+ .each probe-control remained constant throughout the 65 minate incubation period.:As-expbcted; « .-
the fluorescence emission levels of the human genomic DNA controls decreased slightly with
decreasing YOYO-] concentration and remained relatively constanpt throughout the §5 minute
Incubstion period (Table 8). No fluorescent signal was observed for BQ genomic DNA controls
monitored at PMT settings of 32% (Tabls §) or 34% (data not shown), reflecting the very low
25 copy number of BG gDNA assayed. At a 36% PMT sctting, the BG gDNA cantrols gave
fiuorescence amiasion values slightly above that of the YOYO-1 controls, at each YOYO-1
concentration assayed (data not shown). Fluorescence emission values from reaction mixtures
were normalized to identify triplex-associsted signal by subtracting the appropriate probe
control emizsion value, both of which were monitored over time.
30 Hetoropolymeric perfectly matched 25-mer triplexes, consisting of 100 copies of BG
' gmomio dsDNA and probe bglIR-WT2SC, formed during a 5 minuts incubation in the presence
of 500, 400 or 300 nM YOYO-1 (samples 5, 10 and 15 in Tabie 8, respectively). The perfoct
match regction mixture signal emission levels were all significantly greater than the combined
fluorescenoe signals of target BG genomic dsSDNA control or probe control. The afficiency of
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triplex formation improved as the YOYO-1 concentration was decreased from 500 nM to 300
aM in the reaction mixtures containing 100 copies of BG genomic DNA. When 300 oM
YOYO-1 was present in the reaction mixture thare was a progreasive increase in perfectly
maiched 25-mer triplex fluorescence emission (sample 15, Table 8) thronghout the first 35
minutes of incubation, after which e platean in flucrescence emission was observed. When 200
coples of BG genomic DNA were assayed with the bglIR-WT2C probe, efficient triplex
formation was also obsarved in the presence of 500 — 300 aM YOYO-1 afier 5 mimrtes of
inoubation, with 400 nM and 500 nM being the preferred YOYO-1 oonoentration in the 80 ul
resction mixtures (data not shown). BG genamic DNA. ranging in concemtration from 1000
copies tn 30 copies per 80 pil was also successfitlly assayed with the csgA-WT25C probe (data
not shown). As littls as 10 copios of BG genomic DNA in a reaction volume of B0 pl was
upodudblymadwithﬁebgﬂk-mpmbohﬁomoﬂoommo-l oloarly
mmmwammdmmmmmmm
Plﬂlow(dmmt'!hown)

65 minhtes of incubation. Thie fhidrescence eminsion of the reaction mixtures shown in Table §
was also monitored after 24 hours of incubation. While the BG triplex-associated fluorescence
observed in the absence of background haman genomic DNA slightly decreased after 24 hours
of Incubation, the BG triplex-associated fluorescence observed in the presence of exceas human
genomic DNA continued to increase throughout the 24 hours of Incubation. The ability to
homogeneously sssay 0.33 copies of bacterial genomic DNA. for each copy of human genomic
DNA present demonstrates the extreme sensitivity of the INGENEUS TRIPLEX assay for
detecting pathogens in no more than 5 minutes,

Example 8

This Example demonstrates tho ability to sssay wildtype homazygous, mutant
heterazygous or mutant homozygous human genomic dsDNA samples for the MTHFR. C677T
mutation.

Human genomic dsDNA. that was ofthar wild-type homozygous, mutant heterozygous or
mutant homozygous with respect to MTHFR C677T, was extracted from patient blood samples

2
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+ Even move rematiible-is the ability ofithe INGENEUS TRIPLEX o specifically easdy:
1100 copiés, of bacterial génomic-DNAS amidst-acmge:bumen ‘grnomic DNA ‘beckground. - .
«Hsteropolymetic perfeotly mistahibd triphies, farmed betweeti the*100 copies of BG Fankutic

* dsDNA and probe bglIR~WT25C; formbd during-a 5:mimite incubdtion in'the presesice of300: - --
1M YOYO-1,40mM TMA-Cliand3 02-ccipios of litman genomic DNA (sample-17 in Fabls8). <. -
20" .+*Moreover, there wasa progresaive incredse ln BG triplex: fltioescance emission throughout the .-
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and quantitated as described in Example 3. Antisense 25-mer BSDNA probes, with sequances
derived from exou 4 of the buman MTHFR gens, were prepared as described in Example 3.

The reaction mixtures (80 ul) contained the following: 1 ng or 2 ng of human genomic

daDNA target (approximately 151 copies or 302 copies, respectively), 3.2 pmolas of either wild-

5 type or mutant 25-mer ssDNA probe, 0.5 X THE and 500 aM YOYO-1. Fluoroscent emissions

of the reaction mixtures were maonitored with the Geneoma Analyzer 15 mW argon ion laser ata

setting of 30% PMT after 5, 15, 30, 45 and 60 mimites of incubation, as described in Example 1.

Diffirent fiuorescence amisalon levels were observed for the wild-type probe C677T-

WT25C (SEQ ID NO:22) and mutent probe C677T-MUT25C (SEQ ID NO:23) contrals, due to

10 differences in levels of selfhybridization which are characteristic of each probe sequence in the

presence of YOYO-1 (data not shown). Fluorescance emission values from the reaction

mixtures were normalized to {dentify triplex-agsociated signal by subtracting the appropriate

probe control emission vafue from the reievant reaction mixture emissian, both of which were

measured sftor the same duration of incubdtion. .
=18, .. i..Heteropolymeric perfectly matched DNA triplekas in reaction mixtures comprised f =
w1 s o, ¢ either wild-type homozygous humah genomic:dsDNA: and wild-type probe C677T-WT25C: ors.

Yoges e wemugtant-homozygons  uman genomic -dim,-md-:nimmtﬁml;a C677T-MUT25C;~fonmed: -

wawty .wn sfficiently amd were detected afterjust S min ofincubation in the presenceof 500NM YQYOx1 -
‘. tw...- (samples band 4, respectivaly, in Fig..5):: Thesfiiciancy:ofmatohed tripiex formation, signsled .
20 .. -by-,tbp-.nppg_an::co-of triplex- associated flucrescence; ‘was-slightly- greater. in the' reaction '+
mixtures comprised of 1 ng mutant homozygous genomic dsDNA mnd mutagt probe C677T-
MUT25C (sample 4, Fig. 5), than that of the reaction mixtures comprised of 1 ng wild-type
hamozygous genomic dsDNA and wild-type probe C677T-WT25C (sample 1, Fig. 5) after 5
min of incubation. The triplex-associsted fluoregcent emizgions of the matohed triplexes
25 (sample 4, Fig. 5) decreased slightly over a 60 min incubation period monitared, whareas the
triplex-assooiatod flucrescont emissions of the matched triplexes (sample 1, Fig. 5) remained
relatively constant over time. The triplex-associated fluorescent emission intensities observed
from reaction mixtures containing either of the two perfectly matched triplexes wero more
similar when 2 ng, instead of 1 ng, of genomic dsDNA was present in the reection mbxtures
30 (datanot shown). '
When 1 ng mutant hoterozygous human genomio daIJNA .was reacted with mutant probe
C677T-MUT2SC (sample 3, Fig. 5), the triplex-associated fluorescent emissions were 77%,
80%, 85%;, 88% and 509 lower after 5, 15, 30, 45 and 60 min incubation, respectively, than that
emitted from the reaction mixture containing the perfoctly matched triplex comprised of 1 ng
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wild-type homozygous human genomic daDNA and wild-iype probe C677T-WT25C (sample 1,
Fig. 5), cach evaluated after comparable periods of incubation.

The triplex-associated fluorescant emissions from 1 bp C-A mismatoh triplexss in &
reaction mixture comprised of 1 ng wild-type hamozygous human genomic dsDNA and mutant
probe C677T-MUT25C (sample 2, Fig. 5) were 92%, 95%, 98%, 98% and 98% lower after 5,
15, 30, 45 and 60 min incubation, respestively, than those emitted from the reaction mixtnre
containing the perfectly matched triplexes comprised of 1 ng wild-type homozygous humasn
gonomic dsDNA and wild-type probe C677T-WT23C (sample 1, Fig. 5), each svalusted after
comparable periods of incubation. The triplex-associated fluorescent emissions from 1 bp C-A
mismatch triplexes in a resction mixture comprised of 1 ng mutant homozygons lumsan genomic
dsDNA and wild-type probe C677T-WT25C (sample 5, Fig. 5) werpall 100% lower after 5, 15,
30, 45 and 60 min incubation, respectively, than those emitted from the reaction mixture
containing. the perfectly matched triplexes comprised of 1 ng mutant. homozygous human
genomic dsDNA and mutant probe C677T-MUT25C (llmpleﬁl?ig. 5); each evaluated after
. .comparahle periods of incubgtion. -~ - I TR P SO R T

. g .Iheabovemulhdmmmﬂphgheﬁumcymd.mdﬁmyoﬂhnmaﬂndof

.ngeaying wild-type homozymmmhmwygmp or.mutant homozygots hymangenomic
;dsDNA_samples., Thesp results wete ghtained using: antisenpe 25-mer wild-type and;mutint
pmbu.ﬁ:rMI‘HBRCG??T Compamble; resylts were observed when mnalogousspactions.were -

© 20.;, .- :performed using sense 25-mer.wild-type.and mutant probes. for MTHFR:.CEZ7T . (dits‘not |

b

30

shown). The sensitivity of the assay was firther demonstrated when human genomic dsDNA
targets, mnging in weight from 2 ng to 200 pg, were successfully assayed with wild-type probe
C677T-WT25C and mutant probe C677T-MUT25C in a final resction volume of 80 pl (dsta not
shown).

While the invention has been described in detail and with reference to specific examples
thereof, it will be apparent to one skilled in the art that various changes and modifications can be
maide therein without departing from the spirit and scope thereof.
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TABLE 1. Comparison of triplex assays using lS-mcm(lZS,mu'uﬂyA probes

Target = CF 491 bp dsDNA amplicon

15-mer probes = CF01-15 (normal), CF10-15 (mutant), CF09€15 (pratant)
25-mer probes = CFO1-25 (aormal), CF10:25 (muta), CPO%2S (i)

150 aM YOYO-1 is present in cach ssmple
Sample Fluorcacence [.- Miiust:[ 9% 6f |- %of | Fluorescence | Mimus | %of | %of
Probe : target=25: 1 on Gepexuis g_llD.NA% chanje |'change | onGenexns | ssDNA | change | change
argonlaser @ [ . | rlative | relative | angom laser relative | relative
PMT 32 after |- _% Ttop |- to @PMT 32 to o
Smin 3 [0 0 ] Berfeot |"perfot | after 1S min pecfoct | perfect
T2 v vowd | row 10 rowé4d | rowl0
1) YOYO-1 (150 nM) N PR 0
2) 491 bp (0.05 pmole) N - 10
3) CF01-15 (125 15 530 ¢ P M w[ R O- 223
4) CF01-15 +491 bp (perfsct) 25128 ;. | 24598.- 24764 24541
5) CF10-15 (125 pmole) 293 = S 240
6) CF10-15 + 491 bp (1 bp A-C) 129 . | 946 -| -962 1375 1135 -954
| 7) CP09-15 (1.25 pmole) 1848 - | . [ 1787
8) CF09-15 +491 bp (1 bp T-C) 2303 455 -982 2082 295 -98.8
acpom.s (1.25 pmole) 3086 : - 2979
CF01-25 +491 bp (perfect) 35647 32561« - 37148 34169
ucmo- (125 pmols) ole 663 - |- | . 459
lg)cno-zs+491|_:g( bp A-C) 1307 .| 644 3| ~ - [ -980 982 523 -98.5
13) CF09-25 (1.25 pmole) 8S38 - |.. = . 8005
14) CF09-25 + 491 bp (1 bp T-C) 6430 S -~ | -100 6039 <0 =100

880£€0/9007 OM
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TABLE 2. Comparison of triplex asseys of haman geomio dDNA uing 15-mes, 20-mer or 25-mer ssDNA probes

Target = human genomic dsDNA, WT for CFTR

15-mor probes = delta FS08-WT15C (wild-type), delta F508-MUT15C. (mutant)
20-mer probes = delta F508-WT20C (wild-iype), delts F508-MUE20C (mytant)

600 aM YOYO-1 is present in cach sample

25-mor probes = deltn F508-WT25C (wild-type), delu psos-ﬁtmsc (mutant)

_..

Sample oLk Flnntmme Mims | %of | Fluorescence | Mimus | %of
. |.onGenexus: | sSDNA | chango | on Genexus | ssDNA | change
i |irgonleser@ relative | argon laser relative
"y |PMT 34 after o | @PMT34 to
[, *Smin perfict | after 15 min perfect
. - match match
1) YOYO-1 (600 nM) v 2207 211
2) deltn F508-WT25C (32 antigense)  © ~ 13680 9381
3) delta F508-MUT25C (3.2 pmolo) (antisense) - <. ¥ |* 9169 8696
4) wt gDINA (500 pg) _ e :‘. . [ 2173 2674
wt gDNA (500 pg) + delta F508-WT25C - 21217 7537 18698 9317
wt (500 pg) + delts F508-MUT25C (3 I_!! L -, 9913° 744 -90.1 9355 659 =929
7) delta F508-WT20C (3.2 pmole) (antisense) " |5 _6293° 5826
8) deita FS08-MUT20C (3.2 pmole) (antisense) el 767 809
| 9) wt gDNA (500 - T o481 2381
10) wt gDNA (500 pg) + delta FS08-WT20C (perfect) ~ . _.7155 862 6820 994
11) wt gDNA (500 pg) + delta FSM-MUDOCjMG dﬂl) 1 f1258 491 | -430 1032 22 -71.6
12) delta F508-WT15C (3.2 entisense) A EET) 3639
13) deita ES08-MUT15C (3.2 pmole) (antisanse) - 4597 4549
14) wt gDNA (500 pg) s |- 25057 2495
15) wt gDNA (500 pg) + delta F508-WT15C - Giclis 14416 - | 7591 4067 428
16) wt gDNA (500 pg) + dalts F508-MUT15C AAGdel], [+ 574l 1144 | +93.5 5509 960 | +124

\ G
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TABLE 2. Continued

Sample e : | Fluorésconce | Minus | %of | Flworescence | Minus | 9%of
2 ‘| onGetexus | asDNA | change | on Genexus | ssDNA | chenge
> | PMT 34 sfter to | PMT 34 after to
' 30min pafoct | 4Smin perfect
e = match match
1) YOYO-1 (600 nM) . - 1877 207
2) delia F508-WT25C (3.2 pmole) (antisense) 8116 7455
3) delta RS0E-MUT25C (3.2 pmole) (antisense) =15 8363, 8120
4) wt gDNA (500 pg) . TN 28027 2798
| 5) wt gDNA (500 pg) + dalt F508-WT25C (pafeﬁ) =il .. 11776~ 9660 17380 9925
6) wt gDNA (500 muunrsosmmscgm_u_n B 9092 729 | -925 8953 833 -91.6
7) delta F508-WT20C (3.2 pmole) (antisense) - ry '5435.~ 5193
8) delta F508-MUT20C (3.2 pmole) (antisense) N v 826 - 802
9) wt gDNA (500 pg) N 234 2300
10) wt gDNA (500 pg) + delts FS0B-WT20C (parfet) . - 6652 1217 6549 1356
| 11) wt gDNA (500 pg) + delta FS08-MUT20C (3 bp AAG @ Dl 7] 171 | -859 863 61 -955
 12) delta F508-WT15C (32 pmole) (antisense) - - = 3528 3459
F 3) delte F508-MUT15C (3.2 pmole) (antisense) 4398 . 5098
4) wt gDNA (500 pg) ). 2534 2490
15) wt gDNA (500 pg) + delta F5 OS-WTS_C(gufactl - il 7 4089 561 4139 680
16) wt gDNA (500 pg) + delta F508-MUT15C 3 I_:g ) - 5384 - 986 +75.8 5213 115 -83.1
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TABLE 3. Comparison of triplex assays ofhmmgenumnd:m“mg?.o-ma’ 25-mer or 30-mer ssDNA probes

Target = human genomic dsDNA, WT for MTHFR .

20-mer probes = C677T-WT20C (wild-type), C677T-MUT20C { (umm)
25.mer probes = C677T-WT25C (wild-type), C677T-MUT25C (mutant)
30-mer probes ~ C677T-WT30C (wild-type), C67TT- mmoc (mnllnt)
500 nM YOYO-1 is present in each sample N

2%

Sample % 7 | Fluckescénce | Minus | %of | Fluorescance | Minus | %of
» * "] ‘onGenéxus ‘| ssDNA | chenge | onGenmous | ssDNA | change
y o 1 relative | argon laser @ relative
PMT 30 after to | PMT30afler ©
S| i pafet | 1Smin perfoc
. ¥ .
1) YOYO-1 (500 M) S RN S 0
2) CA7TT-WT30C (3.2 pmole) (antisense) o . |5 24304 . 22982
_3) C677T-MUT30C (3.2 pmolc) (antisense) s ls 1795 - 1537
4) wt gDNA 2 ng) N T 2234
5) wt gDNA (2 ng) + C677T-WT30C (perfect) - _ 38355 . | 14051 37063 14081
6) wt gDNA (2 ng) + C677T-MUT30C (1 I_>p(>A) 3138~ 1343 -9%04 2575 1038 -92.6
7) C677T-WT25C (3.2 pmolo) (antizense) 7856 . 1391
§) C677T-MUT25C (32 pruolc) (amtisense) . 1435 1241
[ 9) wt gDNA 2 ng) | 2045 i 1596
10) wt gDNA (2 ng) + C677T-WT25C (perfiect) 31234 23378 30865 23468
[ 11) wt gDNA (2 ng) + CST7T-MUT25C (L bp C-A)° ‘1882 447 | -o81 | 1414 283 [ -9%0
| 12) C677T-WT20C (3.2 pmole) (antisense) p221 - 69
3) C677T-MUT20C (3.2 pmole) (antisense) - - ' 3292..° | 2639
wt [ A _2084;- 1883
;11320 - s 1100 854 785
4245 - | 948 -13.8 3083 444 -434

TIIESO/S00THL/LDd



TABLE 3. Continued

2575«

Sample .| Fluoréscance | Mimus | %of | Finorcscence | Mimus | %of
“' | "on QGenexuis | ssDNA | change | on Genemcus { ssDNA | changs
! wrgon Jaéer @ relative | argon laser @ relative
L ! PMT.39|M to PMT 30 after 1o
- 30min porfct 45 min perfect
[ PR, . _match match
1) YOYO-1 (500 aM) a1 R 0
2) C6TTT-WT30C (32 pmols) !man e 42?'609 - 22302
3) C6TTT-MUT30C (3.2 pmole) (amtisense) .. -~ ‘f . 1304 1141
th@ 20g) - i-- 2162 - 2101
wt A + C677T-WT30C i - -t 36679 14070 36279 13977
6) wt gDNA (2 ng) + C677T-MUT30C (1 bp C-A) 2377 . 1073 -924 2078 937 -933
C67IT-WT25C (3.2 (antisense) v 7060 - 6834 .
C67IT-MUT25C (3.2 pmole) (antisense) 1141 979
wt A 1518 1518
10) wt A + C677T-WTa5C .. 30392 | 23332 30697 23863
luwtm;gggncmmnzscn bp AL - . 1303 . 162 -99.3 1111 132 -994
12) C677T-WT20C (3.2 pmole) (lntu-ue} 24 . . 4
3) C677T-MUT20C (3.2 pmolc) (mitisensc) 2345. 2163
| 14) wt A C - 1788 1651
5) wt gDNA (2 ng) + C677T-WT20C (perioct) - . 94 670 4%0 436
[ 16) wt gDNA (2 ng) + C677T-MUT20C (1 bp C-A) | - 280 | -657 2185 2| -955

Lo
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TABLE 4. Compariscn of triplex sssays of human genomi¢ daDNA i virying smounts

Target = human genomic dsSDNA, WT for FVL

25-mer probes = FVL-WT25C (wild-type), FVL-MUT25C Imm:nt)

500 oM YOYO-1 is present in cach sample

]

Sample -Fluttescence | Minus %of | Fluorescence | Minns % of
| onGenexns' | ssDNA | change | onGemexus | ssDNA | change
‘argon laser @ relative- | argon laser @ relative
_PMT 30 Iﬁﬂ' to PMT 30 after fo
Smin - perfect 1S min perfect
1) YOYO-1 (500 nM) _ 0 0
2) FVL-WT25C (3.2 ‘autisenso 6206 . 6035
3) FVL-MUT25C (3.2 pmole) (antisense) 44456 . 44427
4) wt gDNA J . 3409. - 3421
wt pDNA +FVL-WT25C 26341 20135 26355 20320
[6) wt §DNA (2 ng) +FVLMUT25C (1 bp G-T) 34322 <0 | _-100 33941 <0 | -100
A " 1198- 1348
wt +FVL-WT25C - 20409, . | 14203 21450 15415
S wtﬂlNALng)+FVL-MUT25prG—'I‘) 25049 <0 - 100 24984 <0 - 100
A (500 . X 6
(10wt m_(so_omu FVL-WI25C (paatect) = B157 17551 23451 17416
12) wt gDNA (500 pg) + FVL-MUT25C (1 bp G-'I.'). 25594 - <0 -100 25480 <0 - 100
13) wt gDNA (200 pg) - T 0
| 14) wt gDNA (200 pg) + FVL-WT25C (perfisct) : 20925 14719 20874 14839
15) wt gDNA (200 pg) + FVL-MUT25C (1bpG-T) - | = 22335 <0 -100 22378 <0 -100
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TABLB 4. Continued

Sample Minus %of | Fluorescence | Mimus % of
* '] ~on’Geneans” | ssDNA | change | onGenexus | ssDNA | change
*{ ergon laser @ relative | argon laser @ relative
. ['PMT. 30 after™ to PMT 30 after to
1% -30min - | perfect 45 min perfect
S T match mstch
1) YOYO-1 (500 nM) N 0
2) FVL-WT25C (32 pmole) (autisonse) —-- ). :580% -. 5518
3) FVL-MUT25C (3.2 pmole) (antisense) ... 44650 - 44101
49wt . 3687 ‘- 3642
wt A +FVL-WT25C . " 26378 - | 20575 26041 20523
6) wt gDNA (2 ng) HFVL-MUT25C (1 bpG-T) .. - |-. 340 <0 -100 33633 <0 -100
[HwtgDNA(1ng) T ] - 1474 - - 1598
" | 8)wtsDNA (Ing) + FVL-WI25C(porfoct) . .|, 22017 . | 16214 21882 16344
Nwt + FVL-] C(bpGT) : -.. 25098 <0 -100 24793 <0 -100
10) wt 500 .t 8 14
11) wt gDNA (500 pg) + FVL-WT25C (perfect) . . .. 23417 17614 23159 17641
| 12) wt gDNA (500 pg) + FVIL-MUT25C(15pG-T) - . 25514 <0 -100 25347 <0 -100
|'13) wt gDNA (200 pg) - =0 . 0
14) wt gDNA (200 pg) + FVL-WT25C (perfect) ~. |- 20852 .. | 15049 20698 15180
 15) wt gDNA (200 pg) + FVL-MUT25C (1 bp G-T) 2441...| <0 - 100 2353 <0 - 100
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TABLE 4. Continued

T Sample . - ¥+ Mims | %of
- I relative
ToiT o to
- e .- , pm
1) YOYO-1 (500 N
[ 2) FVL-WT25C (3.2 pmole) (sntistnse)- -
3) FVL-MUT25C (3.2 pmole) (antisense) =
4) wt gDNA (2 1) T ’
5) Wt gDNA (2 ng) +FVL-WT25C (perfeot) .~ 26024 20519
wt 2 0g) tFVL-MUT25C (1 bp G-T) . 3380 <0 -100
”mm 1 - - o T 1643 —
B) wt gDNA (1 ng) +FVL-WT25C | 1. -1 22005 16500 -
| 9) wt gDNA (1 ng) + FVL-MUT25C(Lbp G-T) . - . 24913 <0 -100
10) wt 500 N 16
11) wt gDNA (500 pg) + FVL-WT25C (perfect) 23240 17735
12) wt gDNA (500 pg) + FVL-MUT25C (1 bp G-T) 25483 <0 - 100
13) wt gDNA . 0
14) wt pDNA (200 pg) + FVL-WT25C (perfict) 20720 15215
22448 <0 -100

15) wt gDNA (200 pg) + FVL-MUT25C (1 bp G-T)

880££0/9007 OM
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TABLE S. Triplex assays of humen genomic dsSDNA obhmedfmm saliva

Terget = humean genomic dsDNA, WT for CFTR

25-mer probes ~ 2789+5G->A-WT25C (wild-type), 2789+50->A-MUT?JC (mutant)

500 nM YOYO-1 is present in each sample

Sample Fluorescence | minus %of | Fluorescence | mious % of
ouGenexis | ssDNA | change | onGenexus | ssDNA | change
argon lasor @ relative | argon laser @ reletive
PMT 30 aftec to pecfect | PMT 30 after to perfect
- 5 min match 15 min match
1) YOYO-1 (500 nM) 1 0. - [1]
2) 2789+5G->A-WT25C (32 pmole) (antisense) ~ - 23291 22608
3) 27894+5G->A-MUT25C (3.2 pmole) (antisense) - | ..22804 . 22071
4) wt A (4 ik ~ 1530 1856
A (4 ng) + 2789+5G->A-WT25C 44651 . | 21360 43624 21016
A (4 ng) +278H+5G->A-MUT25C (1 T-O - 23893 1089 =-94.9 23531 1460 -93.1
7) 2l “ 19
8) wt A +2789+5Q->A-WT25 1.1 ..38650 15359 38142 15534
[9) wt £DNA (2 ug) + 2785+5G->A-MUT25 (1 bp 'r-a) 453 <0 | -100 22430 359 | =971
Sample Flubresconce | mimis | %of | Fhiorescence | minus | % of
. on Geneus- | ssDNA | change | onGenexus | ssDNA | change
: . argon laser @ relativo | argon laser @ relative
- PMT 30 after to perfect | PMT 30 after to parfoct
. 30 thin ~ match 45 min match
) YOYO-1 (500 oM) N 0
| 2) 2789+5G->A-WT25C (3.2 pmole) (antisense) - 22243 21877
3) 2789+5G->A-MUT25C (3.2 pmole) [mﬂl-na) - 21847 21714
4) wt gDNA (4 ng) . > 1959 2102
5) wt gDNA (4 ng) + 278945G->A-WT25C (ﬂ) 42950 20707 42412 20535
_Q__M +2789+5G->A-MUT25C (I I_Ip 23077 | 1230 | -94.1 22806 1092 | -9338

18
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TABLE 6. thmofhmmmmhbﬂmplwmmmmh

Targst = lnuman genomic dsDNA, WT for CFTR - -

25-mer probes = 2789+5G->A-WT25C (wild-type), msm‘».\ Munsc (muhnt)

500 nM YOYO-1 md“mMTMA-Clmpnmmelchlmpla

" | Fluorescence

* Probe + gDNA is mixed, then YOYO-1 Is added. Rmmmmmv mzubmdforSmmmdﬂlmmdmd.

“Pmbe+Y0‘10-leonﬁolllmnd.hmbltedﬁr5mmmdlnd|nd 'ﬂlngNAulddndmdthnmchonmmummbmdﬁars

min and irradisted.

Sample '---‘--" . Triplex- % of Triplex- | %of
- on Genexus | associated | change | associated | change
! . | ergonlasser @ | emission | relative | emission | rolative
" |-PMT 32 after | at5min to at 15 min to
: 5 min perfect perfect
- match match
1) YOYO-1 (500 0 _
2) 2789+5G->A-WT25C (3.2 pmole/80 ul) L 21363
3) 2789+5G->A-MUT25C (3.2 pmole/80 ut) '4 o 20717
[4) wtgDNA @ ng/B0 ul) - N 1
_S')_M+Z7WAWDSCW)‘ ‘. 28146 6783 T210
| 6) wt gDNA (2 ng/80 ul) +2784+5G->A-MUT25C: (1bp ‘T@" - - 23757 3040 -55 3221 - 55
7)27894+5G->A~-WT25C (3.2 pmole/77.9 ul)**- . 22575
2789+5G->A-MUT25C (3.2 pmole/77.9 ul)** 20696
‘a_w_zvmwt-ﬁis € perec® ~ | 7728

880£€0/900T OM
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TABLE 6. Continued

o9

880£€0/900T OM

Sample %of | Triplex- | %of | Triplex- | %of
: emission emigsion
PR et 25 min at 30 min
wt + 2789+50->A-WT25€. (petfect) %o ;] - 8035 8239 3608
wi gDNA + 278H5G->A-MUT25C: "T-G):!:'; 3176 - | -60 3145 -62 3120 -64
wt gDNA + 2789+5G->A-WT25C o« " | 9378 9867 10225
lg) gDNA @M + 278H5G>A-) m.l'l').‘!lel_!p T-G)"* 4334 -54 4918 -50 5027 -51
; _ T,
Sample R “ "1 Triplex- | %of | Triplex~- | %of | Triplex- | %of
! 1| assoclated | change | associated | change | associated | change
[ -| "emission cmission emission
[ at 35 min at 40 min ot 45 min
: _ 9239 9848 9965
3141 - 66 3219 -67 3183 -68
) : 2 ng/B! petfect) 10485 10702 11028
| 10) wt gDNA (2np/80ul) + 2789+5G->A-MUT25C (1bp T-G)** 4908 -53 5217 -51 ATT0 -57
Sample : Triplex- | %of | Triplex- | %of | Triplex- | %of
. 777 7| sssoclated | change | associated | change | associsted | change
* 2| emissian emission emission
. T ['et50 min at 55 min at 60 min
wt \ (2 ng/80 ul) +2789+5G->A-" WT25C (perfect) ¥, ~| 9419 10022 9435
Mt 0 ul) +2789+5G->A-MUT25C(1bp T-G)# °|. 3432 -64 3802 -62 3318 -65
|9) wt \ (2 ng/80 ul) + 2789+5G->A-WT25C *, " I° 11603 12147 12752
10) wt gDNA (2np/80ul) + 2789+5G->A-MUTZ5C Mﬂﬁ‘ . 4925 . | -58 5925 -51 5121 -60

* Probe + gDNA is mixed, then YOYO-1 is added, Reegtion mixgie i incubated for S min and then irradlated.
** Probe + YOYO-1 eonmlnmnnd.inmhhdﬁn-s mmlml‘imdimd. mwm;;mmmwm.mmmdms
min and irradisted. .

T91£50/S00261/1Dd
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TABLE 7. Triplex assays of human genomio dsDNA mpluylngnltummwmm protocols

Terget = bumen gevomic dsDNA, WT for CFIR ) '
25-mer probes = 3849+10kbC->T-WT25C (wild-iype), 3l49+10kbC->T-MUT25C (rmutant)
500 sM YOYO-1 and 40 mM TMA-Cl are present in udlample

L Fluorescemce | Triplex-

Sample %of | Triplex- % of
' - on Genexus | associated | change | associated | chmnge
argon laser @ | emission | relstive | emission | relative
PMT 32 after | at35 min to at 15 min o
7 Smin pertect perfect
match match
| D YOYO-1 (500 ]
2) 3849+10kbC>T-WT25C (32 pmole/BOU) .. ... . .. . | 20055
3) 3849+10kbC>T-MUT25C (3.2 pmole/80 ul) * . .1 |*-20399
4) wt gDNA (2 ng/80 ul) o S £ 0] - 7091
_S)_gpNAﬂgM)HMH 0kbC>T-WI25C D+ |- 30228 10173 10115
A ul) + 3849+10kbC->T-MUT25C (1bp A-C) .1 23481 3082 -70 1614 -84
1D 3M9+10kbG>T-WT2SC (32 pmole/77.9ul)** .+ . - 22696
8) 3849+10kbC>T-MUT25C 32 pmole/77.9 ul)*s. - -- « |- . 20353
19) wt gDNA (2 ng/80 ul) + 3849+10kbC>T-WT25C (pgfeet)“' 10264
MMM+3MHMG->T-MUMC (ep AR [- 5218 -4

*'Probe + gDNA is mixed, then YOYO-1 ludtkd Rmhmmmnmnbﬂdﬁr’mmndﬁmmdmd

** Probe+ YOYO-1 mmlummd.mwbllulfurSmmmdmﬂnhd. TllmglJNAulddedlndlhsmchnnmmmllhcubmdﬂrs
min and hradisted. A el

*.,_I.",l'.ﬁ oA
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TABLE 7. Contirmued

Sample Triplex- | %of | Tviplex- | %of
associsted | chenge | assooiated | chango
emission cmission

_ #t25 min 30 min

5) wt gDNA (2 /B0 ul) + 3849+1 'r-ﬁscm 10335 10503
_Q_Munﬂmﬂmc-ﬂmctm -C)" — 9 -%0 603 -94 113 )

[ 9) wt gDNA (2 ng/80 ul) + 3849+10kbC->T-WT25C (perfect)**- .| 10458 10492 10476
10) wt gDNA (20g/30ul) + 3UPHIGHCOT-MUTISC (Ibp AT | 4602 | .55 3944 | -62 | 3546 | -66
Sample Triplex- | %of | Triplex- | %of | Triplex- | %cf
- assoolated | ohango | mssooiated | change | associated | change

emisgsion emission emission

- at35 min at 40 min et 45 min

[5) wt gDNA (2 ng/80 uf) + 3849+10kbC->T-WT25C (perfoct) ® 10625 10737 10847
| 6) wt gDNA (2 ng/80 ul) -+ 3849+10kbC->T-MUT25C (1bp A- -2 =98 <0 -100 <0 -100

[ 5) wt gDNA (2 ng/80 ul) + 3849+10kbC>T-WT25C (perfoct)®® | 10233 10778 10551
10) wt gDNA (2ng/80ul) + 3849+10kbC->T-MUT25C (1bp A-C)**- | 3216 | -69 | 3025 -72_|_ 2833 -7
-Sample .| Triplex- [ %of | Triplex- | %of | Triplex- | %of
- - | mssogiated | change | associsted | chango | associsted | change

LA 50 min at 55 min at 60 min

_s)__Mglﬂwﬂokwﬂ-wmcmm?‘ 10945 . 10872 10685
+3849+10kbC>T-MUT25C (1bp AC)®* | <0 | -100 <0 - 100 <0 - 100

ngNAgg ul) +3849+10kbC->T-WT25C (perfect)*s" | 10973 11699 12112
10) wt gDNA (ng/B0ul) + 3849+10kbC>T-MUT25C (Ibp A-C)** | 2592 | -76 1788 | -85 1499 | -8

* Probe + gDNA is mixed, then YOYO-1 is added. Reattion mixture is incibated for 5 min and then irradiated.
*# Probe + YOYO-1 comtrol is mixed, mnubltadﬁvrS ml.ndnndmd. IthAhldddmdﬁonnﬂmmmhMmdﬂrs

min and irradiated,

I
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TABLE 8. Triplex assays of Bacillus globigil genomig dsDNA. * .
A,

Target = Bacllluwr globigti genomic dsDNA
25-mer probe = bgllR-WT25C (wild-type for B. glablgﬂ)
40mM'lMA-Clwmmmhsmple * :

500nM YOYO-1 was present in samples 1-5, 400nM¥0Y0-1 wqpmlmtm-slmplu 6-10, 300 nM YOYO-1 was presentin nmples 11-17

Sample R "Fluorescencoon | Mimus | Fluorescencoon | Minus
: ERE " | Genexusargon | comtrol | Genexusargon | control
Phtie cc ot laser @PMT 32 laser @ PMT 32
HA . . 0 efterSmin after 15 min
1) YOYO-1 (500 nM) N . 0 0
2) B. globigii 100 copies/80 ul - 0. D
3) buman gNA (302 copies/80 ul) . 6004 5837
bglIR-WT25C 3.2 1e/80 ul) (antisense) . 6704 . 6521
B. globigti 100 0 ul) + belIR-WT25C * ui 9137 2433 3583 2062
[6) YOYO-1 (400 nM) TR 0 0
| 7) B. globigii gDNA (100 copies/80ul) L 0 0
B) human pDNA (302 copies/80 ul) L .- 5872 5964
9) bgliR-WT25C (3.2 pmole/BO ul) (antisense)” ™ i 22045 22429
10) B globigh gDNA (100 copics/80 nmwnsc (X - 26141 4096 26075 3646
11) YOYQ-1 (300 nM) N - 0 0
[12) 2 globlgh gDNA (100 coplesBou) -~ 7 0 0
13) bumsn gDNA (302 copies/80 ul) D 5321 5330
14 ~WT25C (32 80!1 antisenso) A 28663 28582
15) B. plobigil A (100 ul) + b WT25C* - 35536 6873 36076 7494
_G)__M&_cog_edsom+Lmsc‘ _4m2 40368
02 copies) + bER-WIZSC ¥. 43378 2646 43237 2669

‘Pmbe+g’DNAmmmed.thmYOYO-l was added. Reaction mixtures wero incubated for 5 min and then irradiated.
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TABLE 8. Continned

*Pmbe+gnmmmiud,ﬂmvovo-1wa@'%@@qﬁnmmmsmmmmm.

Sample i e . Fluorescence on | Minus | Fluorescenceon | Minus
3 . Genexus argon | control | Genexusargon | control
laser @ PMT 32 Inser @ PMT 32
after 25 min after 35 min
1) YOYO-1 (500 nM)} C. 0 0
2) B. globigii 100 copies/BO ‘ o 0 0
jmman 02 copics/80 al) : 5693 5764
| 4) belIR-WT25C (3.2 pmole/80 ul) (antisense) T - 15724 15443
;MMC* 17945 2 17601 2158
6) YOYO-1 (400 nM) 0 0
7 B. globigii gDNA (100 copies/80 ul) R 0 0
human 02 copies/80 ul) .3 .-,.-.: 6107 5961
belIR-WT25C (3.2 mo antisense). e el 21801 21647
10) B. globigii 00 0ul)+bgllk,-WT25C‘ 25297 349 25175 3528
11) YOYO-1 (300 aM) . 0 0
12) B. globigii gl_J_le_\( copies/B0 ul) 0 0
13) human e, 5225 5326
14) bglIR-WT25C 2 e/80 lntum.n N - 28103 28113
15) B. 00 copies/80 W'l‘ZSC‘ . 35810 1707 35886 s
1 16) buman 02 copi + -wusc' 40238 40436
17)BG A (100 copies) + 02 copies) + b, 43219 2981 43390 2954

880££0/9007 OM
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TABLE 8. Continued

Sample *| Fluorescence on | Minus | Fluorescence on | Minus
*..|- Genéxusargon | control | Genexusargon | control
lsser @ PMT 32 laser @ PMT 32
after 45 min after 55 min
1) YOYO-1 (500 nM) ) 0
[2) B. globigii gDNA (100 copioa/80 ul) 0 0
3) buman A (302 copics/80 vl : - . 5617 5537
-WT25C (3.2 pmole/80 ul) (antisense! o 14902 14669
5) B. globigii gDNA (100 coples/80 ul) + ylm -WT23C . 17027 2125 16669 2000
YOYO-1 (400 nM) 0
B. globigii gDNA (100 copies/80 . 0 )
8) human gDNA (302 copics/80 ul) ‘- 5812 5939
9) bglIR-WT25C (3.2 pmole/80 ul) (sntisense] 21365 21232
Mmmwwmc* pLi7) 3357 24633 3401
1 11) YOYO-1 (300 nM) 0 0
EM&DLM!D 0 0
13) human 02 o 5209 5215
14 wmc 2 antisense) 27708 27606
M@NA (100 Egz ul) +bg!m W'I'ISC LK 35339 7631 35190 7584
02 -WT25C* 39743 39816
l 00 copi W'I').SC .- 42781 3038 42705 2889

A02 ies) + bpl

*muqnmmm.ﬂmmmlwﬂh-ﬁq&@ﬁmﬁ&umwmsmmmm
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TABLE 8. Continued

Sample Fluorescenceon | Minus | Fluorescenceon | Minus
" | Genexusargon | control | Genecusargon | control
ST 7 inser @ PMT 32 Isser @ PMT 32
s after 65 min after 24 by
1) YOYO-1 (500 M) - - 0 0
233.%!&' 'iﬂ(lww NN 0 0
3) human 02 copies/80 ul) - - 5521 5706
bglIR-WT25C (3.2 pmole/80 ul) (antisense)- f - 14435 11225
5) B. giobigti gONA (100 copies/80 ) + bglIEWT25C * = |- 16383 1948 11571 346
| 6) YOYO-1(4000M) R -0 0
M&DL(IW copies/A0 ul) 0 0
8) human gDNA (302 copiea/80 ul) 5709 5996
bplIR-WT25C (32 1c/80 ul) {antisense) - - ’ . 21053 20366
10) B. globi; A (100 M_yglmf SC* < 24368 3315 22730 2364
11) YOYO-1 (300 M) - -0
12) B. 100 ies/80 . e - 0
13) human A 02 0 ul) : SO X 5119 5011
~WT25C (3.2 pmole/80 ul) (antiserise S -27517 29294
15) B. 100 30 ul) +b WTZSC v 35074 75517 35604 610
16) human 02 +bellR-WT25C* . ° 39480 41000
17BG mAng copios) -+ hgDNA (302 coglu) +bﬂ WT?SC * 42644 3164 45031 4031

’Pmbe+;bNAmmmd,ﬂle0Y0—lwuldded. Mnnmunmmwuhhdﬁ:ﬁmmmdﬂmnndmd.

880££0/900Z OM

TILES0/S00TAL/LDd

99

7



10

15

20

30

WO 2006/033088

CLAIMS

WHAT IS CLAIMED IS:

1.  Amethod of detecting a nucleic acid sequence in a genomic sample, sald method
comprising:

ing the genomic sample comprising a target nuocleic acld sequence of a duplex
nucleic acid;

providing a probe comprising a probe nucleic acld sequence; -

providing e hybridization mixture comprising the genomioc sample, the probe, a

incubating the hybridization mixture to provide an inoubated mixture comprising a
complex of tho target nucleio acid sequence, the probe and the Iabels;

hndhﬁnglhohwbmdmlll:hueﬁthndllﬂon@eﬁwbsﬂmumeulmtmof
the labels to emit enecgy; and S

detocting from a fiuorescent signal whether fhe probe perfisctly matches the target nucleic
acid sequence, to thereby detect whether'the nucleic acid sequence is present in the genomio
sample, . : .
wherein the detecting 1s completed within sixty mimutes of providing the hybridization
mbrture, and the method is condusted without denatoring the Suplex nooleic acld and without
PCR amplification of the duplex nuclelc acid. _

2. The method of claim 1, wherein a single ar multiple micleotide polymorphism is
detected.

3.  Thomethod of claim I, wherein mare than ons said nocleic acid sequence are
detected in the genomic sample by more than one said probe.

4, The method of clalm 3, wherein a haplotype is detected.

5.  The method of olaim 1, wherein 8 morphological status of an orgenism or cell
from which the genomic sample was obtained is detected, said momphological status comprising
dhﬁmﬁwmw;mdwmmm:m
gtate.

6.  The method of claim 1, wherein the genomic sample comprises leas than 700
copies of the target muclelo acid sequence.

7.  The method of clabm 6, wherein the genomic semple comprises about 150 to
about 300 coples of the terget muclelc ecld sequence,

PCT/1B2005/053162
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8. Tho mothod of claim §, wharein tho genomic ssmple consists essentially of
contonts of a siogle oell.

9.  The method of claim 1, wherein the detesting is conducted in & biologioal cell.

10. The method of claim I, whereln the genomic sample I more than 5 kb in length.

11.  The msthod ofclaim 1, wherein the genamio sample ls undigested throughout the
method.

12,  The method of claim 1, wherein the target miclelc acid sequence belongs to a
pathogen pressat or provioualy present in an orgeanism ar a cell fram which the genomic gsmple
{s obtained, ‘

13. Thomethod of claim 1, wherein the probe, if unitary, is & single-stranded nucleic
acid or oucleic acid analogue of 15 to 30 bases In Jength.

14. The method of claim I, wherein the hybridization promoting agent 1s an
intercalating label.

15.  The mcthod of claim 14, whercin the intercalating labsl comprises dimeric
cyanine dyes.

16.  The method of claim 15, wherein the intercalsting lsbel cousists of YOYO-1.

17.  The method of claim 1, wherein the labels are intercalating flucrophores which
also constitute the hybridization promoting agent.

18. The method of clsim 1, wherein the hybridization promoting agent is &

19. Thomethod ofclaim 1, wharein the bybridization promoting agent is a cation of
& compound selected from the group consisting of (CHy),NCl, (CHs)N-HCI, NeCl, NegSOy,
NagHPO,, and (NHg);:S04-

20.  The method of claim 1, whercin the Iabels are non-intercalating Siuorophores.

21, Thomethod of claim 1, wherein the Incubation period fs from one to ten minutes,
and the method is completely practiced in loss than Sifieen mizutes.

22,  The method of olaim 1, wherein the hybridizstion mixture is mairtained ot a
temperature of 20 to 40°C throughout the Incubation period.

23. Thomethod ofclaim 1, wherein at cest one base of the probe binds to abase ara
base pair of the target by Watson-Criok complamentary base interaction and/or by hamalogous
base interaction, such that the complex 1s a triplex.

63
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24. Themethod of claim 1, wharein at least ons base of the probe binds to a basoora
base pair of the target by Watson-Crick complemantsry base interaction and/or by homologous
basa interaction, such thet the complax is a quadrupleec.

25. Thomsthod of claim 1, whereln the probe and the target muoleic acid sequeance do
not bond together solsly as antiparalle] strands obeying Watson-Crick base pairing rules.

26.  The method of alaim I, wherein the radiation Is a laser beam having a power
density of about 84 W/cm®/sec.

27. The method of clalm 1, wherein the fluorescent signal is compared with a
reference fluorescent signal to determine whether the probe ia a perfect match for the target
nucleic acid sequence.

28. The method of claim 1, whesein the datecting comprises monitoring a change in
the fluorescent signal over time to determine whether the probe perfiotly maiches the target
mucleic acld sequence, and wherein an increase in the flnorescent signal over time indicates »
perfoct match and o decrease in the flunorescent signat over time indicates a lack of a perfect
match,

29. The method of claim 1, wherein the probe is provided in the hybridization
mixture in a target seturating amount, said target saturating amount being a probe concentration
in excess of a target concentration, and the labels are provided in the hybridization mixture in a
complex ssturating amount, said complex ssturatieg smonrt being & labet concentration above
which discrimination of the signal from background signsls changes at a first rate less then &
second rate st which the label concentration changes.

30. The method of olaim 1, wherein the probe has a length effective to optimizs
energy tranafer ar migration.

31. Themethod of claim 30, wherein discriminstion of the fiuorescent signal from
background signals is maxijmized by energy transiix or encrgy migration between Intra-terget
intercalated labels and probe-target infercalated Iabels,

32. Themethod of claim 30, wherein tho probe I3 20-30 bases or base pairs in length.

33. The method of claim 1, wherein a length of the probe Is selected so0 as to
muximize an intenaity of the fluorescent signal. .

34, ‘The method of claim 1, wherein the probe is provided in the hybridization
mixtirre in a terget saturating amount, the labels are provided in the hybridization mixturo in &
complex saturating smount, and the probe has & length effiective to optimize enargy tranafier or
migrstion. -
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35. Thamethod of claim 1, whereln a preliminary mixture comprising a buffer and
water is subjectad to an applied electrio charge offective to enhance a sensitivity of the method,
and at least 2 portion of the preliminary mixtore is subsequently incorporated into the
hybridization mixiure.

36. Themethod ofclaim 1, wherein the genomio sample 1s added to the hybridization
mixiure afier the probe, the hybridization promoting agent and the labels.

37. Thomethod of clatm 1, wherein the hybridization promoting agent o the labels
are edded to the kybridization mixture last.

38.  The method of clalm 1, wharein the ganomtc sample ig purified, samipurified,
ungurified or dijuted.

39. Themsthod of claim 1, wherein levels of gane product expression In n genomic
samplo are detected ar gene product expreasions of st least two genomio samples are compared.

40. The method of claim 1, wherein the hybridization mixture further comprises &
phurality of probes that bind to sequences of the genomic sample adjecent to the target nucleic
acid sequence.

4]. Themethod of cleim 1, wherein the probe camprises en emission quencher snd at
least one of the labela.

42, The method of claim 1, wherein the probe Is modified by at least one Hnked

43. The method of claim 1, wherein the labels comprise FET, FRET, energy
migration or redox sets.

4. Tho method of claim 1, wheroln the labels comprise quentum dots.

45. The mothod of claim 1, wherein nucleds acid sequence repeats, insertions or
deletions are detectod.

46, Thomethod of claim 1, wherein the detecting Is repeated under varled conditions
of the hybridization mixture.

47.  The method of claim 1, wherein e cancarous or disease state of en organism or
cell from whiah the gencmic sample was obtained is detected, or pregnancy of the organism is
determined,

48. Themethod of claim I, wherein the genomic sample is obtained from a huoman
semple of tissue, buccal cells, blood, fluid, sputum, urine or faces, and labeled with a molecular
{dentification tng adapted to tdentify a source of the genomic sample.
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49.  The method of claim 1, wherein the probe is provided on 2 support selected from
the group consisting of a bead, a plete, s membrane, a flim, a microwell, an electrode, & column
end a capillary tabe.

50. ‘The method of claim 1, wherein ths probe is provided on a silver lsland film.

51. A Kit for practicing the method of claim 1, said kit comprising:

the probe;

the hybridization promoting agent; and

the labels.

52,  The kit of claim 51, fiwther comprising a ocontainer in which the hybridization
mbxture is provided.

53. Thelkitofclaim 52, whersin the container is adapted to collect sputum or the kit
further comprises a sputum collection devica.

54,  Thekit of claim 52, wherein the container comprises a molccular identificstion
tag adapted to identify a source of the genomic sample.

55. Thekitofclaim 51, wherein the probe is provided on & support selected from the
group consisting of 2 bead, & plate, a membrane, & film, a microwell, an slectrods, & column and
a capillary tube,

S6.  The kit of leim 55, wharein tho support is a ilver land film.

57. Thekitofclaim Sl.whmhwmmwﬂpin. '

or is double-stranded.

58. The kit of claim 51, wherein the Iabals comprise dimerio cyanine dyes.

59. Thekit of claim 51, wharein the labels and the hybridization promoting agent
consist of YOYO-1.

60.  The kit of claim 51, wherein the hybridization promoting agent is at least one
compound selected from the group consisting of (CHaWNCI, (CHa)N-HC], NaCl, Nag8O,,
NaHPO,, and (NH{)2S04.

6l. A method of detecting a miclelc ecid sequence in a genomic sample, said method
comprising:

providing the genomic mmple comprising a target nocleic acid sequence of a
single~stmnded or double-stranded muclefo acld;

providing a probe comprising & probe nucleio actd sequence;

providing a hybridiention mixiure comprising the genomic sampls, the probe, a
hybridization promoting agent and labels;

PCT/IB2005/053162
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incubating the hybridization mixture to provide an incubated mixture comprising a
complex of the target nucleic acid sequence, the probe and the labels;

applying cuergy to the incubated mixture effective to elicit a signal from the
hybridization mixture; and

detecting from the signal whether the probe perfectly matches the target nuclelo acid
sequence, to thereby detect whether the nucleic acid sequence is present in the genomic sample,
wherein the detecting is completed within sixty minutes of providing of the hybridization
mixtore, and the method is conducted without denaturing the duplex nucleic acid and without
PCR amplification of the duplex nucleic ecid.

62. Thomethod of claim 61, whereln subsequent to the incubsting step and prior to
the applying energy step, the incubated mixture is further incubated under conditions such that
the probe disassocietes from the target muoleio acld sequence, and wheneln the detecting step
comprises dotermining from the signal whethar the probe i disassociated from the terget mclelo
acid sequenco and the conditions of inoubation, so as to determine whether the probe perfectly
matches the target micleic acid sequence.

63. Themethod of claim 1, wherein subsequent to the Incubating step and priorto the
epplylng enorgy step, the incubated mixture Is further Incubated under conditions such that the”
probe disssociates from the target mucleic acid sequence, and wherein the detecting step
comprises determining from the signal whether the probe is disassocisted from the target naclelc
acld sequence and the conditions of incubation, so as o determine whether the probe perfictly
matches the target nuoclelo acid sequence,

64. The method of claim 1, wherein the probe comprises one or more parts, and at
Jeast one of the parts is 5 to 30 bases in length,

65. The method of claim 1, wherein a scparation step is performed before the

66. Tho method of claim 1, finther camprising a step of providing at least ono
blocking probe to suppress binding of the probe to a non-turget sequence of the genomic sample.

67.  The method of claim 1, wherein the complex acts as a photonic structure for
collecting photonic energy and transferring energy to a signal emitting label.

68. Themothod of claim 1, wherein the steps of the method are repeated more than
once to provide more than hybridizstion mixture and more than one fluorescent signal, provided
that each hybridization mixture is formed by combining the genomic sample, the probe, the
hybridization promoting agent and the labels in a different sequence.

67
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69. Themethod ofclaim 1, whewein the detecting comprises monitoring  change in
fluorescence anisotropy of the fluorescent sigoal over time to determine whether the probe
perfectly matches the target nucleic acid sequence.
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Fia.1. Tviplex-assceisted flusrescante from human penomic DNA samplas
ssesyed In the prevence of 500 nM YOYO-1 and 45 mit TMA-CI (wherein YOYO-

100 1 In atkied last)
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F19. 3. Triplex-associatad fluorsscencs from human ganomic DNA samplas
assxyad In the pressnce of 500 nMl YOYO-1 and 40 mM TMA-C1 (whereln YOYO-

<3000 1 Ie added Wnat)
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FIG. 8. Triplex assay of human genomic daDNA for ITHFR
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SEQUENCE LISTING

<110> Brikeon, Gler 18
Maknin. Tamm

Paper Copy { (NOT for submiasion)

<130> E1047/20251

<150>
<151>

<160> 33
<170>
<210> 1

<211> 491
<212>

vs 60/612,670
2004-09-24

Patentin veralon 3.3

DNA
<213> Homo saplenas

<400> 1
geagagtacc

tttaocaaata
gegtgatttg
tgattatggy
tctgttectoa
tttcctatga
gaaactatgt
atttggetee
tactgtgaat
<210> 2

<211> 20
<212> DNA

tgaaacagga agtattttea atattttgaa
agsatataca cttectgetta ggatgataat
ataatgacct aatmatgatg ggttttattt
agsactggag ccttcagaqg gtaasattaa
gttttectgg attatgcetg geacaoattaa
tgaatataga tacagangog tcatcasago
gasaacttit tgattatgee tatgaaccet
atattcaate ggttagtota catatattta
g

<213> Bynthatic

<q00> 2
gcagagtacc

<210> 3
<211> 20
<212>

tguaacagga

DHA
<213> Synthatic

<400> 3

cattoacagt agcttaccca

<210> 4
<211> 15

tcaaatgagt
tggaggcaag
ccagacttea
gcacagtgga
agaasatate
atgcoaacta
tcaocaotace

tgtttcetet

PCT/IB2005/053162

PCTNB2006/053182

taatagaate
tgaatcctga
attctaatga
agaatttcat
atctttggtg
'cnq-wtu
caaattatat

atgggtaagc

60
120
180
240
300
360
420
400
431

<212> DHMA
<213> Synthatic

Page 1
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<d00> 4
caccaaagat gatat 15

PCTAB2005/053162
<> 4

‘PCT
Paper Copy { (NOT for submisslon)

<213> Aynthetio

<400> 5
cacoanagac gatat 15

<210> 6

<211> 15

<212> DHA

<213> Bynthatic

<400> &
caccacagat getat 15

<21l0> 7

<211> 25

<212> DRA

<213> Synthatic

<400> 7
taggasacac casagatgat atttt . 25

<210> B

€211> 25

<212> DNA

<213> S8ynthetic

<400> @
taggaantac caaagacgat atttt 25

<210> 9

<211> 25

<212> DHA
<213> 8ynthetic

<400> %
taggaancac cacagatgat atttt 25

[

<210> 10 -
<21ll> 15

<212> INA

<213> Synthatic

<400> 10
atatoatott tggtg 15

<210> 11

<211> 15

<212> DMA

<213> B8ynthetic

Page 2
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<400> 11
atatcgtett tggtg

<210> 12

<213> Bynthatio

<400> 12
atatoatectg tggtg

<210> 13

<211> 25

<212> DNA

<213> Synthatic

<400> 13

8
Paper Copy { (NOT for submisslon)

aaaatatecat ctttggtgtt tecota

<210> 14

<211> 25

<212> DHA

<213> Synthetio

<¢t00> 14

aaaatatcgt ctttogtgtt tecta

<210> 15

<211> 25

<212> DNA

<213> Bynthstic

<400> 15

asastatecat ctgtggtgtt tcota

<210> 16

<211>» 15

<212> D¥A

<213> S8ynthetic

<400> 16
aacaccaatg atatt

<210> 17

<211> 20

<212> DMA

<213> Bynthatio

<400> 17

taggaaacac casagatgat

<210> 1@

<211> 20

<212> DR
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ENSAYO GENGMICO
ANTECEDENTES DE LA INVENCIGN

1. CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se relaciona a ensayos de material
genémico, y mis particularmente a un método y a un equipo
para detectar la hibridacién ddplex, triIplex y/o cuédruplex
de &cidos nucleicos.

2. DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

Los inventores han divulgado previamente
cuadruplexos de Watson-Crick especificamente enlazados vy
otros cuadruplexos, triplexos y duplexos no canfnicos
especificamente enlazados en, por ejemplo, la patente
norteamericana No. 6,656,692 y la patente norteamericana No.
6,927,027. Esas publicaciones proporcionan amplia guia que
considera la seleccién de las condiciones de hibridacién
apropiadas para obtener cualquiera de los diversos
multiplexos divulgados en la misma, incluyendo duplexos,
triplexos o cuadruplexos paralelos o antiparalelos que
enlazan en la porcién homSloga o de Watson-Crick. Ver también
la patente norteamericana No. 6,420,115 de Erikson vy
colaboradores, patente norteamericana No. 6,403,313 de Daksis
y colaboradores y la publicacién de sclicitud de patente
norteamericana copendiente No. 2004/180345, publicada el 16
de Septiembre de 2004.

A pesar de los desarrolloe anteriores, se desean
proporcionar medios adicionales ©para analizar 4&cidos
nucleicos que sean senaibles, robustos y confiables.
Particularmente se desean proporcionar métodos, y equipos
para analizar secuencias de Aacido nucleico de muestras

genfmicas. Ademis s8e desean proporcionar medios para la
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deteccién directa de secuencias de &cido nucleico en mueatras
gendSmicas sin amplificar las secuencias de &cido nucleico.
Todavia ademids sBe desea mejorar la sensibilidad e identificar
mis precisamente y confiablemente la sefial emitida por 1la
reaccién de enlace de interés.

Todas las referencias citadas en la presente son
incorporadas en la misma por referencia en sus totalidades.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Por congiguiente, la invencién proporciona un
método para detectar una secuencia de &cido nucleico en una
muestra gendmica, el método que comprende:

proporcionar la muestra genfémica que comprende una
secuencia de &cido nucleico objetivo de un &cido nucleico
diplex;

proporcionar una sonda que comprende una secuencia
de &4cido nucleico de sonda;

proporcionar una mezcla de  hibridacién que
comprende la muestra genSmica, la sonda, un agente de
promocién de hibridacién y marcas;

incubar la mezcla de hibridacién para proporcionar
una mezcla incubada gque comprende un complejo de la secuencia
de Acido nucleico objetivo, la sonda y las marcas;

irradiar la mezcla incubada con radiacién efectiva
para estimular por lo menos algunas de las marcas para emitir
energia; y

detectar de una sefial fluorescente s8i la sonda
perfectamente iguala a la secuencia de a&cido nucleico
objetivo, para de esta manera detectar si la secuencia de
dcido nucleico estd presente en la muestra genémica,

en donde la deteccién se completa dentro de sesenta
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minutos de proporcionar la mezcla de hibridacién, y el método
se conduce sin desnaturalizar el &cido nucleico dGplex y sin
amplificacién de PCR del acido nucleico diiplex.

Ademds se proporciona un método para detectar una
secuencia de &cido nucleico en una muestra gendmica, el
método que comprende:

proporcionar la muestra genémica que comprende una
secuencia de acido nucleico objetivo de un &cido nucleico de
una scla hebra o de doble hebra;

proporcionar una sonda que comprende una secuencia
de &cido nucleico de sonda;

proporcionar una mezcla de  hibridacién que
comprende la muestra gendmica, la sonda, un agente de
promocién de hibridacién y marcas;

incubar la mezcla de hibridacién para proporcionar
una mezcla incubada que comprende un complejo de la secuencia
de dcido nucleico objetivo, la sonda y las marcas;

aplicar energlia a la mezcla incubada efectiva para
inducir una sefilal a partir de la mezcla de hibridacién; y

detectar de la seflal si la sonda perfectamente
igual a la secuencia de &cido nucleico objetivo, para de esta
manera detectar s8i la secuencia de &cido nucleico esté
presente en la muestra genémica,

en donde la deteccifn se completa dentro de sesenta
minutos de proporcionar la mezcla de hibridacién, y el método
se conduce Bin desnaturalizar el &cido nucleico didplex y sin
amplificacién de PCR del Acido nucleico diGplex.

También se proporciona un equipo para practicar el
método de la invencién.

BREVE DESCRIPCION DE VARIAS VISTAS DE LOS DIBUJOS
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La invencién serd descrita en conjuncién con los
siguientes dibujos en loa cuales nGmeros de referencias
similares designan elementos similares y en donde:

Las Figs. 1, 2, 3, 4 y 5 son grédficas de intensidad
fluorescente contra el tiempo de incubacién que muestra el
incremento y/o menguamiento de la intensidad fluorescente a
través del tiempo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los inventores han divulgado previamente el enlace
especifico de la hebra heteropolimérica al 4&cido nucleico
diGplex y el enlace especifico del &cido nucleico dGplex a
otro &cido nucleico diplex. La descripcién de los inventores
proporciona los medios mediante los cuales las secuencias de
bases en dGplexos que ocurren naturalmente se pueden hacer
egpecificamente reactivoes a una secuencia de base en una
tercera hebra mientras que permanecen establemente
emparejados en el diplex, un hecho previamente no reconocido
de capital importancia. Ver, por ejemplo, 1la patente
norteamericana No. 6,656,692 y la patente norteamericana No.
6,927,027. Los inventores también han divulgado que los
&cidos nucleicos heteropoliméricos (y/o sus anélogos} pueden
enlazarse especificamente entre si mediante la unién de base
homéloga asi como mediante la interaccién de base de Watson-
Crick, y que la unién de base no esti limitada a hebras que
tienen direccionalidad antiparalela con relacién entre sfi.
Id. Asi, los A4cidos nucleicos heteropoliméricos (y/o sus
anilogeos) pueden enlazarse especificamente entre s8i con
direccionalidad paralela o antiparalela, en donde las bases
se unen mediante la unién de base homSloga y/o las reglas de

unién de base de Watson-Crick. La descripcidén de los
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inventores de la preferencia de porcién de enlace de los
dcidos nucleicos fue de manera similar no reconocida
previamente y es del mismo modo de capital importancia. Todos
los complejos especificos anteriores son facilmente
reproductibles habiéndose detectado in vitro wutilizando
instrumentos facilmente disponibles y reactivos utilizados
bajo condiciones leves y permisivas.

Los inventores han divulgade previamente que la
pre-incubacién de la sonda con un agente de incubacién de
sonda y/o el objetivo con un agente de incubacién objetivo
puede incrementar la discriminacién de 1la sefial a ser
detectada de las sefilales antecedentes (es decir, el ruido de
interferencia o antecedentes) al (a) incrementar la afinidad
de enlace o la intensidad de sefial del objetivo y la sonda
perfectamente igualados; y/o (b) disminuir la afinidad de
enlace o© intensidad de &sefial del objetivo y sonda
desigualado. Ver, la publicacién de sclicitud de patente
norteamericana No. 2004/0180345.

Los inventores ahora divulgan otros diversos
pardmetros, incluyendo la 1longitud de 1la sonda, 1la
concentracién de sonda, 1la concentracién objetivo y 1la
concentracién de marca, cuyo ajuste puede lograr efectos
benéficos inesperados.

Por consiguiente, 1la invenciém proporciona un
método para analizar el enlace de &cido nucleico, en donde
por lo menos uno de los pardmetros anteriores se ajusta para
el efecto benéfico.

Ademds, los inventores ahora divulgan un método que
permite la deteccién de un polimorfismo de nucleStido en un

objetivo genbmico, tal como un dsDNA  humano, gin
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amplificacién del objetivo. Distinto a cualquiera de otros
métodos de los cuales los inventores estan concientes, el
presente método sBe puede conducir en menos de sesenta
minutos, y de preferencia menos de quince minutos, en una
temperatura sin desnaturalizacién.

La invencién comprende el uso y/o la formacién de
complejos diplex, triplex y/o cuddruplex novedosos de &cidos
nucleicos (y/o anflogos de los mismos).

Las hebras de &acido nucleico tienen direccionalidad
inherente. La sabiduria convencional mantiene que las hebras
de direccionalidad opuesta, es decir, que son antiparalelas
en gu orientacién entre sif, forman un ddplex a través del
enlace complementario de Watson-Crick de sus bases
respectivas. La unién conjunta de la sonda y la secuencia de
acido nucleico objetivo solamente como dos hebras
antiparalelas que cumplen con las reglae de emparejamientoc de
bagse de Watson-Crick por lo tanto es excluida de ciertas
modalidades de la invencién.

Ciertos duplexos de acuerdo con la invencién, por
otra parte, comprenden dos hebras de &cido nucleico (y/o
andlogos de &cido nucleico) hibridados en relacifn paralela
entre 8i, en donde el enlace especifico es ya sea a través
del emparejamiento de base homSloga o el emparejamiento de
base de Watson-Crick. La sabiduria convencional sostiene que
tales duplexos no existen, © por lo menos Bserian
extremadamente inestables debido a, por ejemplo,
irregularidades de la cadena principal necesitadas por los
requerimientos conformacionales de la unién de base paralela.

Aun mis sorprendente es el deacubrimiento de los

inventores que bajo condiciones de hibridacién apropiadas, la
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bases hom6logas incluyen A:A, G:G, C:C, T:T, U:U y T:U.

El enlace por las bases de hebras de Acido nucleico
ea afectado o condicionado por un nfimero de factores,
particularmente el potencial de enlace de las hebras conforme
a ya sea la porcién de W-C o la porcién hombloga, Yy
condiciones iénicas (por ejemplo, concentracién y/o tipo de
sal). Las condiciones salinas tienden a favorecer 1la
formacién de 1la unién de Watson-Crick sobre la unién
homéloga. Los cuadruplexos de porcién homéloga son
favorecidos sobre 1loe cuadruplexos de porcién W-C bajo
condiciones de solucién reguladora idéntica.

Cada hebra en un complejo de la invencién puede
comprender cualquier secuencia de nucleobases y/o anilogos de
nucleobase, giempre Yy cuando las nucleobases gean
relacionadas a las nuclecbases a las cuales Be enlazan
eapecificamente por ya sea la porcién de W-C o la porcién
homSloga. Contrario a ciertas ensefianzas de 1la técnica
previa, el objetivo y la sonda no necesitan ser
homopoliméricos para lograr el enlace, alin en el caso de la
formacién de triplex o cuidruplex. Asi, en ciertas
modalidades, las nucleobases de sondas se arreglan en una
secuencia de sonda heteropolimérica de purina
interdispersadas y pirimidinas, y las nucleobases objetivas
Be arreglan en una secuencia objetivo por 1lo menos
parcialmente complementario ¢ parcialmente homdloga a la
secuencia de sonda. Por ejemplo, la secuencia de sonda puede
contener 25% a 75% de bases de purina y 75% a 25% de bases de
pirimidina en cualquier orden. Los complejos de la invencién
pueden formarse de secuencias heteropoliméricas, que, como se

definié en la presente, significan secuencias que contienen
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por lo menos una nuclecbase de purina o andlogo de purina y
por lo menos una. nucleobase de pirimidina o andlogo de
pirimidina en por lo menos su segmentos de hibridaci6n. Tales
secuencias heteropoliméricas de preferencia carecen de
fragmentos homopoliméricos de largo mayores que 5 bases.
Otras nucleobases también son adecuadas para el uso en la
invencién, tales como, por ejemplo, andlogos sintéticeos de
bases que ocurren naturalmente, que tienen afinidades de
enlace de Watson-Crick y/u homSloga a otras bases.

Ademis de 1los duplexos, 1los complejos de la
invencién también incluyen triplexos y cuadruplexos, donde
hebras heteropoliméricas opuestas son enlazadas por bases
complementarias de Watson-Crick o por bases hom&logas, y la
direccionalidad relativa de las secuencias enlazadas es
paralela o antiparalela entre si.

Una hebra de sonda puede enlazarse especificamente
en la hendidura mayor o menor de un objetivo de doble hebra.
Ademis, las bases de una sonda de una sola hebra pueden
interactuar especificamente con bases en una o ambas hebras
de un objetivo de doble hebra. De manera similar, las bases
de cada hebra de una sonda de doble hebra pueden interactuar
especificamente con bases en una o ambas hebras de un
objetivo de doble hebra en complejos cuddruplex de 1la
invencién. Asi, en ciertas modalidades de triplex de 1la
invencién, por lc¢ menos una base de la sonda es unida por lo
menoe una base o par de bases del objetivo mediante 1la
interaccién de base complementaria de Watson-Crick vy/o
mediante la interaccién de base homSloga, tal que el complejo
es un triplex, y en ciertas modalidades culdruplex de 1la

invencién, por lo menos una base de la sonda es unida a por

Le
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Ciertas modalidades estin libres de PNA. Para la estabilidad
incrementada, las sondas se pueden proporcionar en una forma
de fosfotriéseter, para inhibir la degradacién durante el uso.

Distinto a <ciertos <complejos particularmente
asociados con PNA, los triplexos de la invencién no dependen
de un mecanismo de invasién de hebra.

Por lo menos una porcién del complejo es aislada,
purificada, artificial o sintética.

En modalidades, una porcién del complejo es un
producto amplificado por PCR. Sin embargo, las modalidades
preferidas de la invencién estén libres de amplificacién por
PCR y productos del mismo.

Los complejos de la invencidén se pueden presentar
en solucién, sobre un soporte sblido, in vitro, in vivo o in
silico. El soporte Bb6lido puede ser eléctricamente conductor
(por ejemplo un electrode) o no conductor. En ciertas
modalidades, el soporte s6lido es una pelicula de isla de
plata u otro material que toma ventaja de las interacciones
de fluordforo-metal para aumentar la sensibilidad, como ea
ensefiado por Aslan Y colaboradores, Metal -enhanced
fluorescence: an emerging tool in biotechnology?. Current
Opinion in Biotechnology 2005, 16:55-62. Ademfs, los
complejos pueden ser O&pticamente mapeados o secuenciados
después de ser alargadeos, como es ensefiadc en las patentes
norteamericanas Nos. 6,147,198 y 5,720,928 de Schwartz.

El enlace especifico entre los &cidos nucleicos
ocurre bajo una amplia variedad de condiciones que tienen
variaciones en la temperatura, concentraciém de sal,
resistencia a la electrostética, composicién de la solucidén

regquladora y concentracién molar relativa de los &cidos

A4
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nucleicoas. Ejemplos de eatas condiciones y métodos para
aplicarlos son conocidos en la técnica.

Los inventores han divulgado previamente
condiciones particularmente adecuadas para proporcionar los
complejos f{nicos y especificos de estos inventores, en el
contexto del andlisis de &cido nucleico y de otra manera.
Ver, por ejemplo, la patente norteamericana No. 6,656,692 y
la patente norteamericana No. 6,927,027. Los inventores ahora
ademfs elaboran en sus ensefianzas previas considerando tales
condiciones.

Dietinto a muchoas complejoe de tipo Hoogsteen, que
son inestables o no existentes en niveles de pH arriba de
aproximadamente 7.6, los complejos de 1la invencién son
estables BsBobre una amplia gama de niveles de pH, de
preferencia de aproximadamente pH 5 a aproximadamente pH 9.

Como 8Se muestra en 1los ejemplos descritos
enseguida, los inventores han descubierto inesperadamente que
la economfa del manejo del material objetivo genfmico se
puede lograr sin el sacrificio proporcionado en la sefial de
ensayo. Asi, ees sorprendentemente posible reducir la cantidad
de material objetivo genfmico en el ensayo invertido sin
causar una disminucién proporcionada en la especificidad o
sengibilidad del ensayo. En algunos casos, la reduccibén de la
cantidad de material genfmico se presenta para incrementar la
especificidad y/o sensibilidad del ensayo. De manera similar,
bajo las mismas condiciones cantidades reducidaas de
promotores de hibridacién o marcas dan por resultado 1la
emisidn de sefial aumentada.

Sin que se desee que Bea relacionado por cualquiera

de las teorias, los inventores tienen una explicacién posible
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para este fentmeno. Los inventores creen que hay por lo menos
dos restricciones opuestas que dictan el nimero &6ptimo de
marcas intercaladas en un complejo. La intensidad de
florescencia emitida por el complejo se incrementa con el
nimero de marcas intercaladas en el mismo. Sin embargo, el
niimero de marcas por complejo es limitado por el niimerc de
Bitios disponibles a las marcas, Y quizas mas
importantemente, por la repulsién de carga mutua entre marcas
préximas. Asi, si Be lograra una relacién de saturacién de
marca a complejos (u objetivos), la adicién del objetivo
adicional del sistema serfa esperado que reduzca la relacién
por debajo del punto de saturaciémn. Cada complejo luego
incluiria menos que el nGmero minimo de marcas, dando por
resultado fluorescencia reducida por complejo. La
fluorescencia reducida por complejoc puede dar por resultado
una reduccién total en la fluorescencia (cuando el incremento
en el nimero de complejos fluorescentes es sobrepasado por la
reduccién en la fluoreascencia de cada complejo) o un
incremento en la fluorescencia menor que el proporcionado al
incremento del nGmero de complejos (cuando el incremento en
el niimero de complejos fluorescentes sobrepasan la reduccién
en la fluorescencia de cada complejo). Los inventores ademis
creen que el DNA diplex actGa un poco para proteger la
reproduccién de carga contra las marcas intercaladas en la
epidura menor que el diplex y aguellas agrupadas cerca de la
tercera hebra o la sonda diplex creando la oportunidad para
una concentracién de marca hiper-densa en el complejo. Esas
marcas luego se creen gque interactGan cuando se radian con un
modelo de migracién de energia de donador:donador debido a su

proximidad. Ver, por ejemplo, la patente norteamericana No
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6,911,310 para informacién adicional que considera los
pistemas de transferencia de energia de donador-a-donador.

Los inventores también han observado que algunas
marcase, tal como el intercalador YOYO-1l, son capaces de
varias intensidades de emisiones, dependiendo de la
estructura del complejo en el cual son intercalados. Esto
puede ser debido que scon apagados por hidratacién. Puedg ser
que la estructura de triple hebra, cuando se forma,
proporciona un ambiente deshidratado inventado para 1las
marcas intercaladas sobre las gque existen cuando 1los
intercaladores inhabitaron el diplex antes del procedimiento
de la primera hebra que enlaza para formar el triplex.
También puede ser que la formacién de un triplex estabilizado
por marcas intercaladas puede causar colapso del DNA local,
que a su vez contribuye a todavia mi&s grande desghidratacién
de las marcas y todavia emisiones mis grandes de esas marcas.

El siguiente lenguaje se utiliza en la presente
basado en el entendimiento anterior de la invencién.

Una cantidad de saturacién de complejo de la marca
es una concentracién de marca por lo menos suficiente para
lograr un miximo en una gridfica de intensidad fluorescente
contra la concentracién de marca en una concentracién de
4cido nucleico fijada.

Una cantidad de saturacién objetivo de sonda es una
concentracién de sonda por lo menoe suficiente para enlazar a
todos los objetivos en el medio de hibridacibébn. Este valor
teSrico se puede ajustar basado en datos experimentales (por
ejemplo, la titulacién de 1la sonda en una mezcla de
divulgacién de <concentracién objetivo fijada). En la

practica, el valor teérico no puede ser idéntico al valor
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empiricamente derivado, debido a factores similares al
autoenlace de las sondas, enlace no especifico al sustrato,
etc. La expresién “cantidades de saturacién objetivo* como se
utiliza en la presente se refiere a la cantidad empiricamente
derivada a menos que se establezca de otra manera.

La cantidad de saturacién objetivo de 1la sonda
también se puede expresar como una relacién de sonda a
objetivo. Esta relacién es de preferencia de aproximadamente
1:1 a aproximadamente 10?:1.

Las concentraciones absolutas de sonda y marca en
la mezcla de hibridacién generalmente se seleccionan en base
a la concentracién sospechada de objetivo en la mezcla. El
ensayo invertido es extremadamente sensible, obviando de esta
manera la necesidad para conducir la amplificacién de PCR del
objetivo. Por ejemplo, es posible analizar una muestra de
prueba que tiene un veolumen de aproximadamente 80
microlitros, que contiene aproximadamente 19 yoctomoles de
objetivo genfmico humano y aproximadamente 3.2 pmoles de
sonda. Las modalidades de la invencién son bastante sensibles
para analizar objetivos genSmicos humanos a una concentracidén
de 2.4 x 10® M, de preferencia una concentracién de no méas
de 2.4 x 10" M. Las modalidades de la invencién son bastante
sensibles para emplear sondas a una concentracién de 4 x 107’
M, de preferencia a una concentracién de no més de 4 x 107° M,
Esto debe ir sin decir que los valores anteriores no se
proponen para sugerir gque el método no puede detectar
concentraciones mis altas ¢ mis bajas de objetive o que 1la
concentracién de sonda no puede ser mids alta o més baja.

En modalidades particularmente preferidas, los

objetivos genémicos no amplificados pueden ser detectados en
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unién homéloga, de preferencia promovida es seflalizada por
YOYO-1, demuestra especificidad y estabilidad que rivaliza a
aquella del difiplex antiparalelo complementario de Watson-
Crick.

La invenci6n también comprende duplexos que
contienen dos hebras de &cido nucleico (y/o anélogos de &cido
nucleico) hibridados en relacién paralelo entre si, en donde
el enlace especifico es a través del emparejamiento de base
homéloga.

Como s8e utiliza en 1la presente, loas términos
"emparejamiento de base de Watson-Crick”, “emparejamiento de
base complementaria” y los similares se proponen para definir
a la asociacién especifica entre pares opuestos o adyacentes
de hebras de &cido nucleice y/o anflogo de &cido nucleico por
la via de bases igualadas (por ejemplo, A:T; G:C y/o A:U). En
el contexto de complejos no canfnicos descritos en la
presente, incluyendc duplexos paralelos, triplexcs paralelos
y antiparalelos y cuadruplexos paralelos y antiparalelos, los
términos similares a ™“unién de base de Watson-Crick” y *“unién
de base complementaria” se proponen para denotar la unién
entre Ay T, Ay Uy/o Gy C, pero no necesariamente en la
conformacién plana, de lado, primerc descrito por Watson-
Crick. Ademds de la porcién de enlace convencional primero
propuesta por Watson-Crick (la “porcién W-C”" y las variantes
conformacionales de la misma comprendidas por la definicién
anterior de la unién de la unién de Watson-Crick, la presente
invencién comprende complejos formados por la unién de base
hom6loga. En la unién de base homSloga, las bases se unen
especificamente c¢con bases idénticas antes que Dbases

complementarias. Asi, en la “porcién homSloga” las pares de
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lo menos una base o par de bases del objetivo mediante la
interaccién de base complementaria de Watson-Crick vy/o
mediante la interaccién de base hombGloga, tal que el complejo
es un culdruplex.

En ciertas modalidades de triplex y cuiddruplex,
cada nuclecbase enlaza a una o dos de otras nuclecbases. Asi,
ademés de 1los pares de base de Watson-Crick diplex
tradicionales y los pares de bases homélogas diiplex descritas
en lo anterior, tales modalidades incluyen loa siguientes
tripletes de base de 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
cualquiera de otras especies ionizadas de bases) y/o los
siguientes tripletes de bases homélogos: A:A:T, T:T:A, U:U:A,
T:U:A, A:A:U, U:T:A, G:G:C y/o C:C:G (incluyendo C:C*:G, y/o
cualquiera de otras especies ionizadas de base).

Asi, en ciertas modalidades de cuadruplex en donde
la sonda es definida como un diplex de la primera y 1la
segunda hebra antiparalela asociadas por los emparejamientos
de base Watson-Crick, y el objetivo es definido como un
diplex similarmente estructurado de una tercera y una cuarta
hebra, se cree que las bases de la primera y la tercera hebra
también se enlazan entre si, ademis de: (a) el enlace entre
las bases opuestas de la primera y la segunda hebra; (b) el
enlace entre las bases opuestas de la tercera y la cuarta
hebra; y (¢) el enlace entre las bases opuestas de la segunda
Yy la cuarta hebra.

En ciertas modalidades de la estructura de triplex
y culdruplex de la invencién, ninguna secuencia de enlace de
bases est& contigua con otras secuencias de enlace de bases.

Esto es, hay por lo menos tres hebras separadas. Aunque las

P
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conformaciones plegadas y los similares (por ejemplo, vueltas
de horquilla, etc.) estdn dentro del alcance de la invencidn
(particularmente pero no limitado a modalidades de
interferencia de RNA, donde el disefio de horquilla se ha
encontrado que es ventajoso para ocasionar la interferencia
basada en el enlace de dfplex de Watson-Crick convencional de
objetivos de RNA - ver Hemann y colaboradores, “An epi-
allelic series of p53 hypomorphs created by stable RNAi
produces distinct tumor phenotypes in vivo” Nat. Genet. 2003
Mar; 33(3):396-400), porciones plegadas de una sola hebra no
hacen el conteo de hebra mis de una vez hacia el minimo de
tres hebras separadas.

Los complejos de la invencién de preferencia no
dependen de la unién de Hoogsteen (incluyendo la unién de
Hoogsteen inversa) y/o cuartetos G para el mantenimiento de
la estructura compleja, aungue la unién de Hoogsteen
(incluyendo la unién de Hoogsteen inversa) y/o cuartetos de G
puede estar presente. Esto es, los complejos de la invencién
de preferencia estdn sustancialmente libres de la unifn de
Hoogsteen (incluyendo la unién de Hoogateen inversa) vy
sustancialmente libre de cuartetos G.

Cada hebra del complejo independientemente
comprende un &cido nucleico que tiene una cadena principal de
deoxirribosa fosfato o ribosa fosfato (por ejemplo, DNA, RNA,
mMRNA, hnRNA, rRNA, tRNA o cDNA) o© una cadena principal de
dcido nucleico o base andloga. Los andlogos de &cide nucleico
preferidos incluyen una cadena principal no cargada o
parcialmente cargada (es decir, wuna cadena principal que
tiene una carga que no eptd negativa como una cadena

principal del DNA nativa) e incluye, por ejemplo, PNA y LNA.
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sus concentracionea nativas. El ensayo inventivo esa bastante
gsensible para detectar polimorfismose de un solo nuclebtido
(SNPs) y/o polimorfismos de miltiples nucledétidos en muesatras
gen6micas humanas que pesan 4 ng a 75 pg, que contienen
aproximadamente 604 copias a 11 copias (1.3 x 100'"M a 2.4 x
102 M en una mezcla de hibridacién de 80 pl) de la secuencia
objetivo de &cido nucleice. Asi, en ciertas modalidades, el
ensayo se llevé a cabo en una mezcla de reaccién de 80 pl se
conduce en una muestra genémica que contiene menos de 700
copias de la secuencia de 4&cido nucleico objetivo, y de
preferencia aproximadamente 150 a aproximadamente 300 copias
de la secuencia de &cido nucleico objetivo (algunas veces
referida después en la presente como "el objetivo”). De
manera similar, en una mezcla de reaccién de 80 ul los
inventores han detectado una secuencia caracteristica
presente en 5 copias de &cido nucleico objetivo de Bacillus
globigii.

Los objetivos no necesitan ser parcialmente o
completamente purificados para lograr tal sensibilidad. En
modalidades preferidas, una muestra biolégica se obtiene de
un organismo o célula, y una muestra genfSmica se prepara de
la muestra mediante ligis o digestién o la remocién de por lo
menos una porcién de (y mucho mids de preferencia
sustancialmente todo) el material no de &cido nucleico, tales
como histonas y los similares, del DNA. Las fuentes adecuadas
de material gendmico para el uso en la invencién incluyen
pero no estfn limitadas a eucariotes, plantas, animales,
vertebrados, peces, mamiferos, humanos, microbios y virus.

Opcionalmente, el DNA genfmico en 1la muestra

genfmica s8e puede amplificar mediante wun método de

9A
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amplificacién de midltiple desplazamiento, de preferencia a
aquel divulgado en la patente norteamericana No. 6,617,137 B2
de Dean y colaboradores, en donde se evitan las condiciones
de desnaturalizacidn.

Mientras que ciertos métodos de ensayo previo
requieren que el DNA de la muestra genSmica se ha digerido
para facilitar el acceso a 1la(s) secuencia(s) de A&cido
nucleico objetivo, la presente invencién permite la deteccién
directa de la(s) secuencia(s) de &cido nucleice cbjetivo gue
constituye una porcién infinitesimal del genoma completo sin
requerir que el DNA genSmico sea segmentado en secuencias més
pequefias. Asi, la presente invenciéin puede detectar
secuencias de A&cido nucleico objetivo cuando la muestra
genfmica comprende un objetivo genfmicc que no es fraccicnado
o es solo parcialmente fraccionado. En ciertas modalidades,
la muestra genémica comprende por lo menos 1%, de preferencia
por lo menos 10%, mAs de preferencia 100% de un genoma
completo. En ciertas modalidades, la secuencia de A&cido
nucleico objetivo se puede detectar en secuencias genfmicas
de mis de 2 kb de largo, de preferencia mis de 5 kb de largo.
Por consiguiente, la longitud del material gen6mico que
contiene la secuencia de &Acido nucleico objetivo no es un
factor limitativo del ensayc. De preferencia, las Becuencia
de Acido nucleico objetivo es un material genémico de una
sola o doble hebra que tiene una longitud de 8 bp a 3.3 X 10°
bp de largo.

La longitud de 1la secuencia de &cido nucleico
objetivo de preferencia debe ser suficientemente larga de
modo que la secuencia de &Acido nucleico objetivo sea Ginica en

la muestra (aunque una pluralidad de secuencias no finicas,
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mis cortas dentro de un genoma pueden ser dirigidas para
identificar tnicamente propiedades del genoma). La secuencia
de &cido nucleico objetivo preferida son de 8 a 200 bases en
longitud, mis de preferencia 15 a 30 bases en longitud. La
secuencia de &cido nucleico objetivo puede ser material
gendémico no amplificado, amplificado de material genémico o
pintético. La secuencia de &cido nucleico objetivo puede ser
todo o parte del genoma del organismo celular de la cual se
extrajo el material gen6mico, o puede pertenecer a un
patSgeno presente (o previamente presente) en el organismo o
célula. Asi, la invencién no es solamente adecuada para
diagnosticar mutaciones genéticas, pero también para detectar
&cidos nucleicos de patbdgencas que infectan un organismo
hospedero o célula.

El ensayo de la invencién también es adecuado para
detectar objetivos no genémicos, tal como cDNA,
particularmente para los propésitos de clasificar librerias
de cDNA.

El ensayo puede detectar la presencia de uno o més
objetivos utilizando una o mds 8sondas. El1l uso de una
pluralidad de diferentes sondas para detectar una pluralidad
de diferentes objetivos es particularmente {itil para detectar
haplotipos.

Los inventores han divulgado previamente que las
sondas son de preferencia de 2 a 200 bases de largo, y mas de
preferencia de 5 a 30 bases de largo, y pueden ser de una
sola o de doble hebra. Desde entonces, los inventores han
descubierto inesperadamente maneras en las cuales la longitud
de la celda se puede ajustar para incrementar la sensibilidad

y especificidad de deteccifn. Por ejemplo, en los sistemas
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deacritos en los ejemplos, las sondas de 25-mer y 30-mer que
abarcan las sondas de 15-mer y 20-mer, con sondas de 25-mer
algunas veces que proporcionan la sensibilidad Y
especificidad mids grandes cuando se detecta la presencia de
un SNP es el objetivo. Por consiguiente, las sondas que
forman triplex pueden ser opcionalmente especificas para la
deteccién de SNP cuando son de 25-mer de largo lo cual
difiere que las sondas que forman diplex que son 6ptimamente
especificas para la deteccién de SNP cuando mds cortas antes
que méds largas.

Sin que se desee que sea relacionado con cualquiera
de las teorias, 1los inventores ofrecen una explicacién
posible para este fenSmeno. Asumiendo, por ejemplo, que las
marcas son capaces de enlazar con la hendidura menor de un
complejo de sonda-objetivo en sitios separados por 11 bases,
los inventores esperarian un complejo de sonda-objetiva de
25-mer gue tiene 2 marcas de enlace de hendidura menor por
complejo, mientras que un complejo de sonda-objetivo de 15-
mer seria esperado que tenga solamente una marca de enlace de
hendidura menor por complejo. Esto podria explicar porgque una
sonda de 25-mer se desempefilaria para una sonda de 15-mer. El
complejo de sonda-objetive de 125-mer seria esperado que
tenga el mismo nimero de marcas de enlace de hendidura menor
como el complejo de sonda-objetivo de 25-mer (2 marcas), pero
la sonda de 30-mer, no Bseria tan sensible como los
polimorfismos de nuclebtido, puesto que la intensidad
fluorescente estd correlacionada con la afinidad de enlace, y
una desigualacién de bases seria mis desestabilizante a un
25-mer gque a un 30-mer.

Una teoria alternativa asume que las marcas son
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mutuamente repulsivas en una primera funcién de 1las
distancias (F;) y que las marcase son capaces de aumentar la
fluorescencia de marcas adyacentes {por ejemplo, por la via
de FRET, transferencia de energia de resonancia fluorescente
© por 1la via de DDEM, migracién de energia de
donador:donador) como una segunda funcién de las distancias
(F3), en donde F, estid inversamente relacionado a F;. Puede
haber una concentracién o intervalo de concentraciones de
marcas cargadas, gque permiten la intercalacién mixima del
complejo de sonda:objetivo y la emisidn similar a FRET mixima
o DDEM. Es posible que la adicién de la sonda objetivo pueda
proporcionar sitios de intercalacién adicionales para las
marcas, perc el nimero y la ubicacién de tales sitios son
restringidos por la repulsién mutua entre las marcas. Asi,
las sondas por debajo de wuna cierta longitud (que 1los
inventorese esperaridn que varian un poco dependiendo de 1la
naturaleza de la sonda, objetivo, marcas y medio ambiente)} no
pueden propercionar proteccién adecuada de las cargas
mutuamente repulsivas de las marcas pr&ximas y/o no po:irian
proporcionar sitios favorables para la interaccién similar a
FRET o DDEM entre las marcas en la hendidura menor o
intercalada entre las bases del objetivo.

Por ejemplo, se asume que las marcas son capaces de
intercalarse cada 20 bases por todo el objetivo de doble
hebra, y que la distancia entre estas marcas es demasiado
grande para soportar la interaccidn similar a FRET o DDEM. Si
la interaccién similar a FRET o DDEM ocurre entre tales
marcas intercaladas del objetivo y las marcas asociadas con
la sonda (por ejemplo, al enlazar en la hendidura menor, la

intercalacién entre las bases de la sonda y el objetivo,
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etc.), la alineacién de las marcas asociadas de la sonda con
las marcas asociadas con el objetivo probablemente serian
para sondas mids largas. Lae hebras de sonda de longitud
suficiente pueden transmitir un nGmero suficiente de 1las
marcas que entren en tal proximidad estrecha entre si de modo
que la transferencia de energia entre las marcas puede
aumentar la emisién del complejo de sonda:objetivo y por
consiguiente la deteccidn.

Por consiguiente, las sondas de la invencién de
preferencia son &cidos nucleicos de una sola hebra o anflogos
de &cido nucleico de 15 a 30 bases en longitud, en donde la
discriminacién de la sefial de las seflales antecedentes es
maximizada por la transferencia de energia a la migracién de
energia entre o ademds de las marcas intercaladas intra-
objetivo y las marcas intercaladas de sonda-objetivo. Mas de
preferencia, la sonda tiene el objetivo optimizado para
transferencia de energia o la migracién de energia. De
preferencia, la longitud es mis grande que 15 bases. Pero aln
mis de preferencia, la sonda es de 20-30 bases en longitud.

Las sondas adecuadas para el uso en el ensayo
inventivo incluye, por ejemplo, 8sDNA, RNA, 8s8PNA, LNA,
dsDNA, dsRNA, hibridos de DNA:RNA, dsPNA, hibridos de PNA:DNA
y otros acidos nucleicos de una sola y doble hebra y andlogos
de &cido nucleico que comprenden cadenas principales de
aziicar fosfato y/o péptido no cargadas, parcialmente cargadas
por completo o en parte o anidlogos de base por completo ¢ en
parte. En ciertas modalidades, la longitud de la sonda se
puede seleccionar para igualar la longitud del objetivo.

Las sondas de la invencién de preferencia son

seguidas de utilizar y estables por afios. Por consiguiente,
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las sondas se pueden hacer u ordenar en grandea cantidades y
almacenar.

En ciertas modalidades de la invencién, las sondas
de bloqueo se pueden utilizar ademds de las sondas propuestas
para enlazar la secuencia de Acido nucleico objetivo. Ver,
por ejemplo, la patente norteamericana No. 6,110,676.

La sonda y el objetivo se hibridan en la presencia
de un agente de promocién de hibridacién (HPA). Los HPAs son
generalmente iones que se han encontrado que mejoran la
especificidad y/o presteza con la cual el ensayo se pueda
realizar. Los inventores también han encontrado que los HPAs
se pueden utilizar para la duracibén extendida de los ensayos
para estabilizar la intensidad de fluorescencia emitida de
las muestras de control que contiene la sonda o marca. Los
HPAS adecuados incluyen, peroc no estdn limitados a, cationes
de (CH;).NCl, (CH;);N-HC1l, NaCl, NazSO,, NasHPO, y (NH,)a1S0,. Los
HPAs preferidos incluyen las eptructuras que hacen estructura
de agua (es decir, agentes cosmb&tropos o cosmotrépicos)
divulgados en la patente norteamericana No. 6,783,932 B2 de
Fresco y colaboradores.

Los beneficios del uso de uno o mds HPAs en una
mezcla de reaccién y las mejores concentraciones para el uso
bajo cualquiera de las condiciones de ensayos adicionales se
pueden determinar experimentalmente utilizando la presente
descripcién como una guia. Las concentraciones preferidas
para los HPAs seleccionados incluyen, pero no estdn limitados
a, lo siguiente: NaCl 50 a 80 wM, NaSO, 10 a 60 mM, Na,HPO, 50
mM, (NH,)2S0, 125 a 250 mM, Trimetilamoniocloruro 30 mM (o
clorhidrato de trimetilamina), tetrametilamoniocloruro 35 a

52.5 mM (TMA-Cl) cada uno adicionado por separado o TMA-Cl 50
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mM en combinaci6én con NaCl 10 a 20 mM. La patente
norteamericana No. 6,783,932 B2 de Fresco y colaboradores
ensefia el uso de concentraciones muco mis altas de
coembtropos para estabilizar triplexos basados en secuencias
de polipurina. Mientras que tales concentraciones méis altas
estdn dentro del alcance de la presente invencifn, ellas no
Bon requeridas para estabilizar los triplexos y cuadruplexos
heteropoliméricos especificos de la presente invencién.

En ciertas meodalidades, el HPA también es una marca
Eluorescente. En tales modalidades, el uso de una marca no de
HPA © marcas de HPA adicionales es opcional. Loa HPAs
adicionales a la marca de HPA también son opcionales. El HPA-
marca es de preferencia una marca de intercalacién, mia de
preferencia un tinte de cianina dimérico y aun mis de
preferencia YOYO-1.

Las marcas de la invencidn (si funcionan solamente
como marcadores, solamente como HPAB, o© como HPAe vy
marcadores) de preferencia son fluordforos de intercalacidn.
Las marcas preferidas son miembros seleccionados 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, monémeros de
cianina, bromuro de etidio, homo-dimerc-1 de etidio, ho-
dimero-2 de etidio, derivados de etidio, acridina, naranja de
acridina, derivados de acridina, heterodimeros de etidio-
acridina, monocazida de etidio, yoduro de propidio, tintes
SYTO, Verde 1 SYBR, tintes SYBR, Pico Green, tintes SYTOX y
7-amincactinomicina D. Mucho mds de preferencia, las marcas

son tintes de cianina u homo- © heterodimercos de tintes de
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cianina que proporcionan fluorescencia aumentada cuando se
asocian con &cidos nucleicos, tales como aquellas descritas
en las patentes norteamericanas Nos. 4,883,867 (Lee},
5,582,977 (Yue b' colaboradores), 5,321,130 (Yue Y
colaboradores) y 5,410,030 (Yue y colaboradores), incluyendo
las manchas de &cido nucleico comercialmente disponibles bajo
las marcas TOTC, BOBO, POPO, YOYO, TO-PRO, BO-PRO, PO-PRO ¥y
YO-PRO de Molecular Probes, Inc., Eugene, OR. De estos, YOYO-
1 (algunas veces referido en la presente como “YOYO”") es el
mds preferido.

Las marcas no de intercalacién también son
adecuadas para el uso en la invencién. Ejemplos preferidos de
tales marcas incluyen biotina, rodamina, fluoresceina y otras
marcas o pares de marcas que por fluorescencia o la ausencia
de la sefilal de fluorescencia ya sea que son enlazadas en un
complejo de sonda/objetivo cuando se irradian con energia
excitante.

La invencién ademis comprende el uso de marcas que
emiten sefiales no fluorescentes. Tales marcas incluyen
agentes luminiscentes, particulas detectables de luz
dispersada (ver, por ejemplo, la patente norteamericana No.
6,214,560 de Yguerabide y colaboradores), marcas magnéticas
(ver, por ejemplo Chemla y colaboradores “Ultrasensitive
magnetic biosensor for homogeneous immunoassay”. Proc Natl.
Acad. BSci. U.S.A. vol. 97, 14268-14272 (2000)., etc. En
ciertas modalidades, las marcas son aquellas divulgadas en la
patente norteamericana No. 5,939,256 de Yamamoto y
colaboradores, que causa un cambio detectable mediante 1la
reaccién o interaccién con el complejo mismo, © gque son

mutuamente interactivas en la presencia de una estructura
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helicoidal miltiples, para de esta manera causar un cambio
detectable. En ciertas modalidades, las marcas son conjuntos
de redox (por ejemplo, pares de redox) de sondas de dos
partes, como es divulgado en la patente norteamericana No.
6,361,942 Bl de Coull y colaboradores. En ciertas
modalidades, lae marcas son puntos de quantum.

También estd dentro del alcance de la invencitn
utilizar marcas adaptadas para los métodos de anisotropia de
fluorescencia de deteccifn, tal como es divulgade por 1la
patente norteamericana No. 5,593,867 de Walker Y
colaboradores.

En ciertas modalidades, no se requieren marcas. Por
ejemplo, la hibridacién se puede detectar al extender el
complejo de hibridaci6én a través de un nanoporo, al aplicar
un campo eléctrico, y al monitorear el nanoporo para cambios
de corriente, como es divulgado en la publicacifn de
policitud de patente norteamericana No. 2003/0099951 Al de
Akeson y colaboradores.

También es posible detectar diferencias entre los
perfiles de fusi6n de complejos similares para determinar si
los complejos son idénticos. Ver, por ejemplo la publicacién
de solicitud de patente norteamericana No. 2003/0157507 Al de
Lipsky y colaboradores. En tales modalidades, enlazadores de
hendidura menor también se pueden utilizar para nivelar las
temperaturae de fusién de las sondas, de modo que ellas
exhiben afinidades de enlace comparables para los objetivos y
perfiles de desnaturalizacién comparables para los ensayos de
desnaturalizacién. Ver la patente norteamericana No.
6,683,173 B2 de Dempcy Yy colaboradores.

La marca, sonda, objetivo y HPA se combinan para
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proporcionar la mezcla de hibridacién, junto con cualquiera
de los componentes adicionales, tales como agua, por lo menos
una solucién reguladora, etc. El orden de la adicién de los
componentes a la mezcla de divulgacién no necesita ser
critico, pero informacién significante acerca del objetivo se
puede obtener Bi el orden de adiciém a la mezcla de reaccién
es variado y 1las emisiones de marca monitoreadas vy
comparadas. Por ejemplo, el HPA (y/o HPA-marca) se puede
adicionar a una solucifn que ya contiene al miltiplex a ser
estabilizado o se puede adicionar junto con una o més hebras.
Ademés, los componentes de la mezcla de hibridacién pueden
estar en la forma de compuestos discretos o compuestos de los
componentes individuales. Ejemplos de tales compuestos
incluyen, por ejemplo, HPA, HPA-marca y/o marca
covalentemente enlazada a o intercalada con la sonda y/o el
objetivo. En ciertas modalidades, el compuesto puede ser un
*conjugado de —cligonucle6tido-apagador-fluorescente-tinte”
del tipo divulgado en la publicacifn de solicitud de patente
norteamericana No. 2004/0081959 A9 de Reed y colaboradores.
Tales modalidades ademis pueden comprender los enlazadores de
hendidura menor (MGs} de Reed y colaboradores. Los MGBs de
Redd y colaboradores también son adecuados para la adicién
como componentes discretos que la mezcla de hibridacién, y Be
espera que faciliten 1la formacién de mGltiples Bin
incrementar el ruido al precedente de la fluorescencia no
especifica. Ver también 1la publicacifn de solicitud de
patente norteamericana No. 2004/0058322 Al de Hegpeth y
colaboradores.

El orden de adicién de los componentes de la mezcla

de hibridacién puede ser significante en ciertas modalidades.
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Sin embargo, los inventores no han encontrado que el orden de
adicién necegita ser tan significante como para volver el
método operable bajo cualquier orden especifico de adicién.
Mis bien, los inventores se han encontrado que la alteracién
del orden de adicién puede identificar un orden preferido de
adicién, que da por resultado resultados mejorados con
relacién a S6rdenes menos preferidos de adicibén. Por ejemplo,
Los inventores han descubierto inesperadamente que la adicién
de la secuencia de A&cido nucleico objetivo (por ejemplo,
contenida en la muestra genSmica) de la mezcla de hibridacién
puede dar por resultado especificidad y sensibilidad
aumentadas. Esto es particularmente sorprendente considerando
que la adicién de la marca a la mezcla de hibridacién al
Gltimo es mis preferida para algunas otras modalidades.

El orden de adicién también puede ser significante
cuando algunos o todos los componentes son eléctricamente
pretratados de acuerdo con las ensefilanzas de la publicacién
de solicitud de patente norteamericana No. 2003/0170659
previa de los inventores. Por ejemplo, una solucién regqulada
podria ser eléctricamente pretratada antes de la combinacién
de la sonda con otros componentes para formar la mezcla de
hibridacién. El pretratamiento eléctrico puede aumentar la
sensibilidad y/o especificidad del ensayo.

La mezcla de hibridacién puede ser incubada durante
un periodo de tiempo para permitir que ocurra la hibridacién.
La incubacién se conduce durante un periodo de tiempo de
mencs de 60 minutos, de preferencia menos de 15 minutos, més
de preferencia no més de 10 minutos, aun mas de preferencia
aproximadamente 5 minutos o menos, mucho mis de preferencia 1

minuto o menos. La incubacién de preferencia se conduce a una

\©
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temperatura de no desnaturalizacién, y mis de preferencia se
conduce a temperatura(s) dentro del intervalo de 20 a 40°C.
Como se utiliza en la presente, el término “temperatura de no
desnaturalizacién®” se refiere a una temperatura insuficiente
para desnaturalizar la secuencia de &cido nucleico objetivo
de doble hebra, y explicitamente comprende temperaturas por
lo menos tan altas como 40°C. Las temperaturaes suficientes
para desnaturalizar el objetivo no son preferidas ya que
ellas adicionan costo, retardan y dan complejidad innecesaria
al método.

La mezcla de hibridacién se irradia con luz
coherente de preferencia en o cerca de la longitud de onda de
excitacién mixima de la marca después de la incubacién y
luego se monitorea para la fluorescencia si la mezcla de
hibridacién contiene un fluoréforo. Para YOYO (es decir,
YOYO-1), una longitud de onda de excitacién de 488 nm es
preferida. Se ha descubierto gue la densidad de potencia de
la luz que irradia la muestra de prueba es importante, y de
preferencia puede ser ajustada para suministrar
aproximadamente 84 W/cm’/seg de radiacién cuando la marca es
YOYO-1. Indebidamente densidades de potencia altas, si son
suministradas de 1l&seres o fuentes de 1luz brillante, no
solamente puede anular el ensayo, sino también dallar 1los
reactivos tal gque la muestra de prueba no puede Bser
subsecuentemente analizada utilizando la radiacién
apropiadamente accionada. Esto es asi debido a que YOYO-1
puede actuar como un agente de fotosegmentacién 8i se
estimula adecuadamente. Loe l&seres 8son la fuente de
radiaci6én més preferidos. Los instrumentos accionados por

fuentes de *“luz brillante”, tales como bulbos de Xenon, que
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general luz brillante pulsada o continua, aun s8i
subsecuentemente se filtran, son menos adecuados para llevar
a cabo el ensayo utilizando YOYO-1 y generalmente generan
resultados no inteligibles. La *“luz brillante” filtrada no es
equivalente a la estimulacién de 1lé&ser. Fotodiodos de
potencia de watt muy bajas, tal como aquel presente en un
instrumento Turner Design ™TD* Picofluor, accionados por
baterias de 4 AAA, se puede utilizar para llevar a cabo en
ensayo para medir las emisiones fluorescentes de YOYO-1.

Una o mids fuentes de 1luz diferentes se pueden
emplear para irradiar las marcas. La irradiaci6én de las
marcas con una pluralidad de haces de luz de diferentes
longitudes de onda es particularmente tGtil donde se emplean
marcas que tienen diferentes caracteristicas de excitacioén.
Por ejemplo, la luz léser de 488 nm se puede aplicar para
excitar las marcas de YOYO-1 dirigidas a la deteccifin de
secuencia objetive mientras que la luz de liser de otra
longitud de onda es aplicada para excitar otras marcas
presentes.

En una modalidad altermativa, la especificidad del
ensayo se puede mejorar al digerir cualquier dfiplex en el
medio de hibridacién que de otra manera podria generar una
pefial no especifica. El objetivo diiplex en el triplex se
protege de la digestién, como es ensefiado por la patente
norteamericana No. 6,458,540 Bl de Ramberg. Tolun vy
colaboradores, “A real time DNase assay (ReDA) based on
PicoGreen fluorescence” Nucleic Acids Res. 2003 Sep 15;
31(18) :el111 muestra que los intercaladores en el diplex no
necesitan detener la digestién, mientras que la intercalacién

Yy la estabilizacién del DNA de triplex puede hacerlo.
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En ciertas modalidades de la invencién, una etapa
de separacién se conduce antes de la deteccién de la sefial
emitida del medio de hibridacién. Esta etapa separa 1las
sondas no enlazadas de los complejos de sonda-objetivo. De
preferencia, la etapa de separacién comprende el uso de un
soporte 86lido policatibénico como es ensefilado en la patente
norteamericana No. 5,599,667.

La mezcla de hibridacién puede ser monitoreada una
o midB veces para la emisién de marca después de que es
irradiada una o mis veces. La gefial medida es de preferéncia
la intensidad fluorescente emitida de la mezcla de
hibridacién. En tales modalidades, la actividad del enlace
entre la sonda objetiveo se puede correlacionar directamente o
inversamente con la intensidad, dependiendo de s8i 1la
hibridacién de las sefiales de marca a través del apagamiento
de la sgefial o la emisién de sefial. Asi, la intensidad
fluorescente generada al intercalar agentes estd directamente
correlacionada con la afinidad de enlace de sonda-objetivo,
mientras que la intensidad fluorescente de las modalidades
que emplean fluoréforos no de intercalacién covalentemente
enlazado a la sonda puede ser inversamente correlacionada con
la afinidad de enlace de sonda-objetivo. En ciertas
modalidades, la intensidad fluorescente 8Be incrementa (o
disminuye para los no intercaladores junto con el grado de
igualaciones entre la sonda y el objetivo, de preferencia
sobre un intervalo inclusivo de 0-2 desigualaciones y/o
supresiones, mas de preferencia sobre un intervalo inclusgivo
de 0-2 desigualaciones y/o supresiones.

Las modalidades de la invencién comprenden calibrar

la sefilal medida contra las sefiales de referencia para
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determinar si la sonda es una igualacidén perfecta para la
secuencia de &cido nucleico objetivo. Una curva de
calibracién puede Ber generada, en donde la magnitud de 1la
sefial medida (por ejemplo, intensidad fluorescente) es una
funcién de la afinidad de enlace entre la secuencia de &cido
nucleico objetive y la sonda. Como la afinidad de enlace
entre la secuencia de &cido nucleico objetivo y la sonda
varia con el nimero de bases desigualadas, la naturaleza de
la desigualacién {es) (A-G contra A-C contra T-G contra T-C,
etc.), la localizacién de la (s) desigualacidén (es) dentro
del complejo de hibridacién, etc., el método de la invencién
se puede utilizar para detectar si la sonda y la secuencia de
4cido nucleico objetiva son una igualacién perfecta o una
desigualacién y finalmente para secuenciar la secuencia de
4cido nucleico objetivo.

La sefial emitida puede ser recolectada serialmente
y evaluada como una funcién del tiempo asf como
instantdneamente. Por ejemplo, un cambio en la sefial
fluorescente con respecto al tiempo puede ser monitoreado
para mejor determinar si la sonda perfectamente igual a la
secuencia de &cido nucleico objetiva en wuna mezcla de
hibridacién que contiene una marca de intercalacién, en donde
un incremento en la sefial fluorescente con respecto al tiempo
(*incremento”) indica una igualacifn perfecta y una
disminucién en la seflal fluorescente con respecto al tiempo
(*menguamiento”) indica una falta de una igualacién perfecta.
De manera similar, las @geflales de incremento y de
menguamiento generado por wuna mezcla de hibridacién que
contiene una marca de no intercalacitn puede indicar una

igualacién imperfecta a una iqualacién perfecta,
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respectivamente. Aungque bajo algunas circunstancias la
intensidad de sefial de una mezcla carece de una igualacibn
perfecta no disminuye a través del tiempo, todavia es posible
distinguir entre las igualaciones perfectas Y las
desigualaciones donde 1la sefial emitida por la mezcla de
desigualacién cambia en una proporcifn menor gque aquella de
la mezcla de igualacién, o la sefial emitida por la mezcla de
desigualacién muestra evidencia de cambios discontinuos Yy
regresiones.

La invencién comprende el uso de uno o mis de la
medicién de sefial anteriores y los protocolos de andlisis de
datos. El uso de mids de uno de los protocoles puede aumentar
la confiabilidad del ensayo. Otros parametros del ensayo (por
ejemplo, el orden de adicién de la mezcla de hibridacién,
longitud de la sonda, etc.) también puede ser variado para
verificar la consistencia a través de maltiples protocolos,
para aumentar la confiabilidad del ensayo.

La deteccién de la gefial fluorescente de
preferencia es completada dentro de 60 minutos de la
provisién de la mezcla de hibridaciém, méis de preferencia
menos de 15 minutos, aun mis de preferencia aproximadamente
10 minutos, todavia mids de preferencia dentro de
aproximadamente 5 minutos. El método completo de preferencia
se conduce en menos de 60 minutos, mids de preferencia menos
de 15 minutos, todavia mas de preferencia menos de 10
minutos, aun mis de preferencia de aproximadamente S minutos
O menos, en una temperatura de no desnaturalizaciémn.

La confiabilidad de la invencién es independiente
del contenido de guanina y citosina en cualquiera de la sonda

o el objetivo. En la porcién de W-C tradicional, puesto que
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los pares de bases G:C forman tres enlaces de hidrégeno,
mientras que los pares de bases A:T forman solamente dos
enlaces de hidr6geno, las secuencias objetivo de sonda con un
contenido de G o C mis altos son mis estables, presentando
temperaturas de fusién mis altas. Consecuentemente, las
desigualaciones de ©pares de bases gque incrementan el
contenido de GC de la sonda hibridada y la regitn objetivo
arriba de aquella presente en loe hibridos perfectamente
igualados puede desalinear la debilidad de enlace asociado
con una sonda desigualada.

El métode de la invencién es Gtil para detectar
mutaciones genéticas, incluyendo SNPs con una combinacién sin
precedente de velocidad y confiabilidad. Las repeticiones de
secuencia de &cido nucleico, inserciones y supresiones
también pueden ser detectadas. El método también es Gtil para
detectar un estado morfolégico de un organismo o célula de la
cual se obtiene una muestra genfmica. El estado morfolégico
de preferencia comprende informaci6n que considera: (a) una
etapa de desarrollo; (b) estructura de orden més alto; (c)
eventos de enlace y/o (d) un estado de enfermedad.

El método se puede conducir dentro de una célula
biolégica.

La invencién comprende ademis de los métodos
anteriores un equipo para practicar esos métodos. El equipo
de preferencia comprende: medios de recoleccién de muestra
para recolectar la muestra gendmica; la sonda; el agente de
promocidén de hibridacién y las marcas.

Los medios de recoleccién de muestra adecuados
incluyen pero mno estdn limitados a Jjeringas, vasos,

frasquitos, esponjas, torundas, adherentes, tubos capilares,
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hojas absorbentes, membrana, pelicula, wmicrocavidad, columna,
cuentas, chips, etc. De preferencia, los mediocs de
recoleccién de muestra se adaptan para recolectar tejido,
células bucales, sangre, fluido, esputo, orina y/o heces.

En ciertas modalidades, una etiqueta de
identificacién molecular se adiciona a la muestra para
proporcionar un equipo y método para marcar una muestra
biolbégica para propbsitos de rastrear s8u historia y
proporcionar un camino auditivo definitivo. La etiqueta es
por lo menos una molécula capaz de la deteccién. De
preferencia, la etiqueta es una secuencia de &cido nucleico
andlogo de &cido nucleico que se ha funcionalizado con por lo
menos una marca detectable (de preferencia marcas de giro o
puntos de quantum) y opcionalmente con por lo menos un agente
de reticulacién. Los medios de recoleccién de muestra
utilizados en el método y el equipo de preferencia incluirén
la etiqueta (por ejemplo, reticulado de una superficie de
gsoporte) y tiene un c6digo de barras u otros medios para
identificar qué etiqueta es (nicamente asociada con 1la
muestra. Ver, por ejemplo, la patente norteamericana No.
6,153,389, que describe las etiquetas de identificacién para
los ensayos basados en PCR.

En ciertas modalidades, la sonda se proporciona
sobre un soporte seleccionado del grupo que consiste de una
cuenta, una placa, una membrana, una pelicula, una
microcavidad, un electrodo, una columna o un tubo capilar.

La sonda, las marcas Yy HPAs del equipo son
esencialmente los mismos como para el método.

La invencién se ilustra en mis detalle con

referencia a los siguientes Ejemplos, perc se debe entender
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que la presente invencién no se coneidera que sea limitada a
los mismos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1

En este Ejemple, 1los inventores comparan las
pefiales de ensayo triplex emitidas cuando sondas de
oligonucle6tido de wuna Bola hebra de 15-mer o 25-mer se
utilizan para analizar objetivos de amplicén diGplex. E1l dsDNA
genSmico 8e extrajo de una nmuestra de sangre humana
utilizando un equipo de purificacién de sangre QIAamp DNA
(QIAGEN, Mississauga, Canadi) seglin las instrucciones del
fabricante. Un fragmento de dsDNA de 491 bp (SEQ ID NO:1),
correspondiente a una regién clinicamente significante del
ex6n 10 del gen de fibroasis cistica [Genomics 10, 214-228
(1991)], se amplificéd por PCR. Un cebador superior de 20-mer
y un cebador inferior de 20-mer se sintetizaron en un
pintetizador de DNA (Expedite 8909, PerSeptive Biosystems),
se purificaron en cartucho y se disolvieron en ddH;0. La
secuencia para el cebador superior de 20-mer: 5’'-GCA GAG TAC
CTG AAA CAG GA-3’ (SEQ ID NO:2). La secuencia para el cebador
inferior de 20-mer: 5’'-CAT TCA CAG TAG CTT ACC CA-3’ (SEQ ID
NO:3). 100 pmol de cada cebador se mezcldé con 1 pg de dsDNA
genémico en una mezcla de reaccién de PCR de 100 ul
utilizando un equipo Tag PCR Master Mix (QIAGEN, Mississauga,
Canadd). Los siguientes parfmetros del ciclo de PCR Bse
utilizaron: 1 cicleo de 94°C x 5 min, 25 ciclos de (93°C x 30
seg, 48°C x 30 seg; 72°C x 45 seg), 1 ciclo de 72°C x 7 min.
El tamafio del fragmento de PCR 8Be confirmé mediante la
electroforesis en gel. No se realizé purificacién de 1la

muestra para remover cantidades pequefiisimas de cebadores
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residuales o DNA genSmico. La concentracién del objetivo de
dsDNA de 491 bp amplificado por PCR, con los cebadores
residuales y el DNA genbSmico, se determind mediante 1la
espectroacopia de UV y se prepard una solucién de extracto de
1 pmol/ ul.

Las secuencias de sonda de s8sDNA de 15-mer o 25-mer
antisentido, derivadas del ex6n 10 del gen de fibrosis
cistica humana se sintetizaron en un sintetizador de DNA
(Expedite 8909, PerSeptive Biosystem) 8e purificaron en el
cartucho y se disolvieron en ddH;O a una concentracidn de 1
pmol/ul.

La sonda CF0l1-15 (SEQ ID NO:4) fue una sonda de
ssDNA de 15-mer disefiada para ser completamente
complementaria a un segmento de 15 nucleétidos de la hebra de
sentido del objetivo dsDNA de 491 bp amplificado por PCR de
tipo silvestre (SEQ ID NO:1), sobreposicidn de posiciones de
aminodcido 505 a 510 [Genomice 10, 214-228 (1991)].

La secuencia para la sonda CF01-15 (SEQ ID NO:4)
fue: 5'-CAC CAA AGA TGA TAT-3°.

Las sondas CF10-15 y CF09-15 fueron sondas de ssDNA
mutantes de 15-mer idénticas en secuencia a la sonda de tipo
silvestre CF01-15, excepto para una mutacién de una base
(subrayada) .

La secuencia para la sonda CFl10-15 (SEQ ID NO:5)
fue: 5'-CAC CAA AGA CGA TAT-3’.

La secuencia para la sonda CF09-15 (SEQ ID NO:6)
fue: 5’'-CAC CAC AGA TGA TAT-3’.

La sonda CF01-25 (SEQ ID NO:7) fue una sonda de
ssDNA de 25-mer disefiada para ser completamente

complementaria a un segmento de 25 nucle6tidos desde la hebra
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de sentido del objetivo de dsDNA de 491 bp amplificado por
PCR de tipo silvestre (SEQ ID NO:1), sobreposicifn de
posiciones de amino&cidos de 504 a 512 [Genomics 10, 214-228
(1991)].

La secuencia para la sonda CF01-25 (SEQ ID NO:7)
fue: 5’'-TAG GAA ACA CCA ARG ATG ATA TTT T-3°’.

Las sondas CFl10-25 y CF09-25 fueron sondas s8DNA
mutantes de 25-mer idénticas en la secuencia a la sonda de
tipo silvestre CF0l1-25, excepto para una mutacién de una base
(subrayada) .

La sBecuencia para la sonda CF10-25 (SEQ ID NO:8)
fue: 5’'-TAG GAA ACA CCA AAG ACG ATA TTT T-3'.

La Becuencia para la sonda CF09-25 (SEQ ID NO:9)
fue: 5'-TAG GAA ACA CCA CAG ATG ATA TTIT T-3'.

Los ensayos de triplex, seflalizados por
intercaladores fluorescentes tal como YOYO-1, se han
realizado con radiacién de estimulacién de varios léaseres,
incluyendo un l&ser de ion de argbn Melles Griot 50 mW,
Modelo 6532-AP, un Léiser de ion argén 25 mW Ion Laser
Technology, Modelo 5490 ACM-00, un laser de estado 8élido
Coherente de 20 mW, Modelo Sapphire 488-20 OEM, un Analizador
Genexus que contiene un liser de ion argén Melles Griot 15
mW, Modelo 35-IMA-415-120 y un Analizador Genexus gue
contiene un l&ser de estado aflido Coherente 20 mW, Modelo
Sapphire 488-20 OEM. Todos de estos laseres se configuraron
para suministrar radiacién entre 80-84 W/cmy/seg en una
longitud de onda de 488 nm.

La mezcla de reaccién (80 pl) contuvo lo siguiente:
0.05 pmoles de objetivo de dsDNA de 491 bp amplificado por

PCR, 1.25 pmoles de sonda de esDNA de 15-mer © 25 mer, 0.5 x
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TBE y 150 nM del intercalador de DNA YOYO-1 (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, EUA). Las mezclas de reaccién
referidas en éste y todos los otros ejemplos fueron volGmenes
finales de 80 pl y se incubaron a temperatura ambiente (RT),
a menos gque se indique de otra manera. Después de una
incubacién de 5 minutos a RT (24°C) las mezclas de reaccidn
pe colocaron en placas de 384 cavidades Corning No Bind
Surface {(fondo negro con claro) y se irradiaron con el léaser
de ion argén de 15 mW Genexus Analyser gue tiene una longitud
de onda de 488 nm. 10 mW de la luz l&ser irradia las muestras
desde el fondo de cada cavidad. La radiacién ocurrié en un
intervalo de muestreo de 60 micras en ajuste de 20 hertz, 32%
PMT y sensibilidad 10 pA/V. Las emisiones fluorescentes se
monitorearon y nuevamente en la irradiacién después de 10
minutoe adicionales de incubacién. Este Genexus Analyser se
utilizé en todos los ejemplos acompafiantes, a menos que se
indique de otra manera.

Las sondas de saDNA, cuando se incubaron con YQOYO-1
como un control, produjeron un nivel relativamente alto de
fluorescencia como es comparado a aguel del control objetivo
de dsDNA incubado con YOYO-1. En cada control la misma
cantidad de YOYO-1 estuvo presente como en la mezcla de
reaccién relacionada. Alto nivel de fluorescencia del control
de sonda de s88DNA fue un resultado de la formacién de los
complejos estabilizados y seflalizados por YOYO-1. El control
de sonda de 25-mer produjo un nivel mucho mis alto de
fluorescencia que el del control de sonda de 1l5-mer (Tabla
1).

Triplexos de DNA perfectamente igualados que

consisten de deDNA de 451 bp (SEQ ID NO:1) y la sonda CF0l1-15
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de 15-mer, se formaron en la presencia de 150 nM YQYO-1
(muestra 4), produjeron emisiones fluorescentes muy intensas
después de tanto 5 minutos como 15 minutos de incubacibn
(Tabla 1). La emisifn de un triplex de 15-mer de dsDNA: ssDNA
es igualado a A-C bp (491 bp dsDNA + sonda CF10-15) {muestra
6) fue 96.2% y 95.4% menor que después de una incubacién de 5
min y 15 min respectivamente, que del triplex de 15-mer
perfectamente igualado (muestra 4), cuando se normalizd para
variaciones en las emisiones de control de sonda de ssDNA. La
emisidn de un triplex de 15-mer dsDNA:ssDNA desigualado de
T-C de un bp (deDNA de 491 bp + sondas CF09-15) (muestra 8)
fue 58.2% y 98.8% menor después de una incubacién de 5 min y
15 min respectivamente, que del ¢triplex de 15-mer
perfectamente igualado (muestra 4) cuando se normalizé para
variaciones en emiesiones de control de sonda ssDNA.

Los triplexose de 25-mer de DNA perfectamente
igualados consisten de 4sDNA de 4950 bp (SEQ ID NO:1) y la
sonda CF01-25, formadoa en la presencia de 150 nM YOYO-1
(mueatra 10), produjeron emisiones fluorescentes intensas
después de 5 min y después de 15 min de incubacién (Tabla 1).
La formacién en complejo del objetivo deDNA con las sondas de
8sDNA de 25-mer igualadas dio por resultado una emisién
grandemente montada como es comparada a aquella que surge del
enlace del objetivo dsDNA a las sondase 8sDNA de 15-mer
igualadas. Por consiquiente, el uso de las sondas de 25 mer
dio por resultado un ensayo de triplex miAs sensitivo del
objetivo de diplex que el uso de la sondas es de 15-mer. La
sonda incompletamente complementaria y los complejos
objetivos, que contienen una desigualacién de A-C de 1 bp

(3sDNA 491 bp + sonda CF10-25) (muestra 12) © una
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desigualacién de T-C de 1 bp (dsDNA de 491bp + sonda CF09-25)
(muestra 14) produjo intensidades de emisién que fue de 98.0%
© 100% menores, respectivamente después de 5 min de
incubacién y 98.5% o 100% menor, reaspectivamente después de
15 min de incubacién, gque agquellas observadas con los
triplexos de 25-mer perfectamente igualadas (muestra 10),
cuando se normalizé para variaciones en emisiones de control
de sondas de s8sDNA (Tabla 1). Estos datos soportan 1la
conclusién sorprendente que las sondas de 25-mer pueden ser
mis especificas que las sondas de 15-mer y la deteccidn de
SNPs en objetivos diplex. Es notable, inesperado y altamente
til que una desigualacidn de 1 bp en un triplex de 25 bases
puede ser mas desestabilizante que una desigualacién de 1 bp
en un triplex de 15 bases. Para delinear adicionalmente este
hecho intuitivo contrario, los inventores compararon
triplexos perfectamente igualado formados con el objetivo
dGplex y sondas de oligo de 15, 20, 25, 27, 30 o 35 mer bajo
condiciones descritas en lo anterior. Los inventores
empiricamente determinaron sondas de 25-mer que son las més
especificas bajo las condiciones de la reaccibébn. Las sondas
de formacién de triplex mis largas pueden por consiguiente
ser mds especificas que las sondas de formacién de triplex
mis cortas.

Puede ocurrir que un triplex desigualado, formado
cuando una sonda de 25-mer sBe hace complejo con un objetivo
diplex en la presencia de YOYO-1, produce emisién que es
menor que la emisién de control de sonda (comparar las
muestras 13 y 14) (Tabla 1). Este resultado puede ocurrir
debido a que, mientras que YOYO-1 puede facilitar 1la

autoasociacién de las sondas que dan origen a una emisifén en
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la radiacidn, tal autoasociacién del complejo con YOYO-1 se
presenta que se dispersa en la introduccién del objetivo
diiplex sin una ganancia de desajuste bastante grande en la
florescencia de la intercalacifn de YOYO-1 en la hendidura
menor del objetivo diplex y en nuevas hendiduras creadas por
cualquier triplex desigualado formado. Las emisiones de
ensayo de los triplexos desigualados, que son menores que las
emisiones de la emisién de control de sonda relevante
proporciona una caracteristica muy deseable de un ensayo SNP
homogéneo en solucién. En este caso, el método da por
resultado una sefial de ensayo binaria para SNP presentes en
objetivos de dsDNA genémicos.

Ejemplo 2

Este Ejemplo compara las ©@seflales de ensayo
cuddruplex emitidas cuando sondas de dsDNA ya sea de 15-mer o
25-mer se han preincubado con YOYO-1l en varias temperaturas
antes de la adicién a la mezcla de reaccibn.

Las sondas didplex ee c¢rearon fuera de las
secuencias de 15-mer o 25-mer de sentido y antisentido
complementarias, derivadas del ex6n 10 del gen de fibrosis
cistica humana, que se sintetizaron en un sintetizador DNAa,
se purificaron en cartucho y luego se disolvieron en ddH;0 a
una concentracién de 1 pmol/ul. Cantidades equimolares de
oligonucledtido complementarios se calentaron a 95°C durante
10 min y se dejaron recocer gradualmente en la presencia de
Tris 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM y NaCl 100 mM, conforme la
temperatura se enfrié a 21°C durante 1.5 horas. Los oligos de
DgDNA se diluyeron en ddH;0 a una concentracién de 1 pmol/ul.

La sonda Ds CF01-15 (SEQ ID NO:10) comprendid una

sonda de dsDNA de 15-mer disefilada para ser homSloga a un
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gsegmento de 15 nuclebtidos del objetivo de dsDNA de 491 bp
amplificado por PCR de tipo silvestre (SEQ ID NO:1),
sobreposicién de las posiciones' de aminolcidos 505 a 510
[Genomics 10, 214-228 (1991)].

La secuencia paralela de sentido de la sonda ds
CF01-15 {(SEQ ID NO:10) fue; 5’'-ATA TCA TCT TTG GTG-3’.

La sonda ds CF10-15 y sonda ds CF09-15 comprendié
sondas de DNA mutante de 1S5-mer idénticas en secuencia a la
sonda ds CF01-15 de tipo silvestre, excepto para una mutacién
de una bp (subrayado).

La secuencia para la hebra de sentido de la sonda
ds CFi10-15 (SEQ ID NO:11) fue: 5'ATA TCG TCT TTG GTG-3‘.

La secuencia para la hebra de sentido de la sonda
ds CF09-15 (SEQ ID NO:12) fue: 5’'-ATA TCA TCT GTG GTG-3'.

La sonda ds CF01-25 (SEQ ID NO:13) fue una sonda de
dsDNA de 25-mer disefiada para ser hombSloga a un segmento de
25 nucledtidos del objetivo en dsDNA de 491 bp amplificado
por el PCR de tipo silvestre (SEQ ID NO:1), sobreposicién de
las posiciones de aminodcido 504 a 512 [Genomics 10, 214-228
(1991)].

La secuencia para la hebra de sentido de la sonda
ds CF01-25 (SEQ ID NO:13 fue: 5’-AAA ATA TCA TCT TTG GTG TIT
CCT A-3'.

La sonda ds CFl0-25 y sonda de CF09-25 fueron
sondas de deDNA mutantes de 25-mer idénticas en la secuencia
a la sonda ds CF01-25 de tipo silvestre, excepto por una
mutacién de una bp (subrayado).

La secuencia para la hebra de sentido de la sonda
ds CF09-25 (SEQ ID NO:15) fue: 5’-AAA ATA TCG TCT TTG GTG TTT

CCT A-3’.
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La secuencia para la hebra de sentido de la sonda
ds CF09-25 (SEQ ID NO:15) fue: 5'-AARA ATA TCA TCT GTG GTG TTT
CCT a-3°.

Los inventores han divulgado previamente en, por
ejemple la patente norteamericana No. 5,656,692 vy la
publicacién de solicitud de patente norteamericana No.
2003/0113716, que la Bsonda dfiplex, gque BsBon homSlogas a
objetivos diplex, se enlazaran especificamente Y
detectablemente a tales objetivos diiplex. Las sondas dlplex y
los objetivos diplex también pueden enlazar especificamente y
detectablemente s8i existe correspondencia de Watson-Crick
entre las Dbases prbximas en complejo. Tal enlace
"complementario empalmado” puede evitar gque ocurra menos
dvidamente que el enlace de cuidruplex homSlogo sin embargo.

1.25 pmoles de la sonda de dsDNA de tipo silvestre
o mutante se preincubaron en 0.5 x TBE con aolucibn
reguladora con 30 nM de YOYO-1 ya sea en RT (24°C} o en 30°C
(sobre una placa caliente} durante 1 hora hasta que 1la
adicién de 0.05 pmoles del objetivo en dsDNA 491 bp
amplificado por PCR (SEQ ID NO:1) y 70 nM de YOYO-1l. Las
mezclas de reacciém de 80 pul luego se incubaron ya sea en RT
o en 30°C durante 5 minutos, se colocaron en una probeta de
cuarzo, se irradiaron con un l&ser en estado s6lido coherente
gue tiene Jlongitud de onda 488 nm y se monitorearon
inmediatamente para la emisién fluorescente. El1 periodo de
irradiacidén de liser fue de 70 mseq y suministraron radiacién
de 80 W/cm?. La luz emitida fue recolectada por Ocean Optics
CCD y documentada por Ocean QOptics software.

La pre incubacidn de los controles de sonda de ds

DNA con 30 nM YOYO-1 para 1 hora a 30°C, grandemente redujo
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la intensidad de emisién de cada control de sonda de dsDNA.
Cuando la sonda preincubada como es descrito se adicioné a
las mezclas de reaccién, lae intensidades de emisidén mis
altas se produjeron mediante los cuadruplexos de dsDNA:dsDNA
que consisten de duplexos homélogos paralelos perfectamente
igualados (dsDNA de 491 bp + sonda ds CF01-15 y dsDNA de 491
bp + sonda ds CF01-25). Adicionalmente, la incubacién de la
mezcla de reacciSn a 30°C da por resultado emisiones
aumentadas de las muestras que contienen duadriiplexos
hom&logos de 15-mer o 25 mer igualados, que el de los mismos
complejos incubados en RT. Las ganancias de emisién del
cuddruplex homSlogo perfectamente igualado fueron mas
evidentes cuando las sondas de dsDNA de 25-mer se utilizaron
en las reacciones incubadas a 30°C (datos no mostrados). La
sensibilidad y especificidad de un ensayo SNP promovido y
sefializado con YOYO-1 puede por consiguiente ser aumentada
mediante la pre-incubacién de la sonda antes de la adicién a
la mezcla de reaccidn y también mediante la incubacién de la
mezcla de reaccién en temperaturas de no desnaturalizacidn
mis altas que RT.

Las combinaciones de sonda Y objetivo
incompletamente hom6logos que generan un complejo desigualado
de A-C 1 bp (daDNA de 451 bp + sonda das CF10-15) © un
complejo desigualado de T-C 1 bp (dsDNA de 491 bp + sonda ds
CF09-15) dio por resultado intensidades de emipibn
fluorescentes asociadas con el cuddruplex que fueron 61.3% ©
67.8% menores, respectivamente, después de 5 min de
incubacién en RT, que aquellas emitidas de los cuadruplexcs
homSlogos paralelos perfectamente igualados en RT. Los

cuadruplexos desigualados A-C uno bp (dsDNA de 491 bp +sonda

V2t
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ds CFl10-25) o cuadruplexos desigualados de T-C de uno bp
(dsDNA de 491 bp + sonda ds F(09-25) produjeron intensidades
de emisi6n fluorescentea asociadas con el culdruplex que
fueron tanto 100% menos que 5 min de incubacién de RT, gque
aquellas emitidas de los cuddruplexos perfectamente igualadas
a RT. La especificidad m&s grande se observé cuando el
objetivo dsDNA se hizo complejo con las sondas de dsDNA de
25-mer hom&logas, que cuando se hizo complejo con las sondas
dsDNA de 15-mer homSlogas al objetivo de dsDNA. Por
consiguiente sondas diplex wmfis largas pueden ser méis
especificas que 1las sondas diplex mAs cortas. Para el
andlisis de SNP se prefieren sondas dlplex de 25-mer.

Las intensidades fluoresacentes asociadas con
cuddruplex emitidas de un cufdruplex de daDNA:dsDNA
desigualado de A-C de un bp formado con una sonda de 15-mer
(desDNA de 492 bp + sonda ds CF10-15) o formadeo con una sonda
de 25-mer (dsDNA de 4951 bp + sonda ds CF10-25) fue de 41.5% y
85.2% inferiores, respectivamente, después de una incubacién
de 5 min a 30°C, que aquellas emitidas de los cuiddruplexos
perfectamente igualados a 30°C. Las intensidades
fluorescentes asociadas con el cuédruplex emitidas de un
cudruplex de dsDNA:dsDNA desigualado de T-C de uno bp con
una sonda de 15 mer (dsDNA de 491 bp + sonda ds CF09-15) o
formada con una sonda de 25-mer (dsDNA de 491 bp + sonda ds
de CF09-25) donde ambos 100% inferiores después de una
incubacién de 5 min a 30°C, que aquellas emitidaa de los
cuddruplexos perfectamente igualados a 30°C.

La pre-incubacién de la sonda de dsDNA de 25-mer
con 30 nM YOYO-1 durante 1 hora a 30°C antes de la formacién

de cuidruplex a 30°C dio por resultado sensibilidad més

(ZX
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grande y especificidad que aquella lograda después de la pre
incubacién de la sonda de diplex de 25-mer con 50 nﬁ YOYO-1
durante 1 hora as RT o diferente a aquella lograda después de
la pre-incubacién de una sonda de dsDNA de 15-mer con 30 nM
YOYO-1 a 30°C durante 1 hora. Las ganancias de intensidad
pignificantes de la emisifn YOYO-1 se observaron para loa
cufdruplexos perfectamente igualados formados con ya sea
sondas de dsDNA 15-mer o con sondas de dsDNA de 25-mer cuando
las mezclas de reaccién se incubaron a 30°C en lugar de RT.
Las ganancias fueron mds pronunciadas cuando se utilizaron
sondas homSlogas paralelas de deDNA de 25-mer. Por
consiguiente, las sondas de 25-mer ds pueden ser mAs senaible
y especificas que las sondas de ds l15-mer comparables.

Ejemplo 3

Este Ejemplc describe la formacién triplex de los
objetivos de desDNA gendmicos humanos purificados
reaccionados con sondas ssDNA de 15-mer, 20-mer, 25-mer o 30-
mer de RT en la presencia de YOYO-1.

El dsDNA genémico humano se extrajo de una muestra
de sangre utilizando un equipo de purificacién de sangre
QIAamp DNA (QIAGEN, Mississauga, Canadd) segln instrucciones
del fabricante. La concentracién de dsDNA genSmico se
determiné mediante espectroscopia de UV.

Las sondas de 88DNA de 15-mer, 20-mer o 25-mer
antisentido, con secuencias derivadas del ex6n 10 del gen de
fibrosis cistica humana (CFTR), se sintetizaron sobre un
sintetizador de DNA, 8e purificaron en cartucho y se
disolvieron en ddH;0 a una concentraciénm de 1 pmol/ pl.

La sonda Delta FS508-WT15C (SEQ ID NO:4) fue una

ponda 8sDNA de tipo 8silvestre de 15-mer idéntica en la
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secuencia de sonda CF01-15.

La sonda Delta F508-MUT15C (SEQ ID NO:16) fue una
sonda de 88sDNA mutante de 15-mer disefiada para ser
complementaria a un segmento de 15 nuclebStidos de la hebra de
sentido del ex6m 10 del gen de fibrosis cistica humana,
excepto para una supresién de tres bases consecutivas en las
posiciones de aminodcide 507 y 508 donde la secuencia de
antisentido de tipo silvestre AAG es suprimida.

La secuencia para la sonda Delta F508-MUTI5SC (SEQ
ID NO:16) fue: 5’'-AAC ACC AAT GAT ATT-3'.

La sonda Delta F508-WT20C (SEQ ID NO:17) fue una
sonda de BsDNA de tipo silvestre de 20-mer disefiada para eer
complementaria de un segmento de 20 nucleétidos de la hebra
de sentido del ex6n 10 del gen de fibrosis cistica humana, de
posiciones de aminodcido 506 a 512.

La secuencia para la sonda Delta F508-WT20C (SEQ ID
NO:17) fue: 5'TAG GAA ACA CCA AAG ATG AT-3'.

La sonda Delta FS508-MUT20C (SEQ ID NO:18) fue una
sonda ssDNA mutante de 20-mer disefiada  para ser
complementaria a un segmento de 20 nuclebétidos de la hebra de
sentido del ex6n 10 del gen de fibrosis cistica humana,
excepto para una supresién de tres bases consecutivas en las
posiciones de aminodcido 507 y 508 donde la Bsecuencia de
antisentido de tipo silvestre AAG es suprimida.

La secuencia para la sonda Delta F508-MUT20C (SEQ
ID NO:18) fue: 5'-ATA GGA AAC ACC AAT GAT AT-3‘.

La sonda Delta F508-WT25C (SEQ ID NO: 7) fue una
sonda de BseDNA de tipo silvestre de 25-mer idéntica en la
secuencia a la sonda CF01-25.

La sonda Delta FS508-MUT25C (SEQ ID NO: 19) fue una
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sonda de 88DNA mutante de 25-mer diseflada para ser
complementaria a un segmento de 25 nucledtidos de la hebra de
sentido del exSn 10 del gen de fibrosis cistica humana,
excepto para una supresién de tres bases consecutiva en las
posiciones de aminodcidos 507 y 508 donde la secuencia de
antisentido de tipo silvestre AAG es suprimida.

La secuencia para la sonda Delta F508-MUT25C (SEQ
ID NO: 19) fue: 5’-ATA GGA AAC ACC AAT GAT ATT TTC T-3'.

La mezcla de reaccién (B0 ul) contuvo lo siguiente:
500 pg de objetivo de dsDNA gendSmico humano (aproximadamente
75 copias), 3.2 pmoles de la sonda de ssDNA de ya sea 15-mer,
20-mer o 25-mer, 0.5 x TBE y YOYO-1 600 nM. Las emisiones
fluorescentes de las mezclas de reaccién se detectaron
utilizando el Genexus Analyzer que comprende un léser de ion
argén de 15 mW y ajustes de PMT de 34% después de 5, 15, 30,
45 y 60 minutos de incubacién.

Los controles de sonda de B8sDNA produjeron altos
niveles de emisién fluorescente en la presencia de YOYO-1 600
nM como es compara a aquella emitida del control de objetivo
de dsDNA gendmico que también comprende YOYO-1 600 nM. Los
controles de sonda de 25-mer exhibieron niveles méis altos de
fluorescencia, que los controles de sonda de 20-mer o l1l5-mer
comparables (Tabla 2). Los valores de emigién de
fluorescencia de las mezclas de reaccién se normalizaron para
identificar la sefial asociada con el triplex al sustraer el
valor de emisidn del control de sonda apropiado de la emisidn
de la mezcla de reaccién relevante, ambas de las cuales se
monitorearon a través del tiempo.

Los triplexos de DNA perfectamente igualados,

heteropoliméricos, que consisten de dsDNA genfmico y la sonda
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Delta F508-WT25C de 25-mer (muestra 5), se formaron y se
detectaron después tampoco como la incubaci6n de 5 min en la
presencia de YOYO-1 600 nM (Tabla 2). Es verdaderamente
notable que las emisiones relacionadas con el triplex de
igualacibén perfecta pueden ser significativamente mis grandes
que las emisiones combinadas del control de objetivo de dsDNA
genémico y el control de sonda. También es notable que bajo
ciertas condiciones los niveles de emisién de estos triplexos
de DNA perfectamente igualados (muestra 5) fueron
egencialmente establea en varios puntos del tiempo hasta 55
min después de la incubacifn de 5 min inicial y la primera
medicién de 1l&ser (Tabla 2 y datos no mostrados). La
obgservacién de que 1los complejos de triplex detectados
formados en 1los primeros 5 minutos fueron establemente
detectados por todo el periodo de 60 minutos fuertemente
Bugiere que el equilibrio del objetivo genfmico y los otros
reactivoe se ha logrado substancialmente después de solo
cinco minutos de incubacién a RT. Las observaciones
anteriores constituyen evidencia contra el modelo de
"coligidén aleatoria” del enlace de &cido nucleico. Las
restricciones de tiempo impuestas por las etapas de manejo
manual han evitado a los inventores del monitoreo de 1la
formacién de triplex con objetives genSmicos durante las
incubaciones mis cortas que 5 minutos.

Las intensidades de emisi6n fluorescente asociadas
con el triplex producidas por un triplex de gDNA: saDNA que
contiene una desigualacién de 3 bp (dsDNA genémico + sonda
Delta F508-MUT25C) (muestra 6) fueron 90.1%, 92.9%, 92.5% y
91.6% menor después de las incubaciones de 5, 15, 30 y 45

minutos, respectivamente, gque aquellas emitidas por el
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triplex perfectamente igualado (muestra 5) (Tabla 2). Estos
regultados claramente demuestran la capacidad para analizar
el dsDNA genémico humano homogéneamente en solucién, RT,
después de tan poco como 5 minutos de incubacifén, utilizando
sondas de ssDNA oligo no marcadas y YOYO-1. Tales triplexos
heteropoliméricos se pueden formar para detectar SNPe en
muestras gendmicas humanas, una Becuencia en una muestra
genfmica humana, o la presencia o genotipo de otro organismo
o patSgeno en una muestra que también contiene dsDNA gendmico
humano. El ensayo proporciona la deteccidén directa de una
sefial relacionada con el complejo triplex. Los inventores
algunas veces se refieren al complejo como el INGENEUS
TRIPLEX y la capacidad del ensayoc divulgada en esta invencién
como el Ensayo Genémico.

Los triplexos de DNA perfectamente igqualados,
heteropoliméricos, que consisten de dsDNA genémico y la sonda
Delta F508-WT20C de 20-mer (muestra 10), también se formaron
y se detectaron después de una incubacién de 5 minutos en la
presencia de YOYO-1 600 nM (Tabla 2). La eficiencia de la
formacién del triplex de igualacibén perfecta después de una
incubacién de 5 minutos con YOYO-1 8e presentd dque
significativamente menor, como es evidenciado por el nivel de
emisién fluorescente, cuando se utilizaron sondas de ssDNA de
20-mer, antes que sondas de ssDNA de 25-mer.

Las intensidades fluorescentes asociadas con el
triplex para un triplex de 20-mer que contiene una
desigualacién de 3 bp {daDNA genfmico + sonda Delta F508-
MUT20C (muestra 11) fueron 43.0%, 77.6%, 85.9% y 95.5% menor
después de las incubaciones de 5, 15, 30 y 45 minutos

regpectivamente, que aquellas emitidas por el triplex de 20-
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mer perfectamente igualado comparables (muestra 10) (Tabla
2). Aunque el nivel de discriminacién entre los triplexos de
20-mer perfectamente igualados y los triplexos desigualados
de 3 bp comprendidos de sondas de dsDNA y ssDNA de 20-mer
genSmicas fue notablemente menor que el observado para los
triplexoa comprendidos de sondas de dsDNA y de ssDNA de 25-
mer genémicas después de una incubacién de 5 minutos, la
incubacién de hasta 45 minutos dio por resultado un
incremento progresivo en los niveles de discriminacién entre
los triplexos de 20-mer igualados y desigualados (Tabla 2).
Esto fue atribuido a un incremento permanente de formacién de
triplex de 20-mer de igualacifn perfecta a través del tiempo
coincidente con una declinacién progresiva de la formacibén de
triplex de 20-mer desigualado. Este patr6n continGo y se
monitored durante el periodo de 45 y 60 minutos de incubacién
(datos no mostrados). Después de 45 minutos de incubacién los
niveles de discriminacién entre los triplexcs igualados y
desigualados compuestos de sondas de dsDNA y saDNA de 20-mer
genSmicas fueron equivalentes a los niveles de discriminacién
entre los triplexos igualados y desigualados compuestos de
sondas de deDNA y de ssDNA de 25-mer genbémicas (Tabla 2),
aunque con seflales de emisién fluorescentes asociadas con el
triplex menores.

Niveles significativamente menores de emisiones de
fluorescencia del triplex de igualacién perfecta de 15-mer,
se obeservaron cuando el dsDNA genSmico y la sonda Delta F508-
WT15C (muestra 15) se incubaron durante 5 minutos en la
presencia de YOYO-1 600 nM (Tabla 2). Las emisiones de
fluorescencia observadas de triplexos de 15-mer desigualados

de 3 bp comprendidos de dsDNA genémico y la sonda Delta F508-

124
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MUT1SC {(mueatra 16) fueron mis altas despuée de la incubacién
corta que aquella de loe triplexos de 15-mer perfectamente
igualados (muestra 15). Sin embargo, después de 45 minutos de
incubacién en la presencia de YOYO-1 600 nM, la fluorescencia
asociada con el triplex de 15-mer desigualado ha declinado lo
puficiente que 1la emisién fluorescente asociada con el
triplex del triplex de 15-mer desigualado de 3 bp (muestra
16) fue 83.1% menor que aquella del triplex de 15-mer
perfectamente igualado (muestra 15) (Tabla 2). Esta
discriminacifn se mantuvo después de 60 minutes de incubacién
{datos no mostrados).

Loe resultados anteriores claramente demuestran la
eficiencia sorprendente del ensayo de triplex
heteropolimérico para detectar desigualaciones de SNP en
objetivos de dsDNA genémicos humanos, no amplificados, no
desnaturalizados, de preferencia cuando se utilizan YOYO-1 y
gsondas de ssDNA de 25-mer. La sensibilidad del ensayoc de
triplex heteropolimérico de los objetivos de dsDNA gendémicos
se considera sorprendente de que 500 pg de dseDNA gendmico,
aproximadamente 75 copias, se analizé homogéneamente en un
volumen final de mezcla de reaccién de 80 pl. Los SNPs en los
objetivos genSmicos humanos que pesan de 2 ng a 100 pg,
aproximadamente 302 copias a 15 copias, han sido analizados
de manera similar en solucién utilizando concentraciones
variadas de YOYO-1.

Las sondas de 8sDNA de 20-mer, 25-mer o 30-mer
antisentido, con las secuencias derivadas del ex6n 4 del gen
metilentetrahidrofolato reductasa humano (MTHFR) , ge
sintetizaron en un sintetizador de DNA, se purificaron en

cartuchos y se disolvieron en ddH;O en una concentracidn de 1
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pmol/ul.

‘ La sonda C677T-WT20C (SEQ ID NO: 20) fue una sonda
88DNA de tipo silvestre de 20-mer disefiada para ser
complementaria a un segmento de 20 nucleédtidos de la hebra de
sentido del exfn 4 del gen MTHFR humano [Nature Genetics 7,
195-200 (1994)].

La secuencia para sonda C677T-WI20C (SEQ ID NO: 20)
fue: 5’-TGA TGA TGA AAT CGG CTC CC-3'.

La sonda C677T-MUT20C (SEQ ID NO: 21) fue una sonda
de ssDNA mutante de 20-mer idéntica en secuencia a la sonda
de tipo silvestre C677T-WT20C, excepto para una mutacién de
una base (subrayada). El polimorfismo de MTHFR 677 es una
sustitucién de citosina a timina en la hebra de sentido del
gen MTHFR, dando por resultado una sustitucién de alanina a
valina en la enzima MTHFR.

La secuencia para la sonda C677T-MUT20C (SEQ ID NO:
21) fue: 5'-TGA TGA TGA AAT CGA CTC CC-3’.

La sonda C677T-WT25C (SEQ ID NC: 22) fue una sonda
de 88DNA de tipo silvestre de 25-mer disefilada para ser
complementaria a un segmento de 25 nucleétidos de la hebra de
sentido del exén 4 del gen MTHFR humano.

La secuencia para la sonda C677T-WT25C (SEQ ID NO:
22) fue: 5'-TGA TGA TGA AAT CGG CTC CCG CAG A-3’.

La sonda C677T-MUT25C {SEQ ID NO:23) fue una sonda
de sBDNA mutante de 25-mer idéntica en la secuencia a la
sonda de tipb gailveatre C677T-WT25C, excepto para una
mutacién de una base (subrayada).

La secuencia para la sonda C677T-MUT25C (SEQ ID NO:
23) fue: 5'-TGA TGA TGA AAT CGA CTC CCG CAG A-3’.

La sonda C677T-WT30C (SEQ ID NO: 24) fue una sonda
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de 8sDNA de tipo silvestre de 30-mer disefiada para ser
complementaria a un segmento de 30 nucleétidos de la hebra de
sentido del exén 4 del gen MTHFR humano.

L.a secuencia para la sonda C677T-WI30C (SEQ ID NO:
24) fue: 5'-GCG TGA TGA TGA AAT CGG CTC CCG CAG ACA-3'.

La sonda C677T-MUT30G (SEQ ID NO: 25) fue una sonda
de ssDNA mutante de 30-mer idéntica en la secuencia a la
ponda de tipo silvestre C677T-WI30C, excepto para una
mutacién una base (subrayada).

La secuencia para la sonda C677T-MUT30C (SEQ ID NO:
25) fue: 5'-GCG TGA TGA TGA AAT CGA CTC CCG CAG ACA-3’.

Las mezclas de reaccién (80 pul) contuvieron lo
siguiente: 1 ng o 2 ng de objetivo de dsDNA genSmico humano
{aproximadamente 151 copias o 302 copias, respectivamente),
3.2 pmoles de sonda de ssDNA de ya sea de 20-mer, 25-mer o
30-mer, 0.5 x TBE Yy YOYO-1 500 nM. Las emisiones
fluorescentes de las mezclas de reaccién se monitorearon con
el liser de ion de argfn de 15 mW en Genexus Analyzer en un
ajuste de 30% de PMT después de 5, 15, 30, 45 y 60 minutos de
incubacién, como es descrito en el Ejemplo 1.

Nivelese de emisién de fluorescencia muy diferentes
se observaron para los controles de sonda de ssDNA de tipo
silvestre y mutante, debide a diferencias en los niveles de
la caracteristica de auto hibridacifn de cada secuencia de
scnda en la presencia de YOYO-1 bajo estas condiciones (Tabla
3). Las sondas de 30-mer exhibieron niveles mis altos de
fluorescencia que las sondas de 25-mer o© 20-mexr. Las
emisiones de fluorescencia de las mezclas de reacciémn se
normalizaron para identificar la sefial asociada con el

triplex al substraer el valor de emisién de contrcl de sonda

\3
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apropiado de la emisién de la mezcla de reaccién relacionada,
ambos de los cuales se monitorean a través del tiempo.

Los triplexos de 30-mer y 25-mer perfectamente
igualados, heteropoliméricos que consisten de dsDNA genSmico
Yy ya sBea la sonda C677T-WI30C o la sonda C677T-WT25C
(mueatras 5 y 10 en la tabla 3, respectivamente), se formaron
durante una incubacién de 5 minutos en la presencia de YOYO-1
500 nM. Los niveles de sefial asociado con el triplex de 30-
mer y 25-mer de igualacién perfecta fueron ambos
significativamente mi&s grandes que las sefiales de
fluorescencia combinadas del <c¢ontrel de dseDNA gendmico
objetivo mis los controles de sonda relacionados después de
solo 5 minutos de incubacién. Que los complejos de triplex de
30-mer y 25-mer se formaron y se detectaron directamente
después de 5 minutos de incubacién y que las seflales de
deteccidén fueron estables por todo el periodo de 55 minutos
implicitos (Tabla 3) sugiere que el equilibrio ha sido
sustancialmente logrado después de solo cinco minutos de
incubacién. Utilizando la mitad de la cantidad del objetivo
de dsDNA gendmico, es decir 1 ng en lugar de 2 ng en el
ensayo triplex genfmico, asombrosamente no dio por resultado
una declinacién proporcionada en la sefial asociada con
triplex emitida de los complejos de triplex de 30-mer o 25-
mer perfectamente igualados formados (datos no mostrados).
Los triplexos de 25-mer perfectamente igualados se formaron
con eficacia similar, como es demostrado por loas niveles
comparables de las emisiones fluorescentes de la mezcla de
reaccién (datos no mostrados). Basado en el nivel de emisién
fluorescente asociado con el triplex, los triplexos de 25-mer

perfectamente igualados se formaron mis eficientemente que
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los triplexcs de 30-mer perfectamente igualados, bajo las
condiciones de reaccién probadas (comparar las muestras 10 y
5 en la Tabla 3).

La emisién fluorescente asociada con el triplex de
un triplex de 30-mer desigualado de C-A de 1 bp en una mezcla
de reaccidén comprendida de 2 ng de dsDNA genémico y la sonda
C677T-MUT30C {(muestra 6) fue 90.4%, 92.6%, 92.4% y 93.3%
menor después de las incubaciones de 5, 15, 30 y 45 minutos,
regpectivamente de aquella emitida de la mezcla de reaccidn
que contiene el triplex de 30-mer perfectamente igualado,
(muegtra 5), cada uno evaluado después de la incubacidén
comparable (Tabla 3). De manera similar, cuando 1 ng de dsDNA
genémico se hizo reaccionar con la sonda C677T-MUT30C para
formar un triplex de 30-mer desigualado de C-A de 1 bp, 1la
emisién fluorescente asociada con el triplex de este triplex
desigualado fue de 80.2%, 84.9%, 86% y 87.3% menor después de
las incubaciones de 5, 15, 30 y 45 minutoe, respectivamente,
que aguella emitida de la mezcla de reaccién que contiene el
triplex de 30-mer perfectamente igualado, cada uno evaluado
despu€s de la incubacién comparable (datos no mostrados).
Estos resultados claramente demuestran la eficiencia de 1la
sefial emitida por INGENEUS TRIPLEX utilizando las sondas de
BsDNA de 30-mer para detectar desiqualaciones de SNP en los
objetivos de dsDNA genSmicos humanos. Es notable que una
desigualacién de 1 bp en un INGENEUS TRIPLEX de 30-mer puede
ser asi desestabilizante para permitir altos niveles de
discriminacién entre los triplexos de 30-mer perfectamente
igualados y los triplexoa de 30-mer desigualados en 1la
presencia de YOYO-1 y una muestra de DNA gendmica humana.

Cuando 2 ng de dsDNA genémico se hizo reaccionar
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con la sonda C677T-MUT25C para formar un triplex de 25-mer
desigualado de C-A de 1 bp (muestra 11, Tabla 3), la emisién
fluorescente asociada con el triplex de la mezcla de reaccién
que contiene este triplex desigualado fue 98.1%, 99.0%, 99.3%
Yy 99.4% menor después de las incubaciones de 5, 15, 30 y 45
minutos, respectivamente, que aquella emitida por la mezcla
de reacci6n que contiene el triplex de 25-mer perfectamente
igualado (muestra 10). La emisién fluorescente de una mezcla
de reaccifn que contiene un triplex de 25-mer desigualado de
C-A comprendido de 1 ng de dsDNA genfmico y la sonda 4 C677T-
MUT25C fue 91.4%, 93.7%, 954.4% y 95.2% menor después de las
incubaciones de 5, 15, 30 y 45 minutos, respectivamente, que
aquella emitida por una mezcla de reaccién que contiene el
triplex de 25-mer perfectamente igualado (datos no
mosBtrados). Estos resultados colectivamente demuestran el
alto nivel de  @especificidad del ensayo de triplex
heteropolimérico cuando se practica con sondas de ssDNA de ya
sea 30-mer o 25-mer y YOYO-1 para detectar desigualaciones de
SNP en objetivos de dsDNA gendSmicos humanos.

La eficiencia de formacién de los triplexos de 20-
mer perfectamente igualados heteropoliméricos en mezclas de
reaccién que contienen ya sea 2 ng o 1 ng de dsDNA genbmico y
la sonda C677T-WIr20C (muestra 15 en la Tabla 3 y datos no
mostrados, respectivamente) fue significativamente menor gque
aquellos formados con las sondas de 25-mer o© 30-mer
comparables. Aunque el nivel de discriminaci6én entre 1los
triplexoas de 20-mer perfectamente iqualados (muestra 15) vy
los triplexos desigualados de 1 bp (muestra 16) comprendidos
de deDNA genfmico y s8ondas de 88DNA de 20-mer fue

notablemente menor gque aquel observado para los triplexos
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comprendidos de dsDNA genémico y las sondas de ssDNA de 25-
mer o 30-mer después de una incubacisén de 5 minutos, 1la
incubacién de hasta 45 minutos dio por resultado un
incremento progresivo en los niveles de discriminacién entre
los complexos de 20-mer igualados y desigualados (Tabla 3).

Los resultados anteriores demuestran que las sondas
de 88DNA de 25-mer © 30-mer son claramente preferidas sobre
las sondas de longitud mis cortas de 15 o 20 bases para el
ensayo de triplex heteropolimérico de las muestras gue
contienen DNA genémico humano.

Ejemplo 4

El ejemplo 4 demuestra el efecto del pretratamiento
eléctrico del medio de prueba sobre la formaciémn de triplex
heteropolimérico subsecuente entre las sondas de ssDNA, YOYO-
1 y los objetivos de dsDNA gendSmico humano. Previamente los
inventores han divulgade la ventaja del pretratamiento
eléctrico del medio antes de la adicién a una mezcla de
reaccién que contiene objetivos de menos complejidad que el
dsDNA genfémico humano. Ver la Publicacién de Solicitud de
Patente Norteamericana No. 2003/0170659.

El medio de prueba que comprende 0.7 X TBE en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 ml fue ya sea no tratado o
eléctricamente pretratado antes de uso. El medio de prueba
fue eléctricamente pretratado por medio de dos eléctrodos de
platino/iridio 2 mm separados inmersos en el medio de prueba.
Cuarenta pulsos de 500 mseg de nueve voltios de corriente de
DC, separados por intervalos de 10 segundos, se aplicaron a
56 pm del medio de prueba que consiste de 0.7 X TBE.
Inmediatamente después del pulso final de la corriente de DC,

3.2 pmolea de la sonda de 8sDNA de 25-mer heteropolimérica

W\
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(SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 19), 500 pg de objetivo de dsDNA
genémico humano (aproximadamente 75 copias) y YOYO-1 sge
adicionaron a loa medios de prueba no tratados vy
eléctricamente pretratados para producir mezclas de reaccién
con un volumen final de 80 pl. La concentracién de solucién
reguladora final fue 0.5 X TBE, y la concentracién de YOYO-1
final fue de 600 nM. Las emieiones fluorescentes se
monitorearon con el ajuste de PMT al 30% después de 5, 15,
30, 45 y 60 minutos de incubacién.

Mientras que las mezclas de reaccién que contienen
triplexos de DNA perfectamente igualados (dsDNA gendmico +
sonda Delta F508-WT25C) emitieron la intensidad fluorescente
mis alta, las mezclas de reaccidén que contienen los triplexos
incompletamente complementarios con una desigualacidn de 3 Dbp
(dsDNA genémico + sonda Delta F508-MUT25C) produjeron
emipiones fluorescentes asociadas con el triplex que fueron
54.7%, 79.9%, 84.7%, 98.6% y 90.5% menor después de 5, 15,
30, 45 y 60 minutos de incubacién, respectivamente, que
aquellas emitidas por los triplexos perfectamente igqualados
en el medic no tratado después de la incubacién comparable
(datos no mostrados) .

La aplicacién de cuarenta pulsos de 9V al medio de
prueba antes de la adicién de loe componentes de prueba dio
por resultado una disminucién de aproximadamente 2 veces en
los niveles de emisién fluorescente del control de sonda de
8sDNA, como es comparado a aquel observado con el mismo
control en medio de prueba no tratado. Ninguna diferencia sin
embargo en la emisi6n de fluoreacencia del control de dsDNA
gendmico seguido del pretratamiento eléctrico del medio de

prueba. El pretratamiento elé&ctrico del medio de prueba como
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es descrito notablemente aument§ la sefial emitida de la
mezcla de reaccién que contiene la formacién de triplex de
25-mer heteropolimérico perfectamente igualado, en este caso
al grado de un incremento de 92.50% como es comparadc a aquel
cbeervado con el misme triplex perfectamente igualado formado
en el medio de prueba no tratado (datos no mostrados). La
peflal emitida de la formacidén de triplex desigualado de tres
bp (dsDNA genémico + sonda Delta F508-MUT25C) también se
incrementé significativamente mediante 1la aplicacién de
cuarenta pulsos de 9V al medio de prueba, tal que la emisidn
fluorescente asociada con el triplex de las mezclas de
reaccién que contienen complejos desigualados de 3 bp en el
medio de pretratado fue solo de 17.4% menor después de una
incubacién de 5 minutos, que aquel obtenido por los complejos
perfectamente igualados (datos no mostrados). Los niveles
altos extraordinarios de 1la emieién fluorescente de los
triplexos de DNA de 25-mer heteropoliméricos tanto igualados
como desigualados no solamente fueron sostenidos a través del
tiempo, Bino gque se incrementaron ligeramente por todo el
periodo de incubacifén de 60 minutos monitoreados.

Este incremento dramitico en la sefial asociada con
el triplex emitida demuestra una habilidad dramAtica para
incrementar la sensibilidad del ensayo de triplex utilizando
la sonda de 8sDNA de 25-mer y YOYO-1 al practicar el
pretratamiento eléctrico del medio de prueba antes de la
adicién del analito y 1los reactivos. Tal sensibilidad
incrementa permitird la deteccién de tan menos que 75 copias
de una secuencia de interés presente en la mezcla de reaccién
gque tiene un volumen final de hasta 80 pl aln en la presencia

del antecedente genémico humano.
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Ejemplo 5

Este ejemplo demuestra la habilidad del INGENEUS
TRIPLEX para formar especificamente en objetivos de dsDNA
gendmicos humanos, purificados de sangre o saliva, sobre un
intervalo de concentraciones objetivo reaccionadas con sondas
de 88DNA de 25-mer en la presencia de YOYO-1.

dsDNA genSmico humano se extrajo de una muestra de
pangre humana utilizando un equipo de purificacién de sangre
de DNA QIAamp (QIAGEN, Mississauga, Canadd) o de la saliva
humana utilizando un equipo de recoleccién de DNA Oragene
(DNA Genotek, Ottawa, Canadd) segln las instrucciones del
fabricante. La concentracién de dsDNA gendmico se determiné
mediante la espectroscopia de UV.

Las sondas de s88DNA de 25-mer de antisentido, con
las secuencias derivadas del ex6n 10 del gen del factor V
humano o secuencias derivadas del intrSn 1l4b del gen de
fibrosis cistica humana (CFTR), B8e sintetizaron sobre un
gintetizador de DNA, 8e purificaron en cartucho y se
disolvieron en ddH;O a una concentracién de 1 pmol/ul.

La sonda FVL-WT25C (SEQ ID NO: 26) fue una sonda de
8sDNA de tipo silvestre de 25-mer disefiada para ser
complementaria a un segmento de 25 nucleStidos de la hebra de
Bentido del exén 10 del gen del factor V humano.

La secuencia para la sonda FVL-WT25C (SEQ ID NO:
26) fue: 5’'-CCC TCT GTA TTC CTC GCC TGT CCA G-3'.

La sonda FVL-MUT25C (SEQ ID NO: 27) fue una sonda
de s8sDNA mutante de 25-mer idéntica en secuencia a la sonda
de tipo silvestre FVL-WT25C, excepto por una mutacién de una
base ({subrayada) correspondiente a la wmutacién Leiden de

Factor V Gl691A [Nature 369, 64-67 (1994]. Esta mutacién da
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por resultado la sustitucién de glutamina por arginina en la
posicién 506 en la secuencia de aminodcidos en la proteina de
factor V de coagulacién.

La secuencia para la sonda FVL-MUT25C (SEQ ID NO:
27) fue: 5°CCC TCT GTA TTC CTT GCC TGT CCA G-3’.

La sonda 2789+5G->A-WT25C (SEQ ID NO: 28) fue una
sonda de ssDNA de tipo silvestre de 25-mer disefiada para ser
complementaria a un segmento de 25 nucleétidos de la hebra de
sentido del ex6n 14b y el intrén 14b del gen CFTR humano.

La secuencia para la sonda 2789+5G->A-WT25C (SEQ ID
NO: 28) fue: 5’-AAT AGG ACA TGG AAT ACT CAC TTT C-3‘.

La sonda 2789+5G->A-WT25C (SEQ ID NO: 29) fue una
sonda de asDNA mutante de 25-mer idéntica en secuencia a la
sonda de tipo sgilvestre 2789+5G->A-WT25C, excepto por una
mutacién de una base (subrayada) correspondiente a la
mutacién 2789+5G->A en el intrén 14b del gen CFTR humano.

La secuencia para sonda 2789+5G->A-MUT25C (SEQ ID
NO: 29) fue: 5’'-AAT AGG ACA TGG AAT ATT CAC TTIT C-3‘.

La mezcla de reacciém (80 pl) contuvo lo siguiente:
cantidades de 75 pg a 4 ng del objetivo de dsDNA gendmico
humano {(aproximadamente 11 copias a 604 copias), 3.2 pmoles
de la sonda de ssDNA de 25-mer, 0.5 x TBE y YOYO-1 500 nM. La
emigién fluorescente de las mezclas de reaccién se
monitorearon con un ajuste de PMT de 30% después de 5, 15,
30, 45 y 60 minutos de incubacidn.

Los niveles de emisién de fluorescencia diferentes
se observaron para los controles de sonda de ssDNA de tipo
silvestre y mutante. Los valores de emisién de fluorescencia
de mezclas de reaccidn se normalizaron para identificar la

seflal asociada con el triplex al substraer el valor de
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emisién de control de sonda apropiado, ambos de los cuales se
monitorearon a través del tiempo.

Los triplexos de 25-mer perfectamente igualados,
heteropoliméricos, que consgisten de ya sea 2 ng, 1 ng, 500 pg
o 200 pg de dsDNA genSmico {purificado de la sangre}) y la
sonda FVL-WT25C (muestras 5, 8, 11 y 14 en la Tabla 4,
respectivamente), se formaron durante una incubacién de 5
minutos en la presencia de YOYO-1 500 nM. Los niveles de
sefial del triplex de 25-mer de igualacién perfecta fueron
todos significativamente mis grandes dque las seflales de
fluorescencia combinadas del control de dsDNA gendmico
objetivo y el control de sonda de tipo silvestre después de
solo 5 minutos de incubacién. Cuando 1 ng de dsDNA gendmico
estuvo presente en la mezcla de reaccién hubo un incremento
progresivo en la emisién de florescencia del triplex de 25-
mer perfectamente igualado (muestra 8, Tabla 4) por todo el
periodo de incubacién de 60 minutos. Mientras que las
concentraciones disminuidas de 1los controles de dsDNA
genémicos producidos progresivamente disminuyeron las
emisiones fluorescentes, la disminucién de las
concentraciones de dsDNA genémico en la mezcla de reaccién no
dio por resultado una declinacién proporcionada en las
emisiones asociadas con triplex del triplex de 25-mer
perfectamente igualado, formade (Tabla 4).

Las emisiones fluorescentes asociadas con el
triplex de las mezclas de reaccién que contienen triplex de
25-mer desigualado de G-T de 1 bp y los objetivos genbémicos
que pesan entre 2 ng y 200 pg y la sonda FVL-MUT25C (muestras
6, 9, 12 y 15 en la Tabla 4) fueron todos 100% menores

después de las incubaciones de 5, 15, 30, 45 y 60 minutoa que
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aquellas emitidas por las mezclas de reaccifn que contienen
triplexos de 25-mer perfectamente igqualados y cantidades
comparables de dsDNA genSmico y la sonda FVL-WI25C (muestras
S5, 8, 11 y 14, respectivamente, en la Tabla 4). Como se
discutié en el Ejemplo 1, YOYO-1 facilité la autoasociacién
de las sondas que se presenta que es grandemente disminuida
en la introduccién del objetivo de diplex gendémico dando por
resultado una declinacién en la emisién de YOYO-1, sin una
ganancia de desviacién suficientemente grande en 1la
fluorescencia a partir de la intercalacién en el objetivo de
diplex y cualquier formacifn de triplex desigualado. Esto
puede dar por resultado las emisiones fluorescentes de las
mezclas de reaccidén que contienen triplexos de DNA gendmicos
desigualados es menor que las emisiones de loe controles de
sonda comparables.

Los triplexos de 25-mer perfectamente igualados
heteropoliméricos, en mezclas de reaccién que contienen ya
sea 4 ng, 2 ng, 1 ng, 500 pg, 200 pg, 100 pg o 75 pg de dsDNA
gendmico (purificado de la sangre) y 3.2 pmoles de la sonda
CFTR 2789+5G->A-WI25C se formaron con eficiencia similar a
los triplexos de 25-mer perfectamente igualados compuestos de
dsDNA genfmico en la sonda FVL-WT25C (mostrada en la Tabla 4)
después de una incubacién de 5 minutose en la presencia de
YOYO-1 500 nM {(datos no mostrades). Las emisiones asociadas
con el triplex de 25-mer de igualacién perfecta CFTR fueron
todas significativamente mis grandes que 1la emisibn de
fluorescencia combinada del control de dseDNA genémico
objetivo en la emisién de control de sonda relacionada. Como
fue usual bajo las condiciones de ensayo empleadas, las

emisiones asociadas con el triplex de las mezclas de reaccién
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fueron estables por todo el periodo de incubacién de 60
minutos (datos no mostrados) .

La emisién fluorescente asociada con el triplex de
una mezcla de reaccién que contiene triplex de 25-mer
desigualado de T-G 1 bp comprendido entre 4 ng y 75 pg de
dsDNA gendmico y la sonda 2789+5G->A-MUTC25C fueron todos
100% menores después de de las incubaciones de 5, 15, 30, 45
Yy 60 minutos que aquellas emitidas por mezclas de reaccién
gue contienen triplexos de 25-mer perfectamente igualados gque
comprenden cantidades comparables del DNA genfmico objetivo
gendmico y después de ser normalizadas al valor de control de
sonda relevante (datos no mostrados).

Los resultados anteriores claramente demuestran la
eficiencia sorprendente y la sensibilidad del INGENEUS
TRIPLEX para permitir al ensayo genbmico directamente
detectar desigualaciones en varios genes el objetivo de dsDNA
genémico humanos no purificados, no desnaturalizados, sobre
una amplia gama de concentraciones de dsDNA genSmicaa. La
capacidad del ensayo anterior es todavia mis sorprendente ya
que permite que no mis de 75 pg de dsDNA gendmico,
aproximadamente 11 copias, sean analizadas para SNPs en el
equipo disponible para los investigadores que no se ha
optimizado para la sensibilidad de deteccibén, o para trabajar
con voltmenes finales menores gque 80 pl.

Numerosos SNPs se han analizados exitosamente
utilizando el ensayo genémico utilizando esencialmente el
mismo protocolo de ensayo descrito en este ejemplo. En la
ocasién, variaciones en las concentraciones del reactivo o el
protocolo se hicieron. Los SNPs analizados incluyeron el

Factor V Leiden G1691A, MTHFR C677T, CFTR delta F508, CFTR
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delta 1507, CFTR 2789+5G-»A, CFTR 3849+10kbC->T, CFTR
3659delC, CFTR G551D, CFTR 621+1G->T, CFTIRR1162X, CFIR 1717-
1G->A, CFTR A455E, CFTR G542X, CFTR N1303K, CFTR R560T y CFTR
W1l282X. Setenta y cinco por ciento de las secuencias objetivo
en los objetivos de diGplex analizados en 1los Ensayos
GenSmicos mencicnados en lo anterior contuvieron una o més
regiones de 4 o 5 bases de purina y pirimidina altermantes,
gue bajo condiciones leves pueden formar regiones de ZDNA.
Este potencial de ZDNA dio por resultado ninguna dificultad
en el ensayo y llevar a cabo los Ensayos Genbémicosa.

En todos estos casos las muestras de dsDNA
genfmicas humanas purificadas de la sangre se analizaron. Los
engsayos de triplex Genémicos también se realizaron para la
mutacién CFTR 2789+5G->A utilizando dsDNA gendmico purificado
de muestras de saliva, que se han almacenado a RT durante 1
semana después de la incubacién a 50°C durante 30 minutos. La
incubacién de 50°C se recomienda por el fabricante del equipo
Oragene para permitir el almacenamiento a largo plazo de
muestras de saliva a RT.

La tabla 5 compara 1los resultados del ensayo
obtenidos del dsDNA gendSmico humano purificado de saliva a
aquellos del dsDNA gendémico humano purificado de la sangre.
Ya sea 4 ng o 2 ng de dsDNA genSmico humano se analizaron
utilizando 3.2 pmoles de la sonda 2789+5G->A-WT25C (muestras
5 vy 8 en la Tabla 5). Las emisiones de las mezclas de
reaccidén indicaron que los triplexos igualados se formaron
con eficacia equivalente (muestras 5 y 8 en la Tabla 5 y
datos no mostrados) después de una incubacién de 5 minutos,
en la presencia de YOYO-1 S00 nM. Las emisiones asociadas con

el triplex fueron estables a través del periodo de 45 minutos
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Las emisiones fluorescentes asociadas con el
triplex de las mezclas de reaccién que contienen un 1 triplex
de 25-mer es igualado de T-G de 1 bp comprendido de 4 ng de
dsDNA genf6mico y la sonda 2789+5G->A-MUT25C {(muestra 6, Tabla
5) fueron 94.9%, 93.1%, 94.1% y 93.8% menor despuée de las
incubaciones de 5, 15, 30 y 45 minutos, respectivamente, que
agquellas emitidas por las mezclas de reacci6n que contienen
triplexos de 25-mer perfectamente igualados (muestra 5 en la
Tabla 5). De manera similar cuandc 2 ng de dsDNA gendmico se
hizo reaccionar con la misma sonda para formar el triplex de
25-mer desigualado del T-G de 1 bp (muestra 9, Tabla 5), las
emisiones fluorescentes asociadas con el triplex fueron 100%,
97.7%, 100% y 100% menoree después de incubaciones de 5, 15,
30 y 45 minutos, respectivamente, que aquellas emitidas por
las mezclas de reaccifn que contienen triplexos de 25-mer
perfectamente igqualados (muestra 8, Tabla 5).

Los resultados anteriores demuestran que el Ensayo
Genémico del DNA genSmico humano purificado de la saliva
puede ser tan eficiente y especifico como uno en el cual el
DNA genémico humano se purificé de la sangre. La purificacién
extensiva del DNA genfmico, como ocurre cuando se utiliza en
los equipos Qiagen, puede por 1lo tanto no ser un
requerimiento para un ensayo de triplex de muestras que
contienen dsDNA genfmico humano. La adquisicién del DNA
genémico humana para el ensayo de la saliva ofrece ventajas
claras en el manejo, almacenamiento y envio sobre 1la
adquisicién de la sangre. En comparaciones de lado por lado,
1 ml de sangre periférica purificada por el equipo Qiagen

produjo més que bastante DNA genémico humano para llevar a

SO



10

15

20

25

30

LS\

cabo arriba de 9,000 ensayos de triplex como es descritos en
estos ejemplos, s8i 3 ng se analizaron por reaccidén. Una
muestra de esputo tipica, semi-purificada con un equipo
Oragene, produjo bastante DNA genémico humanc para arriba de
7,000 ensayoe de triplex a ser realizados.

Se observa que todos estos datos en estos ejemplos
es consistente con la conclusidn de que las moléculas YOYOD-1
formadas en complejo con &cido nucleico triplex emiten méas
luz que cuando se forman en un complejo con el &Acido nucleico
dGplex.

Ejemplo 6

Este ejemplo describe un ensayo de SNP de los
objetivos de 4sDNA genémicos humanos reaccionados con sondas
de 88DNA de 25-mer en las cuales el incremento y/o
menguamiento de las emisiones se monitorean a través del
tiempo y se evalian.

El dsDNA genfmico humano se extrajo de una muestra
de sangre humana y se cuantificé como es deacrito en el
Ejemplo 3. Las sondas de ssDNA de 25-mer de Antisentido, con
las secuencias derivadas del intrén 19 del gen CFTR humano,
se pintetizaron en un sintetizador de DNA, se purificaron en
cartuchos y se disolvieron en ddH,0 a una concentracién de 1
pmol/ul.

La sonda 3849+10kbC->T-WT25C (SEQ ID NO: 30) fue
una sonda de ssDNA de tipo silvestre de 25-mer disefiada para
ser complementaria a un segmento de 25 nucleétidos de la
hebra de sentido del intrémn 19 del gen CFTR humano.

La secuencia para sonda 3849+10kbC->T-MUT25C (SEQ
ID NO: 30) fue: 5'-GTG TCT TAC TCG CCA TTT TAA TAC T-3'.

La Bsonda 3849+10kbC->T-NUT25C (SEQ ID NO: 31) fue
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una sonda de ssDNA mutante de 25-mer idéntica en la secuencia
a la sonda de tipo silvestre 3849+10kbC->T-WT25C, excepto
para una mutacién de una base (subrayada) correspondiente a
la mutacién 3849+10kbC->T en el intrén 19 del gen CFTIR
humano.

La B8ecuencia para la sonda 3849+10kbC->T-MUT25C
(SEQ ID NO: 31) fue: 5’-GTG TCT TAC TCA CCA TTIT TAA TAC T-3'.

Las mezclas de reaccién (80 pl) contuvieron lo
piguiente: 2 ng de objetivos de dsDNA gendémico humano
(aproximadamente 302 copias), 3.2 pmoles de la sonda de ssDNA
de 25-mer, 0.5 x TBE, YOYO-1 S00 nM y ya sea 40 mM del catidn
kosmotrépico, cloruro de tetrametilamonio (TMA-Cl). En cada
experimento las mezclas de reaccién se formaron por
duplicado, una tuvo YOY0-1 al adicionade por Gltimo a la
mezcla de reaccién. En la otra mezcla de reaccidn, todos los
componentes de la mezcla de reaccidén se han mezclado antes de
gque se adicionara el DNA genfmico. En todos los casos las
mezclas de reaccién se incubaron durante S5 minutos y se
irradiaron. Las emisiones fluorescentes de las mezclas de
reaccién se monitorearon con el laser del ion de argén de 15
mW de Genexus Analyzer en un ajuste de 32% de PMT después de
5, 15, 30, 45 y 60 minutos de incubacién, como es descrito en
el Ejemplo 1.

En la presencia de 45 mM o 40 mM de TMA-Cl las
emisiones flucrescentes de los controles de sonda de ssDNA de
tipo 8silvestre y mutante para cada SNP fueron saimilares
después de 5 minutos de incubacién (Tablas 6, 7 y datoe no
mostrados) y permanecieron permanentes durante un curso de
tiempo de 55 minutos adicionales. Sclamente los valores de

emisién asociados con el triplex obtenidos después de 15 a 60
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minutos de incubacién de las mezclas de reaccién se muestran
en las Tablas 6 y 7.

Las emisiones asociadas con el triplex de triplexos
de 25-mer perfectamente igualados por duplicado en las
mezclas de reaccién que consisten de DNA genémico y la sonda
2789+5G->A-WT25C (muestras 5 y 9, Tabla 6), monitoreadas
después de una incubacién de 15 minutos en la presencia de 45
mM de TMA-Cl y YOYO-1 500 nM, fueron similares si el YOYO-1 o
gDNA ge adicionaron por f(ltimo a las mezclas de reaccidén.
Bajo ambos protocolos de ensayo de triplex las emisiones
asociadas con el triplex perfectamente igualadas
dramiticamente 8e incrementaron cuando se monitorearon
durante un periodo de tiempo de 60 minutos (Tabla 6, Figs. 1
Yy 2).

Lae emisiones asociadas con el triplex de los
triplexos de 25-mer desigualados por el duplicado en las
mezclas de reaccidn que consisten de DNA genémico y la sonda
2789+5G->A-MUT25C (muestras € y 10, Tabla 6), monitoreadas
después de una incubacién de 15 min en la presencia de TMA-Cl
de 45 mM y YOYO-1 500 nM, fueron similares si el YOYO-1 o
gDNA se ha adicionado por Gltimo a las mezclas de reaccién y
produjeron emisiones que fueron con 55% o 54% menores que las
mezclas de reaccién que contienen triplexos perfectamente
igualados {(muestras 5 y 9, respectivamente, Tabla 6). Las
emisiones asociadas con el triplex de 1los triplexos
desigualados formados en la mezcla de reaccién a las cuales
YOYO-1 Be ha adicionado por {dltimo, permanecieron
relativamente constantes cuando se monitorearon durante un
periodo de tiempo de 60 min (muestra 6, Tabla y Fig. 1).

Puesto que las emisiones asociadazas con el triplex
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perfectamente igualados correspondientes se incrementaron
significativamente a través del periodo de monitoreo, el
nivel de discriminacién entre las Bsefiales de triplex
perfectamente igualadas y las sefiales desigualadas de 1 bp se
incrementaron de 55% a 65% en las mezclas de reaccidén a lasm
cuales se ha adicionado al ddltimo YOYO-1. Las emisiones
asociadas con el triplex de 1los triplexos desigualados
formados en la mezcla de reaccién a la cual gDNA se ha
adicionado por Gltimo, se increment® ligeramente a través del
tiempo (muestra 10, Tabla 6 y Fig. 2). Sin embargo, la
proporcién de incremento de la emisidén asociada con triplex
para los triplexos desigualados en estas mezclas de reaccién
fue mucho menor que aquellas de las mezclas de reaccién que
contienen triplexos perfectamente igualados comparables, tal
que el nivel de discriminacién entre las sefiales asociadas
con el triplex perfectamente igualadas y las sefiales
asociadas con el triplex desigualadas de 1 bp Be
incrementaron de 54% a 60% cuando ee monitorearon durante el
periodo de tiempo.

Lae emisiones asociadas con el triplex de 1los
triplexocs de 25-mer perfectamente igualados en las mezclas de
reaccién que consisten de DNA genfmico y la sonda 3849+10kbC-
>T-WT25C (muestras 5 y 9, Tabla 7), monitoreadas despué&s de
una incubacién de 15 min en la presencia de TMA-Cl de 40 mM y
YOYO-1 500 nM, fueron similares si YOYO-1 o gDNA se ha
adicionado por tGltimo a las mezclas de reaccién. Bajo ambos
protocolos de ensayos de triplex, las emisiones asociadas con
el triplex perfectamente iqualados se incrementaron cuando se
monitorearon hasta el punto de tiempo de 60 min (Tabla 7,

Figs. 3 y 4).
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En la mezcla de reaccién que contiene TMA-Cl 40 mM,
al cual YOYO-1 se ha adicionado al {dltimo, las emisiones
asociadas con el triplex de un triplex de 25-mer desiqualado
que consiste de DNA genSmico y la sonda 3849+10kbC->T-MUT25C
(muestra 6, Tabla 7) fue 70%, 84%, 90%, 94%, 99%, 98%, 100%,
100%, 100% y 100% menor despué&s de 5, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, S0, 55 y 60 min de incubacifn, respectivamente, gque
aquella emitida de una mezcla de reaccién similarmente
monitoreada que contiene el triplex de 25-mer perfectamente
igualado (muestra 5, Tabla 7). En la mezcla de reaccién que
contiene TMA-Cl 40 mM, el cual gDNA se ha adicionado al
Gltimo, las emisiones asociadas con el triplex de un triplex
de 25-mer desigualado que consiste de DNA gendmico y la sonda
3849+10kbC->T-MUT25C (muestra 10, Tabla 7) fue 49%, 55%, 62%,
66%, 69%, 72%, 73%, 76%, B5% y B8% menor después de 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 y 60 min de incubacibn,
respectivamente, que aquellas emitidas de una mezcla de
reaccién similarmente monitoreada que contiene el triplex de
25-mer perfectamente iqualado (muestra 9, Tabla 7).

Por consiguiente la adicién de concentraciones
especificas de TMA-Cl o uno o mis cationes kosmotrdpicos
adicionados por separado o combinacién a una mezcla de
reaccién de ensayc puede dar por resultado un incremento
progresivo en las emisiones de Bsefial, s8i estd ocurriendo en
enlace de igualacién perfecta, mientras gque el enlace de
desigualacién puede dar por resultado una declinacién
progresiva en las emisiones de sefilal de una mezcla de
reaccién de ensayo (Tabla 7, Figs. 3 y 4, y datos no
mostrados). Asi las mezclas de reaccibébn pueden ser

seleccionadas en los cuales los incrementos en los niveles de
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discriminacién entre el enlace de igualacién perfecta y el
enlace de desigualacién puede ser monitoreada a través del
tiempo. El monitoreo puede también ser dirigido para observar
los niveles altos, constantes o incrementados del enlace de
la sefial asociadas de las mezclas de reaccién, bajo las
cuales las sefiales de enlace de desigualacifn est&n bajas.
Consecuentemente hay ventajas en llevar a cabo ensayos por
duplicado en varios protocolos o reactivos para obtener la
pefial cuyae varias caracteripticas confirman el registro de
la muestra. Los inventores se refieren a estos métodos de
deteccién de enlace igualada o© desigualado colectivamente
como los métodos de “incremento y menguamiento”. Es muy Gtil
generar Ensayos GenSmicos de sefial fluorescente, gque no son
dependientes meramente de las ganancias relativas en las
intensidades de emisién, 8inc que también puede emplear
proporciones y direccién de cambio de las emisiones a través
del tiempo.

Cuando 2 ng de DNA genSmico se hizo reaccionar con
ya sea la sonda Delta F508-WT25C de 25-mer o la sonda Delta
F508-MUT25C de 25-mer en mezclas de reaccifn que contienen
TMA-CL de mM y YOYO-1 500 nM, ya sea que YOYO-1 o gDNA se ha
adicionado por Gltimo a lae mezclas de reaccibén, el
incremento y wmenguamiento de las emisiones asociadas con el
triplex de duracidén perfecta y las emisiones asociadas con el
triplex de desigualacién se observaron durante el periodc de
incubacién de 60 min (datos no mostrados). En este caso las
emisiones asociadas con el triplex también se monitorearan
después de 24 horas de incubacifn de las mezclas de reaccidn.
El patrén de emisién de incremento y menguamiento fue

evidente después de 24 horas de incubacién (datos no
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mostrados) .

Cuando 2 ng de DNA genSmico se hicieron reaccionar
con ya sea la sonda FVL-WI25C de 25-mer o la sonda FVL-MUT25C
de 25-mer en mezclas de reaccién que contienen TMA-Cl 50 mM,
NaCl 20 mM y YOYO-1 500 nM y ya sea que YOYO-1 o gDNA se ha
adiciond por iiltimo a las mezclas de reaccién, el patrén de
emisién de incremento y menguamiento se observé en el
monitoreo de las mezclas de reaccién durante 24 horas (datos
nc mostrados).

Numerosos cationes kosmotré6picos se han utilizado
en conjuncién con YOYO-1 500 nM para mejorar la especificidad
del Ensayo GenfSmico y también aumentar el incremento y el
menguamiento de las emisiones asociadas con el triplex. Estos
incluyen NaCl 50 a 80 mM, NazSO, 10 a 60 mM, NaHPO, 50 mM,
(NH,) 280, 125 a 250 mM, TriMA-Cl 30 mM, TMA-Cl 30 a 52.5 mM,
cada uno adicionado por separade o TMA-Cl 50 mM en
combinacién con NaCl 10 a 20 mM. Los beneficios del usc de
uno o mis cationes kosmotrbpicos en la mezcla de reaccibdn y
las mejores concentraciones para el uso bajo cualquiera de
las condiciones de ensayo seleccionadas se pueden determinar
experimentalmente.

Por consiguiente es claro que un Ensayo Gendmico
puede ser realizado al formar el INGENEUS TRIPLEX en dos ©
més mezclas de reaccién ensambladas de acuerdo con dos © méas
protocolos que son calculados para producir emisiones
asociadas con triplex monitoreadas a través del tiempo, que
permiten que caracteristicas de emigién miltiples sean
observadas y evaluadas para permitir el andlisis més preciso.

Ejemplo 7

Este Ejemplo demuestra la habilidad del INGENEUS
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TRIPLEX para formar especificamente sobre los objetivos de
dsDNA gendmicos patogénicos reaccionados con sondas de asDNA
de 25-mer en la presencia de YOYO-1 y un exceso de dsDNA
genémico humano.

Una susepensién de células de Bacillus globigii
vegetativas (BG) fue suministrada por Dycor Technologies Ltd.
(Edmonton, Alberta, Canadd). Un ml de BG se form6 en
pelotillas mediante la centrifugacién durante 5 min a 5000 x
g (7500 rpm), se resuspendi6 en 20 ul de Agente de Liberacién
de Célula Bacteriana de (New Horizons, Columbus, MD), y se
incubé a RT durante 5 min. Las bacterias lisadas luego se
resuspendieron en 160 pl de solucién reguladora AL
(suministrada en el equipo de minipurificacién de DNA QIAamp,
QIAGEN, Mississauga, Canadd), y se incubaron a 56°C con 20 ul
de proteinaza K durante 30 min. El aislamiento del dsDNA
gendmico de BG Be completd con el equipo de purificacién de
DNA de QIAamp, segin las instrucciones del fabricante. La
concentracién del dsDNA gendmico de BG Be determind mediante
la espectroscopia de UV. El dsDNA gen6mico humano se extrajo
en una muestra de sangre humana y s8e cuantificé como es
deacrito en el Ejemplo 3.

Las sondas de ssDNA de 25-mer de antipentido, con
las secuencias complementarias a un segmento de 25
nucleétidos de la hebra de sentido del gen de endonucleasa de
restriccién Bgl I (bglIR) ©o el gen de proteina SASP
egpecifico de esporulaciém (csgA) de B. globigii, se
sintetizaron en un sintetizador de DNA, se purificaron en
cartuchos y se disoclvié en ddH;0 a una concentracién de 1
pmol/ul.

La secuencia para la sonda bglIR-WT25C (SEQ ID NO:
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32) fue: 5'-TAT TTT GAT TAT AGG ACA TGA AGA T-3'.

La secuencia para la sonda csgA-WT25C (SEQ ID NO:
33) fue: 5'-GCA AAT AAC CGA GTG TAA CAT CCA T-3'.

Las mezclas de reaccién (80 pl) contuvieron lo
siguiente: 0.46 pg de dsDNA genémico de BG (100 copias), 3.2
pmoles de sonda de ssDNA de 25-mer, 0.5 x TBE, TMA-Cl 40 mM,
YOYO-1 entre 500 y 300 nM y ya sea la presencia o ausencia de
2 ng del objetivo de dsDNA genémico humano {aproximadamente
302 copias). En todos los casos YOYO-1 sBe adicioné al dGltimo
a las mezclas de reaccién, que ge incubaron durante 5 minutos
y 8e irradiaron. Las emisiones fluorescentes de laa mezclas
de reaccifn se monitorearon con el l&ser de ion de argdn de
15 mW Genexus Analyzer en un ajuste de 32% de PMT después de
5, 15, 25, 35, 45, 55 y 65 minutos de incubacifn, como es
descrito en el Ejemplo 1.

En la presencia de TMA-Cl 40 mM, los niveles de
emisién de fluorescencia para ambos de los controles de sonda
bglIR-WT25C y csgA-WT25C de esDNA, se incrementaron conforme
la concentracién de YOYO-1 se incrementd en la mezcla de
reaccién (Tabla 8 y datos no mostrados), indicativo del nivel
de auto-hibridacién de 1la sonda en las diferentes
concentraciones de  YOYO-1. El nivel de emisi6én de
fluorescencia de cada control de sonda permanecid constante
por todo el periodo de incubacifn de 65 minutos. Como es
esperado, loe niveles de emisién de fluorescencia de 1los
controles de DNA genSmico humano disminuyeron ligeramente con
la concentracién de YOYO-1 disminuyente y permanecieron
relativamente constantes por todo el periodo de incubacién de
65 minutos (Tabla 8). No se observé sefial fluorescente para

los controles de DNA gendmico de BG monitoreados en ajustes
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de PMT de 32% (Tabla 8) o 34% (datos no mosatrados), que
reflejan el nGmero de copias muy bajo del gDNA de BG
analizado. En un ajuste de 36% de PMT, los controleas de gDNA
de BG dieron valores de emisién de fluorescencia ligeramente
arriba que los controles de YOYO-1, en cada concentracién de
YOYO-1 analizada (datos no mostrados). Los valores de emisién
de fluorescencia de mezclas de reaccifn se normalizaron para
identificar la sefial asociada con el triplex al substraer el
valor de emipién de control de sonda apropiado, ambos de los
cuales se monitorearon a través del tiempo.

Los triplexos de 25-mer perfectamente igqualados
hetercpoliméricos que consisten de 100 copias de dsDNA
genémico de BG y la sonda bglIR-WT25C, formadeos durante una
incubacién de 5 minutos en la presencia de YOYO-1 500, 400 o
300 nM (muestras 5, 10 y 15 en la Tabla 8, reaspectivamente).
Los niveles de emisién de sefial de la mezcla de reaccién de
igualacién perfecta fueron todos significativamente més
grandes que 1las sgeflales de fluorescencia combinadas del
control de dsDNA gendtmico de BG o el control de sonda. La
eficiencia de la formacién de triplex se mejor6 conforme la
concentracién de YOYO-1 se disminuyé de 500 nM a 300 nM en
las mezclas de reaccién que contienen 100 copias de DNA
genémico de BG. Cuando YOYO-1 300 nM estuvo presente en la
mezcla de reacci6n hubo un incremento progresive en la
emisién de fluorescencia de triplex de 25-mer perfectamente
igualada (muestra 15, Tabla 8) por todos los primeros 35
minutos de incubacién, después de lo cual se observdé una
meseta en la emisién de fluorescencia. Cuando 200 copias de
DNA gendmico de BG se analizaron con la sonda bglIR-WT2C, la

formacién de triplex eficiente también se observé en 1la
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presencia de YOYO-1 500 - 300 nM despuées de 5 minutos de
incubacién, con 400 nM y 500 nM que es la concentracién de
YOYO-1 preferida en las mezclas de reaccién de 80 ul (datos
no mostrados). El1 DNA gendSmico de BG gque varfia en la
concentracién de 1000 copias a 30 copias por 80 pl tambié&n se
analizé exitosamente con la sonda csBgA-WT25C (dates no
mostrados). Tan poco como 10 copias del DNA gendémico de BG en
un volumen de reaccidén de 80 ul se analizd reproductiblemente
con la sonda bglIR-WIC en la presencia de YOYO-1 300 nM,
demostrando claramente la sensibilidad extrema del ensayo
INGENEUS TRIPLEX ©para detectar patbgencs (datos no
mostrados) .

AGn mis notable es 1la habilidad del INGENEUS
TRIPLEX para analizar especificamente 100 copias del DNA
genSmico bacteriano de un antecedente de DNA genSmico humano.
Los triplexos perfectamente igualados heteropoliméricos,
formados entre las 100 copias del dsDNA genémico de BG y la
sonda bglI-WT25C, me formaron durante un periodo de 5 minutos
en la presencia de YOYO-1 300 nM, TMA-Cl 40 mM y 302 copias
del DNA genfSmico humano (muestra 17 en la Tabla 8). Ademis,
hubo un incremento progresivo en la emisién de fluorescencia
del triplex de BG por todos los 65 minutos de incubacién. La
emisidén de fluorescencia de las mezclas de reaccién mostradas
en la Tabla 8 también se monitore6 después de 24 horas de
incubacién. Mientras que la fluorescencia asociada con el
triplex de BG observada en la ausencia del DNA gendmico
humano antecedente ligeramente disminuyeron después de 24
horas de incubacién, la fluorescencia asociada con el triplex
de BG observado en la presencia del DNA gendémico en exceso

continua incrementéndose por todas las 24 horas de

\o|
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incubacién. La habilidad para analizar homogéneamente 0.33
copias de DNA gendmico bacteriano para cada copia del DNA
gendmico humano presente demuestra la sensibilidad extrema
del ensayo INGENEUS TRIPLEX para detectar el patSgeno en no
mas de 5 minutos.

Ejemplo 8

Este Ejemplo demuestra la habilidad para analizar
el homocigoto de tipo silvestre, el heterocigoto mutante o
las muestras de dsDNA genémico humano homocigotas mutantes
para la mutaciédn de MTHFR C677T.

El dsDNA genémico humano que fue ya sea homocigoto
de tipo silvestre, heterocigoto mutante o homocigoto mutante
con respecto un MTHFR C677T, se extrajo de muestras de sangre
de pacientes y se cuantificé como es descrito en el Ejemplo
3. Las sondas de 8sDNA de 25-mer de antisentido, con 1las
gecuencias derivadas del exén 4 del gen MTHFR humano, Be
prepararon como es descrito en el Ejemplo 3.

Las mezclas de reaccién (80 pl) contuvieron lo
siguiente: 1 ng o 2 ng de objetivo de dsDNA genSmico humano
(aproximadamente 151 copias o 302 copias, respectivamente),
3.2 pmoles de la sonda de ssDNA de 25-mer de ya sea tipo
silvestre o mutante, 0.5 X TBE y YOYO-1 500 nM. Las emisiones
fluorescentes de las mezclas de reaccién se monitorearon
utilizando el l&4ser de ion argbn de 15 wmW Genexus Analyzer en
un ajuste de 30% de PMT después de 5, 15, 30, 45 y 60 minutos
de incubacién, como es descrito en el Ejemplo 1.

Diferentes niveles de emisién de fluoresacencia se
observaron para 1los controles de sonda de tipo silvestre
C677T-WT25C (SEQ ID NO: 22) y la sonda mutante C677T-MUT25C

(SEQ ID NO: 23), debido a diferencias en los niveles de auto-
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hibridacién que Bon caracteristicas para cada secuencia de
sonda en la presencia de YOYO-1 (datos no mostrados). Los
valores de emisién de fluorescencia de 1las mezclas de
reaccién se normalizaron para identificar la gsefial asociada
con el triplex al substraer el valor de emisién de control de
sonda apropiade de la emisidn de la mezcla de reaccién
relevante, ambos de los cuales Bse midieron despuéa de la
misma duracibén de incubacién.

Los triplexos de DNA perfectamente igqualados,
heteropoliméricos en las mezclas de reaccifn comprendidos de
ya sea dsDNA gendSmico humano homocigoto de tipo sgilvestre y
la sonda de tipo silvestre C677T-WI25C o el dsDNA genémico
humano homocigoto mutante y la sonda C677T-MUT25C mutante, se
formaron eficientemente y se detectaron después de solo 5
minutos de incubacifn en la presencia del YOYO-1 500 nM
(muestras 1 y 4, respectivamente, en 1la Fig. 5). La
eficiencia de la formacién de triplex iqualado, seflalizado
por la apariencia de la fluorescencia asociada con el
triplex, fue ligeramente mis grande en las mezclas de
reaccién comprendidas de 1 ng de dsDNA gendémico homocigoto
mutante y la sonda C677T-MUT25C (muestra 4, Fig. 5) y aquella
de las mezclas de reaccién comprendidas de 1 ng de dsDNA
gendmico homocigoto de tipo silvestre y la sonda de tipo
silvestre C677T-WT25C (muestra 1, Fig. 5) después de 5
minutos de incubacién. Las emisiones fluorescentes asociadas
con el triplex de loe triplexos igualados (muestra 4, Fig. 5)
disminuyeron ligeramente durante un periodo de incubacién de
60 minutos monitoreado, mientras que las emisiones
fluorescentes asociadas con el triplex de los triplexos

igualados (muestra 1, Fig. 5) permanecieron relativamente
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constantes a través del tiempo. Las intensidades de emisidn
fluorescentes asociadas con el triplex observadas de las
mezclas de reaccién que contienen cualquiera de los dos
triplexos perfectamente igualados fueron més similares cuando
2 ng, en lugar de 1 ng, de dsDNA gendSmico estuvo presente en
las mezclas de reaccidn (datos no mostrados}).

Cuando 1 ng de deDNA genbmico mutante heterocigoto
mutante se hizo reaccionar con la sonda mutante C677T-MUT25C
(muestra 3, Fig. 5), las emisiones fluorescentes asociadas
con el triplex fue 77%, 80%, 85%, 88% y 90% menores después
de la incubacién de 5, 15, 30, 45 y 60 min, respectivamente,
que aquella emitida de la mezcla de reaccién que contiene el
triplex perfectamente igualado comprendido de 1 ng de dsDNA
genémico humano homocigoto de tipo silvestre y la sonda de
tipo silvestre C677T-WT25C (muestra 1, Fig. 5), cada uno
evaluado después de periodos comparables de incubacién.

Las emisiones fluorescentes asociadas con el
triplex de triplexos de desigualacién de C-A de 1 bp en una
mezcla de reaccién comprendida de 1 ng de dsDNA genémico
humano homocigoto de tipo silvestre y la sonda mutante C677T-
MUT25C (muestra 2, Fig. 5) fuerxon 92%, 95%, 98%, 98% y 98%
menor después de 5, 15, 30, 45 y 60 minutos de incubaciébn,
respectivamente, que aquellas emitidas de 1la mezcla de
reaccién que contienen los triplexos perfectamente igualados
comprendidos de 1 ng de dsDNA genSmico humano homocigoto de
tipo silvestre y la sonda de tipo silvestre C677T-WT25C
{(muestra 1, Fig. 5), cada una evaluada después de periodos
comparables de incubacién. Las emisiones fluorescentes
asociadas con el triplex de los triplexos de desigualacién de

C-A de 1 bp en una mezcla de reaccién comprendida de 1 ng de
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dsDNA genSmico humano homocigoto mutante y la sonda de tipo
silvestre C677T-WT25C (muestra 5, Fig. 5) fueron todos 100%
menores después de 5, 15, 30, 45 y 60 minutos de incubacidn,
respectivamente, que aquellas emitidas de 1la mezcla de
reaccién que contiene los triplexos perfectamente igualados
comprendidos de 1 ng de dsDNA genémico humano homocigoto
mutante y la sonda mutante C677T-MUT25C (muestra 4, Fig. 5}
cada una evaluada después de perliodos comparables de
incubacidn.

Loa resultados anteriores demuestran la alta
eficiencia y especificidad del método de analizar muestras de
dsDNA genémico humano homocigote de tipo silvestre,
heterocigoto mutante u homocigoto mutante. Estos resultados
se obtuvieron utilizando sondas de tipo silvestre y mutantes
de 25-mer para MTHFR C677T. Los resultados comparables se
obBervaron cuando reacciones anilogas se realizaron
utilizando sondas de tipo silvestre mutantes de 25-mer de
sentido para MTHFR C677T (datos no mostrados). La
gengibilidad del ensayo ademis se demostr6 cuando los
objetivos de deDNA gendmico humano, que varian en peso de 2
ng a 200 pg, se analizaron exitosamente con la sonda de tipo
silvestre C677T-WT25C y la sonda mutante C677T-MUT25C en un
volumen de reaccién de 80 pl (datos no mostrados).

Mientras que la invencién se ha descrito en detalle
y con referencia a ejemplos especificos de la misma, sera
evidente para un experto en la técnica que varios cambios y
modificaciones se pueden hacer en la misma sin apartarse del

espiritu y alcance de la miama.



TABLA 1. Comparacién de ensayos de triplex usando sondas de ssDEA de 15-mer y 25-merz

Objetivo = amplicén de dsDNA de 491 CF

P\

sondas de 15-mar = CF0l1-15(normal), FCl0-15(mutante), CF09-15(mutanta)
sondas de 25-mar = CF01-25(normal), CFl10-25(mutante), CF09-25(mutanta)
YOYO-1 150 nM estd presente en cada muestra
Musstra Flunrescenoia| Mencs |4 do . ds Fluarasoencia| Menos {4 4 8 do
Sonda: objetiwo = 25:1 o ol liwexr ssDEA |cambhio [cmsbio |en al lisex osDEA  |ombie cambio
da argon [ ralativo |relative |de argén ralativo | relative
Sonoxue . ala a la ala ala
mer 32 liquala- (iguala- [Fer 32 1guala~ iguala-
dosyués de alén «lén | daspuds ds olén oién
Smin parfecta |Ferfecta li5 min perfecta | perfecta
da 1 da 1a e 18 do 1a
. i hilara 4 |Milora 10 nilers ¢ | ndlsraio
[ YOY0-1 (150 [ P K
-2) 491 bp (0.03 pensi ) 0 ) = 2 7 10_
3) CPOL-15 (125 pmol ) G AR I 223
CRU1-13 + 491 (parfecta) 25128 -- M'- UI6h 441
$) CF10-15 (1.25 gomol ) — o, = - . 240
© |.6)CP10-15 +451 bp (1 bp A-C) 189 | 946 -| -962 1373 (1135 | -954
[ CPOS1S (1.25 pmol ) 0 P S & A
) CPS-1S+ 491 bp (1bpTC) | 288 455 | o83 28 25 | -958
9) CPo1-2S (1.25 pmal ) 3086 - D 279
10) CF01-25 +491 bp (parfecta) ase47 " | 32561+ - 37148 34169
11) CF10-23 (125 I P 4
-12) CF10-25 + 81 bp (1 107 .| 644 3 - | -980 m ] -583
13) CF09-29 (125 R TN _ 8003
14) CR0S-05 +491 T. ; * 1 -100 609 | <0 -100

v8
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TABLA 2. Comparacién de los ensayos de triplex de dsDEA genémico humanc usando sondas de ssDNA
de 15-mer, 20-mer o 25-mer

Gjstivo = dsdEA genémico l—-. WT para C'TR

wondas de 15-mor = dalta F30S-ST1SC (tipe ai + dmlta 13¢
oondas da 20-mar = dalta (tipo =i » dalts {(mmt
sondss da 25-wmer = dalta {tipe =i » dalta
YUT0-1 600 7 osth prasente en cada musstra
oestea Flummemoe | Memos [V da — Tiumreeoe- | Manos [V 2o, |
el [ Y eyl el I Y vy
axgin Ganmmus a la argén Gmmmmast ja la
B Freall Sl =r g
5 min parfecta [15 min P
R T e P o — i
1) YOYO-1 (6000M) _ i . - c |~ 207 - : 211
2) deliy FS08-WT25C (3.2 pmo} ) (antisentido) * % - L 3680 - % ®
dolta. FSOS-MUT2SC (32 {antiwentido) .. W % 5168 brd
fHwt LN O - W 2674 __
wt 4 dalta FS08-WT25C (parfecta): v [-- 21317 7531 18698 817
wt + dolia F508-MIT25C L 901 7 =90.1 9335 659 | -929
7) delin FSUS-WT20C (3.2 pmod ) (ant isantido) _: .. Zi [T
) FSOS-MUT20C (32 pmol ) (antisentido) * <% 767 $09
(OwgDNAGOp) T L
<[ 10) wt gDNA (500 pg) + delta FSQ8-WT20C (perfeata) . |.- 138 & | | em0 [
[I1) we sTNA (500 pg) + dalta FSOSMUTIOC GbpAAG ) |~ 1298 | 401 | -39 | 1osa | 28 | -77%
12) delts FS08-WT15C (3.2 pool ) (antisentido) ~ _ ..-[- 3%29 89
13) dgits F508-MUT1SC (3.2 pmol ) (antisantido) " -] - 4597 439
19wt —_elTams | T
%f%%gi-ﬂ”ﬂ-ﬂ&(nfwh) D 'i':-i-\ 24016 - m 4067 [ ]
16wt + dults FS08-MUT1SC AAG A4 SRl 1144 | +935 5509 960 | +124




TABLA 2. Continuacién

Muestra Fluoreacen- | Henos |% de ' Fluarasoen- Menosg [v de
Tiear am | A e | Tt | oM [
argin Genaxus a la argin Ganaxus a la
8= el | L ey
30 min pexfacta| 45 min eaxfaatal
1) YOYO-1 (600 : T - m 207
2) dolin F508-WT25C (3.2 pmo} ) (antisentido) =" 816 7455
deltn FSOR-MUTISC {antisentido) ' ° 86 8120
- R O 2798
35) we gDNA (300 pg) -+ delte FS08-WT2SC (pecfeata), .",-" .- 17776~ 9660 17380 9925 -
6) e DA (300 ) + data FIOSMUTSC (oo ARG )~ 9083 | 729 | -925 518
7) delta F508-WT20C 3.2 pmol ) {antisentido) . . . |-y 5435 5193
§) delta FS08-MUT20C (3.2 pruol } (antinentido) *. * .- | . K36 = m
w ALY I 200 | —
10wt 500 pe) + dolte F508-WT20C (perfeata) -1 - 6653 1217 - [ ] . 1356
11} wt + dolta FS0S-MUT20C AAGdaD~| - 997 m - 859 [T _61 -955
laﬁh&“lsc@,zm! }{ant inentido) - 3528 3459 R
13) delts PSOS-MUT1 (antisentido) 4398 . _5098
14 wt ) ol . 2934 . w
13) wi gDNA (500 pg) + dalts FS08-WT15C (perfecta) - ,.] 5 4089 - 561 4139 680
lglmmggm+&mscg EMQ AEEN T X 986 | +758 28 115 -1.1

98



TABLA 3. Comparacién de los ensayos de triplex de dsDNA genémico humano usando sondas de

ssDEA de 20-mer, 25-mer o 30-mer

Objotivo =deDNA gendmico humano, WT para MTHER

\9\

sondas de 20-mex =C677T~Wr20C (tipo mil . CET7T C
wondas de 25-mer =C677T-Wr25C (tipo milweostre), C677T-MUT25C (-nt-t-)
sondas da 30-mex =C677T-WraoC (tipo mil +» CETIT
YOoYO-1 500 nM asté presants sn cada musstra
Muestra Flucresoan- Menos |V ds rlucrescen- Henos : de o
) :::: .:1 .'-D.l ::r:w ::: d:l 8sDEA =::u.w
. argén Ganaxus ala argin Genaxus als
@ »er 30 iguala- e 30 iguale-
daspuds de alén después de aidn
5 min ] parfecta l-l =in parfacta
1) YOYO-1 (500 M) T o 1: 97 = )
CS7TT-WT3I0C 32 (antisentido) . . |- 24304 . 22982
CSTIT-MUT30C B2 tantisentido) .- [ ‘IT9S -7 1537
£ wi ;DNA @ ng) ' N - ) 24
3) wt gDNA (2 ng) + C677T-WTIOC (parfecta) _3p3s3 .. | 14081 37063 14081
gmmggwsmmmncaggﬂ 3138 1343 ] -904 2578 1038 | -926
[7) COTTT-WI2SC (12 pono ) (ast isent o) - 786 797
%) CETTT-MUT2SC (3.1 pmol ) (ant isentido) 1468 1241
9) wtgINA 2 ng) 2048 _ 1596
10) wt gDNA (2 ) + CS77T-WT2SC (perfacta) 31234 23378 30855 2468
[\t $0A G o) +CETTMUTECAIRCA) | 100 | 4a7 [ [ 1.4 | 233 | -990
12) CSTIT-WT20C (3.2 pmol ) {ant isentido) -1 &
E} M MUT20C (3.3 pmol ) (ant.tnnti.do) k77 8 2639
. 2084 1883
+omrvmoc(mmta) 2 =ot 1100 854 788
116wt +CSTIT-MUT20C - AMS- - 948 =138 3083 444 -434

L8



TABLA 3. Continuacién

ot

88

Muestra " | Plunrescen- Menos | & do . Fluacrsscen- Menos | % do
gemst | wom s fsleel | s fomke
.argin Gansxus alas .axgén Genawus a la
@ o 30 iguala- @ me 30 dquala-
_ despuss ds alén .despuds de oidn
30 min paxfactal a5 min parfoota
1)’ YOYO-} (500 aM) T T
2) CO7TT-WT30C (32 pruol ) (antisentido) ~— ;T%;, BB
CSTIT-MUT30C 3.2 ) (antisentido) - -} . 4 I T4l
AwiNAGn |- die o[ e
wt + COTTT-WIS0C (pexfacta) - | - —san—t 7
et DA [ g+ CETTEMITE TG A T
[7) CSTTT-WIISC (3.2 panel ) tant isaritiss) = :
CSTTT-MUT25C (antisentido) - |- o
(WIgNAQGeg . 1518
10) wt + COITT-WISC (pertacta) | 3657 e
s 3 o M e [ e
[12) CS771-WT20C 0.2 prmal ) (ant imastido) -] - .-
13) CS77T-MUT20C (3.2 pma] ) (antisentido) 2163
(1QwgNAQRng) | —— st
[15) vt 4DNA @ 0) ¥ COTFT-WIANC (porioctsy . | — &4 | €M T o
| 16) wt gDNA (2 ng) + CETTT-MUT20C(16pCA) | ", 2575 | 230 | -657 785 2 | 93




Tabla 4. Comp i6n de los
Objetivo = dsDNA genémico humano, Wr para FYL

triplax de dsDRA gendmioo humano en cantidades variantes

sandas de 25-mar =~ FYL~WT25C (tipo -.1..'I.v--tn) FYL-MUT25C (mutante)

YOYO-1 500 nM estd en cada
Huestra Menos | % .:1 Henos | ds
-"D.A ralativo ."D.A relativo
ala ala
igula- '@ iguala-
ofén alén
) pexzfaata parfocta
1) YOYO-1 (mn_)g 8
2) FVL-WT25C (3.2 pmal ) (antisentido) 6035
3) FVL-MUT25C (32 pmal ) (ant isentido) 47
4) wt gDNA (3 ng) i 3421
S) wt gDNA (2 ng) + FVL-WT25C (perfocta) . - 20138 25133 20820
6) wi gDNA (3 ng) VL MUT2SC(1 b G . <0 | -100 | 3% <0 | -100 |
wt o 1348
wip )+ FVL-WT25C (perfeata) ~ 14203 21450 15415
S wt g > <0 -1 24984 <0 =100
10 meDNA (W) L — 16 |
11) wt gDNA (500 pg) + FVL-WI25C (perfecta) , 17351 23451 17416
13) wt gDNA (500 pg) + FVL-MUT25C {1 bp G-} : <0 -] -100 25480 <90 =100
13) wt gONA (200 pg) 0
14) wt gDNA (200 pg) + FVL-WT25C (perfecta) ~ 14719 20874 1
[ 15) wt D0NA 00 pg) + WLMUTSC [ G1) 1 <o | -i | aom ] <o | -i

| £l

68



TABLA 4. Continuacibén

24

Muestra Fluorescen- Menos : “‘:ﬂ R :T"ﬂlﬂ:' . .=1 .
:::-:n‘:l 8sDEA relativo .'I.l:: da IID'_A .:lllﬁ.'n
argén Gunexus als .argin Gengxus ala
@rz 30 | iguale- [@ me 30 dguala-
dospude do | otén daspués de alén
30 min pexfacta .u xin pexfacta
1) YOYO-1 (500 n\M) . 0. - []
FVL-WT25C (3.2 pmol ) (antisentido) 348 . 518
3) FVLAMUTZ5C (3.2 pao] ) (ant Lsant ido) 44650 - 44101
HwtghNA 23g) . - 3687 - : 3662
5) wt gUNA (2 ng) + FVL-WT25C (perfacta) . - -] 20578 26041 20523
6) wt JINA (2 ng) HFVL-MITT25C(1 bp G-T) . ﬁ - <0 -100 33633 <0 - 100
| 1wt gINA (1 ag) ’ 1474 - - | 1598 [
[ + FVL-WT23C (pexrfacta) , 2017 .| 16214 21862 | 1634
TS L3 7 o T W i W O . )
10) wt gDNA (500 pg) - : i 14
11) wt gDNA (500 pg) + FVL-WT25C (Pexrfecta) _ | — 23417 17614 819 | 17641
12) wi gDNA (500 pg) + FVL-MUT2SC (1 bp G-T) 25514 . <0 =100 25347 <0 -100
13) wt JNA {200 pg) -0 . []
1gm%%g+mmc (perfecta) _ 20897 .. | 15049 20698 15180
19wt + FVL-MUT25C [ 2441 .. <0 =100 22353 <0 - 100

06



TABLA 4. Continuacién

k!

Muestra Fluorsscen- Menos |[% de
cia en el sSDNEA ocambio
lémsax de relativo
.argdn @anaxus’ a la

MY 30 iguala-
deospuéds de alén

60 min . pesrfaota

1) YOYO-1

i

[2) FVL WI25C (3.2 praol ) (st Lmant idc)

[}
3505
) FVL-MUT25C (32 pmol ) (ant isantido) ., 44534
wt Y ) ) :

5 m[!m+m:-ﬁﬁ§(pufwta) - .-"— 26024 20519

16

6) wt gNA (2 ng) +FVL-MUT25C(1bpG-T) .~ |. 3330 <P =100

- o - Saemf = lm

LYEYES:E]

7) wt RDNA (1 ug) = IS
8) wt gUNA (1 ng) + FVL-WT25C (perfecta) ] 22008 16500 -
9) wt gDNA (1 ng) + LG - 24913 <0 - 100

4

g
g

s 200
[11) wt g (500 2) FIVE-WIZSC (oo focta)

14
:
s
g

12) wt DNA. (500 pg) + FVL-MUT25C (1 bp G-T)

1

(1) rt gDINA (200 pg) + FVL-WIZSC. (pecocstar

S
&

FE

+FVLMUTISC (T G-T)



TABLR 5. Ensayos de triplax de dsDNA & h

obtenido de saliva

Objativo = dsDNA gendmico humano, WI para CFTR

sondas de 25-mar = 27898+5G->RA-Wr25C (tipo silvestre), 2789+5C->A-MOT25C (mutante)

YOYO-1 500 nM esti p te en cada
Muest Flunrssosn- manos | ® 4o Fluoresoen- menos §* do
osmra o So0MA | feraeivn [ 322,20 | seDEA | raTacive
argin Gemaus a la argén @enswus| ala
ne 30 iguala- |@ eer 30 ::::1--
:.::‘ = de - . ‘..::_:. d= poxfeota
1) YOYO-1 (500 oM) 0. 0
) 2763+5G->A-WT25C (3.2 pmel ) (antisentido) 291 2608
Z78945G->A-MUT25C (3.2 . J{antisentido) -| ..22804 1
Hwt 4 5 1530 ] 1856
wt sTINA (4 2) T TTIHSGSAWTLSC (perfocta) | 44651 | 21380 o4 |06 )
[6) wi JTNA (4 5 + ZT9+5OSAMUTIC (10pT-0) | 20085 | 1080 | 049 | zami | 140 | -981 |
[ NwegNACng) __ __ _  } " 2l 19 |
wt + TTS0>AWTZS ( artectl),.e (" 38630° | 15349 381 15334 |
wt +2789+5G->A-MUT2S . E <0 =100 22430 35 -91.7
Muestra Fluoreposn- , MBNOS | % da =~ | Flucrescen- | menos { % ds
el S e e Y i
az snexus ala 5 enams| a la
e 30 ipate (@ e 30 Lguata-
::'5':- do ‘| paxfecta :;.s:- dan parfaata
| ) YOYO-1 (S00udl) __ - 0
@_ﬂm ) {antisant ido) - 21877
 3) 2789+5G->A-MUT25C (3.2 prnol ) (antisentido) - 21847 . 21714
!}ﬂlﬂ“!ﬂ o 2102  _
't g +2789450>A-WT25C(pertecta) | - . 42950 20707 42412 20535
.Q_mmn____cmg_é%‘ DNA (4 g+ TSSO SAMUTISC (P FG) | — o7y T30 |56 | g | 1osa | s
[2) wt gTNA G ) - 3 18

)

26

X(E_)



w TZTISO>AWIZS (Ferfoota) ] 87707 | 15464 3PSl | 1594
" +2789+50>AMUTZS (1 bp T- —-2¥38 <0 | -100_ | 2141 | <0 | -100
TABLA &. Ensayus da triplex ds daDNA genidmico on da’ dn al voa
Objotivo ~dsDNA gendmico bumano, WI paxa CFTR
sondas da 25-mer = 2789+56->A-WT25C (tipo milvestre) ,2780+50->A-MUT25C (mutanta)
YOYO-1 500 niM y TMA-C1 45 =M ostin en cada
- y N ds |
e el =T HE A o
léser de Joo al - ralative ::;l'::l - :-i:u"
15’:;.;_'” e :_;:1__ 15min tgueta-
:‘:{:‘ " :::;-utl pexfoota
DYGSICTT o -
2181 30->A-WT25C [ 7] - 3138
2789450->, 2 20 i : _ 30717
wt — T -} T —
‘l +2709156->A-WT2SC (perfecta) * | . 28146 | 6783 — nwe | |
" + 2M9+56>A-MUTZSC S 2757 | so40 | -85 | s | oS8
278050->A-WI2SC 3.2 77Sulse- - - .l 22578
2739450->A-MUT25C TISul}*s . ' 20696
wt +278943G>A- (perfecta)* | - 1728
e b Cghot s 7 SOSAMIERE T ey [~ o

*Sonda + gDNA os mezcladn, lusgo YOYO-1 es adicionado. La mexzala de reacoldn sa inouba durante § min y luego se ixxadia.

#i3onda + YOYO-1 el contrnl es mazalado, imsubado durants 5 min e irradiado. Luago gDNA se adiciona y la mezala de reacalém

se inouba durante 5 min y se irradia.
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TABLA 6. Continuacién

Huestra Emislén % de Emixlén % de Emisidn % de
wsociads | camble | asoclada camblo | ssocada | camblo
con con con -
o triplex ol triplex ol trfplex
*n 20 min o 25 min, .} snmin
wt + 27T89+5G->A~ fegta)* | 3033 ] 8608
wt + 2TBH50->A-MUT25C 2| UK. ) -6 3148 -6 3120 =64
w + 2789450->A-WT25C (perfecta)** | 9378° 9867 10225 .
w + A-MUT2SC. T. =] 4334 -54 918 =50 5027 =51
Huestra *Emiién | % de Embsidn % de Emixlén % de
ssoclada camblo | wsoclada camble | asaciade camble
con . i con . . con .
ol triplex ol triplax ol tiplex
- an 38 min on 40 min en 48 Ln-ln
[5) wi JDNA G ngh0 ul) + ZTBVSGSAWTISC Gparraciare | 9299 | | 9848 % |
™ IS AMITIC Qe T | 316 | & |88 g7 | 1o [ -a |
9) wt gONA (2 ng/B0 ul) +2789+5Q>A-WT2SC({perfeata)vs | 10485 10702 11028 .
1 wt + 27T89450->A-MUTISC TG 4508 -3 217 =51 ATR0 =37
- Muastra * Emisién %de |- Emidn % de EmMidn % d..
) ssocieda camblo | wocads camblo | ssochsde camblo
con con . can .
- of triplax ol tifplex ol trfplax
- enS0mn ). | on 56 min on 60 min
Qinmiiﬂﬁﬂ'rmm Ea:':dcii) | "M19 10022 9433
wt +2789+5G->A-MUT25C s} 3432 -~ 64 3802 -@ 3318 -6
wt +2789+5G.>A-WT2S (pexfecta) ** F 11603 12147 12152 |-
.10} wt + 2785+3G5>A-MUT2SC . 4928 . | -3% 5928 -5t S121 =60
*Sonda + gDEA os moxcledo, lusgo YOYO-1 as adinionado. La mexala da idn ge 1 b, 5 mwin ¥y lusgn as irradia.

**Sonda + YOYO-1 el contral es mezalado, imcubado durante § min o irradiado. Luego ghNA se adiciona y la mozcle de reacclés
ss incuba thnrante 5 min y se irrsdia.
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TABLA 7. Ensayos de triplex de dsDEA genémico humano empleando protocolos de reaccién alternativos

Objetivo = deDEA genémico humano, WI para CPTR
sondas de 25-mer = 3849+10kbC->TWI25C (tipo silvestre), 3949+10kbC~>T-MUT25C (mutante)

YOYO-1 500 nM y TMA~CL 40 nM estén presentes en cada muestra

Mue * rl - N de Emimidn % ds
stra ni.:-::-:lu canbio awociada camhio
léwux do  ralativo| con al ralativo
argin Gensme ala triplex s la
PHT 32 iguala- | em 1S min dguala-
despuds do oldn alén
5 min parfacta pexfeota
1) YOYO-1 {500 ni) — —0_
Z) 3845+10kbC->T-WT25C (3.2 pmol. /30 ul) : 20033

3) U+ GHC>T-MUT2SC (3.2 pmal /80 ul) - - © - 20399
[OwieDNAGg®O) | 79

DINA (2 /30 ul) + SEDFTBCST-WIISC (pertectay s« W28 | 1017 | 10115

IUSHBCT-MUT2C (32 9 i ; .
9) wt SONA (2 n3/80 ul) + 3449 HILCST-WT25C (perfocta) v+ 10364

10) wt gDNA (ang/80ul) + 3849+10kbC->T-MUT25C (Ibp A-C}** | . . a1 -4 |

*Sonda + gDNA es mexalado, lusgo YOYO-1 ow adiciomaio, Is mexcla de ién s 5 min y luago e irradia.

**Sonda + YOYO-1 do aontral es mexaladgo, inoubado durants 5 min e frradiado. ILuequ gONA ss adiaiona y la mazala da rsacoidnm
se inouba durante 5 min y se irradia.

Ak |
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TABLA 7. Continuacién

%d
Huestra E-ml:::l ':I:I.bl. 2:::- e‘i:lzle E-III:::. GIIII;IO
con con col :
ol triplex ol triplex ol triples
. | *»2min on 25 min, onﬂ_m_bl
wt + 3U49+10bCHT- {perfecta)* .| 107D 10338 10503
wt + 349+ BCOTMUTISC v F o | -%0 | 6B | -94 | 113 | -99 |
9) wt gDNA (2 /80 ul) + 3849+10kDCOT-WT2SC (perfocta) *+,| * /10458 10452 ‘1 10476
0w ¥ 3845+ 10kbC-STMUDSC (ib 468 | -5 | M | -e | 36 | -66
Muestra Emilaidn - % de Emisldn %de | Emisién % de
asocieda camble | ®socleda camblo | =soclada camblo
con . N con R con . .
ol triplex ol triplex ol triplax
on 35 min on 40 min on 45 min
)i sUNA (3 ng/80 ul) + SMADFIGRBCOT-WT25C (pertoctar~ | 0625 | 10757 10047
[6) wi §TONA (2 080 ul) + SIAPHOMCS TMUTISC (B AG)* |2z | -98 | <0 | -100 ] <0 [ -100
wt + 3849+ 10kbC->T-WT23C (perfecta)+* | 10233 10778 10831
wt +3049+10kbCH>T-MUT25C -1 . 3216 -6 3025 = 283 =73
Muestra Emisiéa % da - Emislén % de Emislén % de
asocledu camblo { wsoclads cambio | asoclada camblo
can con an .
al tfplax ol triplex ol triplex
. on 60 min an 35 min on 60 min
) wt T 3PDHIOMCOT-WIZSC (pertoctals | 10945 10872 10683 ]
6) wt 5DNA (2 /80 o) + 3849+ (KIC>T-MUT2SC (Ibp AC)® | <0- | =100 | <0 | -100 [ <0 | =100 |
9) we SDNA (2 ng/80 o) + S8A9+1RBCIT-WIZSC (perfectayes | 10973 | | 1169 ____’_'J_Tu;_
10) wt gDNA (20g/80ul) + 3849+10KbC>T-MUT25C (1bp A-CY** 2592 -76 1788 -85 1499 -8
*Sonda + DNA es mexalado, luago YOYO-1 os adicionado. La mexola de iém es 1 b S min y lusgo ee irradia.

*¢sonda + YOY0-1 el cantrol s msxzolado, inmsubado ducante 5 min @ irradiado. Lusgu gDNA we adiciona y la meznla do reaccidn

so incuba durante 5 min y se irradia.
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TABIA 6. Ensayos de triplex del dsDNA gendmico de Bacillus glabigii

Objetivo = dsDEA genémico de Bacillus glabigii
sonda de 25-mer = bglIR-WT25C (tipo silvestre paraB.
THA-Cl 40 nM estuvo presente en cada muestra

YOYO-1 500 nM estuvo presente en las muestras 1-5, YOYO-1 400 nK estuvo pzounta en 1-- msstras 6-10,

YOYO-1 300 nM estuvo presente en las muestras 11-17

globigii )

iy a
Muestra ::T;::::":. a::: =n al liser da | control
argén Gomexus aryén Gonsxus
T 32 dospuss T 32 daspuds
de 5 min ds 15 min
1) YOYO-1 (000 _ ) )
2) gO¥A de B. globii {100 copias/80 ul) - 0 0
gDNR humano coplas 80 6004 5837
4) bglIR-WT25C (3.2 pmol /80 ul) (antisentido) 16704 16521 ST
5) guiA de B. glabii (100 ooplas/80 ul) +bgliR-WI25C 19137 41 18593 |_2062
[6) YOYO-1 (600 M) 0 0
gDNA de B. glabii (100 copias/80 ul) 0 _0
§)aD¥R humano {312 copias /B0 ul) 5872 5964
WT25C (32 /80 ul) (antisentido) 22043 22429
10) gD¥A de B. globid (100 aopias/B0 ul) ﬂ 26141 4096 25078 3646
11) YOYO-1 . 0- ] ;
12) guxA de 5. globii (100 copias/B0 ul) 0 . 0
13) gD¥A humano copias R0 $321 3330
1 WI2SC /30 ul) (ant 1sant 1do) ) prii- |
15) oDMA de B. globii (100 copias/80 ul) + . 35536 87 36076 7454
16) 90A_husano (302 copias yadw)) + . 4072 40568 .
[ T7)BG gDNA (100c0pias) + ReDINA(302 aopi--»mﬂ 43378 2646 43237 2669

*Sonda + gDNA fueron mezclados, luago !0!0—1 fue adicionado. Las mazclas de reaccién se incubaron

durante 5 min y luego se irradiaron.

i)
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TABLA 8. Continuacién

[ ‘Mano . M
Husstra :n“:.;::i:. oontr;.l m al lésex do | control
argin denaxus argén Gemawus
MT 32 despuds PNT 32 despuds
de 25 min de 35 wmin
1) YOYO-1 (500 nb) . ] 0
| 2) gONA de 5. glabii (100 copias/60 ul) 0 0
3) aDHA hmmm ooplas MQ 369 57&
/80 1) ¢ant isentido) 15724 15443
3) gONA de B. globii (100 copias/80 ul) ﬂm. 17945 m1 17601 | 2158 |
YOYO-1 (400 [] 0
gONA de 5. globii (100 coplas/80 uly 0 0
ggmm humano & coplas mﬂ 6107 5961
M_&mm-m____ 21801 ___ | 2164)
10) aoWA do 5. globii (100 copias/80 ul) ﬂ 25297 3496 25175 iy |
[11) YOT0:1 Goo g ]
gDNA de B. globii (100 copias/80 ul) 0
13) gDNA humano copias /80 2328 5326
-W'I'BC 130 (antisentido) . .- 28103 w ]
 15) gDNA de 5. globii (100 copias/80 ul) ¥ s|__3mo 107 35886 T
16) 9DNA bumano (302 copias /B0 I} + s 40238 — 40436 ]
Mj‘uooaquﬂsn awlal»mﬂ 43219 _2981 4339_0___4_2254__4

*Sonda + gDNA fueron mezclados, luego YOYO-I. fue ld'.lcionldn Las mezclas de reaccién se incubaron
durante 5 min y luago se irradiaron.
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TABLA 8. Continuacién

J.H.lttl Fluerescenoia Manos a Mo
an el liser do | aontrol | em el liser de | control
argén Genaxus @ argén @enexus
PHT 32 dospuéss PMT 32 despuds
. de 45 min da 55 min
1) YOYO-1 (500 uM) } ) 0
@DMA da B. globii (100 copias/80 ul) j ) _0
a gDMR Bumano (347 M copilas mﬂ - . ,g1 3337
| €) baTR-WT25C (3.2 penol B0 ul) ¢antisentido) 140 14669
$) gD¥A de 8. globii (100 copias/80 ul) +bgilR-WT25C* 7027 2125 16665 ‘W_H
YOYO-1 (400 0 0 -
gOMA de B. globil (100 copias/80 ul) 0 _0
ngnln humano & aopilas mg ﬁ_ m__.
MMMM__*,__IM Y < S —
10) gD¥A de 8. globii (100 copias/60 wl) ﬂ p7--] 3387 24633 #
11 | 0 0
| 12) gowa de 5. globii (100 coplas/80 ul) _0 0
. 209 215
27708 27606 -
a 35339 7631 35150 7584
16) 9OWA humano (300 ] belIR W' 124 39743 39816 I
ﬁmmmw-nmgm TR L TR W G )

*Sonda + gDNA fueron mezclados, luego m!o-l fue ldielomdo Las nn:cln da reaccién se incubaron
durante 5 min y lueqo se irradiaron.

Z)
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TABLA B. Continuacién

uaraso “Henos | Flusresc a Mano
Muestra i L3 I‘ﬂ oontr:.l :: «l J.A-: dn mtz:ﬂ.
arqén Genaxus axrgén ¢wnsxus
PMr 32 dospuds PMT 32 dewpuds
de 65 min do 24 min
.
1) YOYO-1 (500 b (] 0
2) gDNA de B. globii (100 gopias/80 ul) ) 0 -0
QqONA humano copias /80 - i ﬂ m_
2 780 ul) (ant isent ido) k14435 o 1225
§) gD¥R da 5. globii (100 copias/B0 ul) +balR-WI2SC* ' i@E3 1948 1571 | 346
YOYO-1 (400 j . 0 0
7) SUMA da B. globii (100 copias/80 ul) 0 0
QDNA humano copias /B0 ‘m 996
WT25C (3.2 (antisentido) | 2108 20366
10) gDNR do 5. globii (100 copias/80 ul) +bglIR-WI2SC* | 24358 kLT a7 _B64
11) YOYO-1 (300 aM) j . ) ] []
gDNA de B. globii {100 copias/B0 ul) , 0 []
%?ﬁlﬁunnn oopias /80 " 5119 5011
! 180 ul) (antiwentido) . -271817 29204
| 15) GDHA ds 5. globid (100 copias/B0 uly + s 33074 7857 5604 ]| @10 |
16) 90¥A humanc copias yful) + . ) 39480 41000
(178G U5t copne) ¥ RQINAGO2 copian)s @ ST oot | 4BT |

*Sonda + gDEA fueron mezclados, luago Y0Y0-1 fue adicionado.Las mezclas de reaccién se incubaron
durante 5 min y luego se irradiaron. ’
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REIVINDICACIONES

1. Un método para deteqtar una secuencia de A&cido
nucleico en una muestra gendmica, el método caracterizado porque
comprende:

proporcionar la mueatra genSmica que comprende una
secuencia de &cido nucleico objetivo de un &cido nucleico diplex;

proporcionar una sonda que comprende una secuencia de
dcido nucleico de sonda;

proporcionar una mezcla de hibridacifn que comprende la
muestra gendmica, la sonda, un agente de promocién de hibridacién
Y marcas;

incubar la mezcla de hibridacifn para proporcionar una
mezcla incubada que comprende un complejo de la secuencia de
dcido nucleico objetivo, la sonda y las marcas;

irradiar la mezcla incubada con radiacién efectiva para
estimular por lo menos algunas de las marcas para emitir energia;
Y

detectar de una sefial fluorescente 8i 1la sonda
perfectamente iguala a la secuencia de &cido nucleico objetivo,
para de esta manera detectar si la secuencia de &cido nucleico
esti presente en la muestra gendmica,

en donde la deteccién se completa dentro de sesenta
minutos de proporcionar la mezcla de hibridacdién, y el método se
conduce sin desnaturalizacidén del A&cido nugleico diéplex y Bin
amplificacién de PCR del Acido nucleico dfiiplex.

2. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque se detecta un polimorfismo de nucleé6tido
individual o miGltiple.

3. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porgque mis de una de la secuencia de &cido nucleico

se detecta en la muestra genémica por mids de una sonda.



4. El método de conformidad con la reivindicacifén 3, \Ej

caracterizado porque se detecta un haplotipo.

5. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque se detecta un estado morfolégico de un
organismo o célula de la cual se obtuvo la muestra gendmica, el
estado morfolégico que comprende por lo menos uno de informacién
que considera una etapa del desarrollo e informacién gque
considera un estado de enfermedad.

6. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la muestra genémica comprende menos de 700
copias de la secuencia de &cido nucleico objetivo.

7. E1 método de conformidad con la reivindicacién 6,
caracterizado porque la muestra genSmica comprende
aproximadamente 150 a aproximadamente 300 copias de la secuencia
de &cido nucleico objetivo.

8. El método de conformidad con la reivindicacién 6,
caracterizado porque la muestra genémica consiste esencialmente
de contenidos de una célula individual.

9. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque 1la detecciénm se conduce en una célula
biolé&gica.

10. El método de conformidad con la reivindicaciém 1,
caracterizado porqﬁe la muestra genémica es de mids de 5 kb en
longitud.

11. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la muestra genfmica es no digerida por todo
el método.

12. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la secuencia de &cido nucleico objetivo
pertenece a un patdgeno presente o previamente presente en un

organismo o una célula de la cual se obtiene la muestra gendmica.
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13. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la 8sonda, si es unitaria, es un A&cido
nucleico de una sola hebra o anidlogo de &cido nucleico de 15 a 30
bases en longitud.

14. E]1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el agente de promocién de hibridacibén es una
marca de intercalacién.

15. E1 método de conformidad con la reivindicacién 14,
caracterizado porgque la marca de intercalacién comprende tintes
de cianina diméricos.

16. E1 método de conformidad con la reivindicacién 15,
caracterizado porque la marca de intercalacifn consiste de YOYO-
1.

17. E1l método de conformidad con la reivindicacibén 1,
caracterizado porque las marcas son fluor6foros de intercalacién
que también constituyen el agente de promocién de hibridacién.

18. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el agente de promocién de hibridacién es un
cosmdt ropo.

19. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el agente de promociém de hibridacién es un
catién de un compuesto seleccionado del grupo que coneiste de
(CH;) (NC1, (CH,y)}3aN-HCl, NaCl, Na;S0,, NaHPO, y (NH,)350,.

20. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las marcas son fluorSforoe no de
intercalacién.

21. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el periodo de incubacién es de uno a diez
minutos, y el método sBe practica completamente en menos de quince
minutos.

22. El método de conformidad con la reivindicacién 1,



104 u ;

caracterizado porque la mezcla de hibridaciém se mantiene a una
temperatura de 20 a 40°C por todo el periodo de incubacién.

23. El método de conformidad con la reivindicaciém 1,
caracterizado porque la por lo menos una base de la sonda enlaza
a una base o a un par de bases del objetivo mediante la
interaccién de base complementaria de Watson-Crick y/o mediante
la interaccién de base homSloga, tal que el complejo es un
triplex.

24. El1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque por lo menos una base de la sonda enlaza a
una base 0 a un par de basea del objetivo mediante la interaccién
de base complementaria de Watson-Crick y/o mediante 1la
interacci6n de base homSloga, tal que el complejo es un
cuddruplex.

25. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sonda y la secuencia de &cido nucleico
objetivo no se enlazan de manera conjunta solamente como hebras
antiparalelas gue obedecen a las reglas de emparejamiento de base
de Watson-Crick.

26. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la radiacién es un haz de l&ser que tiene
una densidad de potencia de aproximadamente 84 W/cm®/seg.

27. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sefial fluorescente se compara con una
sefial fluorescente de referencia para determinar ei la sonda es
una igualacién perfecta para la secuencia de &cido nucleico
objetivo.

28. El1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la deteccidn comprende monitorear un cambio
en la seflal fluorescente a través del tiempo para determinar si

la sonda perfectamente iguala la secuencia de &cido nucleico
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objetivo, y en donde un incremento en la sefial fluorescente a
través del tiempo indica una igualacién perfecta y una
disminucién en la sefial fluoreacente a través del tiempo indica
una falta de igualacién perfecta.

29. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sonda se proporciona en la mezcla de
hibridacién en una cantidad de: paturacién objetivo, la cantidad
de saturacién objetivo es una concentracién de sonda en exceso de
una concentracién objetivo, y las marcas se proporcionan en la
mezcla de hibridacién en una cantidad de saturacién compleja, la
cantidad de saturacién compleja que es una concentracién de marca
arriba de la cual la discriminacién de la seflal de las sefiales
antecedentes cambia en una primera proporcién menor gque una
psegqunda proporcién en la cual cambia la concentracién de la
marca.

30. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sonda tiene una longitud efectiva para
optimizar la transferencia o migracién de energia.

31. El método de conformidad con la reivindicacién 30,
caracterizado porque la discriminacién de la sefial fluorescente
de las seflales antecedentes se maximiza mediante la transferencia
de energia o migracién de energia entre las marcas intercaladas
intra-objetivo y las marcas intercaladas de sonda-objetivo.

32, El método de conformidad con la reivindicacién 30,
caracterizado porque la sonda es de 20-30 bases o pares de base
en longitud.

33. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque una longitud de la sonda se selecciona para
maximizar una intensidad de la sefial fluorescente.

34. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque la sonda se proporciona en la mezcla de
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hibridacién en una cantidad de saturacifn objetivo, las marcas se
proporcionan en la mezcla de hibridaci6n en una cantidad de
saturacién compleja, y la sonda tiene una longitud efectiva para
optimizar la transferencia o migracién de energia.

35. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque una mezcla preliminar que comprende una
solucién reguladora y agua B8e sgomete a una carga eléctrica
aplicada efectiva para aumentar una sensibilidad del método, y
por lo menos una porcién de la mezcla preliminar es
subsecuentemente incorporada en la mezcla de hibridacién.

36. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la muestra gendmica se adiciona a la mezcla
de hibridacién después de la sonda, el agente de promocién de
hibridacién y las marcas.

37. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porgque el agente de promocién de hibridacién o las
marcas se adicionan a la mezcla de hibridacién al Gltimo.

38. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la mueastra gendSmica se purifica, se
semipurifica, no se purifica o se diluye.

39. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque los niveles de la expresién del producto de
gen en una muestra gendmica se detectan © los productos de
expresién de gen de por lo menos dos muestras gendmicas se
comparan.

40. El método de conformidad con la reivindicaciétn 1,
caracterizado porgue la mezcla de hibridacién ademis comprende
una pluralidad de sondas que enlazan las secuencias de la muestra
genSmica adyacentes a la secuencia de dcido nucleico objetivo,

41. El método de conformidad con la reivindicacién 1,

caracterizado porque la sonda comprende un apagador de emisién y
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por lo menos una de las marcas. \(8\

42. El1 método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sonda se modifica por al menos una
porcibén enlazada.

43. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las marcas comprenden FET, FRET, migracién
de energia o ajustes de redox.

44. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las marcas comprenden puntos de quantum.

45. E]l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque se detectan repeticiones de secuencia de
dcido nucleico, inserciones o supresiones.

46. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la deteccién se repite bajo condiciones
variadas de la m.ezcla de hibridacién.

47. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque se detecta un estado canceroso o de
enfermedad de un organismo o célula de la cual se obtuvo la
muestra gendmica, o se determina la preflez del organismo.

48. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la muestra genbmica se obtiene de una
muestra de tejido humano, células bucales, sangre, £fluido,
esputo, orina o heces, y 8e marca con una etiqueta de
identificaciétn molecular adaptada para identificar una fuente de
la muestra genémica.

49. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sonda se proporciona sobre un soporte
seleccionado del grupo que consiste de una cuenta, una placa, una
membrana, una pelicula, una micropantalla, un electrodo, una
columna y un tubo capilar.

50. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
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caracterizado porque la sonda se proporciona sobre una pelicula
de isla de plata.

51. Un equipo para practicar el método de 1la
reivindicacién 1, el equipo caracterizado porgque comprende:

la sonda;

el agente de promocién de hibridacién; y

las marcas.

52. El equipo de conformidad con la reivindicacién 51,
caracterizado porque ademAs comprende un contenedor en el cual se
proporciona la mezcla de hibridacién.

53. El equipo de conformidad con la reivindicacién 52,
caracterizado porque el contenedor se adapta para recclectar
esputo o el equipo ademds comprende un dispositivo de recoleccibn
de esputo.

54. El equipo de conformidad con la reivindicacién 52,
caracterizado porque el contenedor comprende una etiqueta de
identificacifn molecular adaptada para identificar una fuente de
la muestra genémica.

55. El equipo de conformidad con la reivindicacién 51,
caracterizado porque la sonda se proporciona sobre un soporte
seleccionado del grupo que consiste de una cuenta, una placa, una
membrana, una pelicula, una micropantalla, un electrodo, una
columna y un tubo capilar.

56. El equipo de conformidad con la reivindicacién 55,
caracterizado porque el soporte es una pelicula de isla de plata.

57. El equipo de canformidad con la reivindicacién 51,
caracterizado porque la sonda es de una sola hebra que contiene
una horquilla, o es de doble hebra.

58. El equipo de conformidad con la reivindicacién 51,
caracterizado porque las marcas comprenden tintes de cianina

diméricos.
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59. El equipo de conformidad con la reivindicacién 51,
caracterizado porque las marcas y el agente de promociSn de
hibridacién consisten de YOYO-1.

60. El equipo de conformidad con la reivindicacién 51,
caracterizado porque el agente de promocién de hibridacifén es por
lo menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste de
(CH3) 4NC1, (CH,)}3N-HC1l, NaCl, NazSO,, NazHPO, y (NH,)2SO,.

61. Un método para detectar una secuencia de A&cido
nucleico en una muestra gendémica, el método caracterizado porque
comprende:

proporcionar la muestra genémica que comprende una
secuencia de &cido nucleico objetivo de un &cido nucleico de una
sola hebra o de doble hebra;

proporcionar una sonda que comprende una secuencia de
4cido nucleico de sonda;

proporcionar una mezcla de hibridacién que comprende la
muestra genémica, la sonda, un agente de promocién de hibridacién
y marcas;

incubar la mezcla de hibridacién para proporcionaé una
mezcla incubada que comprende un complejo de la secuencia de
&cido nucleico objetivo, la sonda y las marcas;

aplicar energia a 1la mezcla incubada efectiva para
inducir una seflal de la mezcla de hibridacién; y

detectar de la sefilal si la sonda perfectamente iguala a
la secuencia de &cido nucleico objetivo, para de esta manera
detectar si la secuencia de &cido nucleico esté preeénte en la
muestra genbmica, en donde la deteccién se completa dentro de
sesenta minutos de la provisién de la mezcla de hibridacién, y el
método se conduce sin la desnaturalizacién del &cido nucleico
diiplex y sin la amplificacién de PCR del &cido nucleico diplex.

62. El método de conformidad con la reivindicacién 61,
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caracterizado porque subsecuente a la etapa de incubacién y antes
de la etapa de aplicacién de energia, la mezcla incubada ademés
se incuba bajo condiciones tal que las sondas se disasocian de la
secuencia de &cido nucleico objetivo, y en donde la etapa de
deteccién comprende determinar de la sefial sBi la sonda es
disasociada de la secuencia de &cido nucleico objetive y las
condiciones de incubacién, para determinar si la sonda
perfectamente iguala la secuencia de &cido nucleico objetivo.

63. E1l método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque subsecuente a la etapa de incubacién y antes
de la etapa de aplicacién de energia, la mezcla incubada ademis
es incubada bajo condiciones tal que las sondas se disasocian en
la secuencia de &cido nucleico objetivo, y en donde la etapa de
deteccién comprende determinar de la sefial si la sonda es
disasociada de la secuencia de &4cido nucleico objetivo y las
condiciones de incubacién, para determinar 8i 1la sonda
perfectamente iguala a la secuencia de &cido nucleico objetivo.

64. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la sonda comprende una © mis partes, y por
lo menos una de las partes es 5 a 30 bases en longitud.

65. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque una etapa de separacidén se realiza antes de
la etapa de irradiaciém.

66. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque ademids comprende una etapa de provisién de
por lo mencs una sonda de blogqueo para suprimir el enlace de la
sonda a una secuencia no objetivo de la mezcla gendmica.

67. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque el complejo actia como una estructura
fot6nica para recolectar la energia fotbnica y transferir energia

a una marca que emite sefial.



111 ‘/qB

68. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque las etapas del método se repiten m&s de una
vez para proporcionar mis de una mezcla de hibridacién y més de
una sefial fluorescente, con la condicién de que la mezcla de
hibridacién se forme al combinar la muestra genémica, la sonda,
el agente de promocién de hibridacién y las marcas en una
secuencia diferente.

69. El método de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado porque la deteccién comprende monitorear un cambio
en la anieotropia de fluorescencia de la sefial fluorescente a
través del tiempo para determinar si la sonda perfectamente

iguala a la secuencia de &cido nucleico ocbjetivo.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Un método para detectar una secuencia de &cido nucleico
en una muestra gendmica, incluye: proporcionar la muestra
genémica que contiene una secuencia de &cido nucleico objetivo de
un &cido nucleico diplex; proporcionar, una sonda que contiene
una secuencia de &cido nucleico de sonda; proporcionar una mezcla
de hibridacién que contiene la muestra genémica, la sonda, un
agente de promocién de hibridacibém y marcas; incubar la mezcla de
hibridacién; irradiar la mezcla incubada con radiacién efectiva
para estimular por lo menos algunas de las marcas para emitir
energia; y detectar de una seflal fluorescente si la sonda
perfectamente iguala la secuencia de acido nucleico objetivo, en
donde la deteccién se completa dentro de sesenta minutos de la
provisién de la mezcla de hibridacién, y el método se conduce sin -
desnaturalizacifn y ein amplificacién de PCR del &cido nucleico
diplex. Un equipo para practicar el método incluye la sonda, el

agente de promocién de hibridacién y marcas.
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REIVINDICACIONES detectsr de una seftal fluorescents 3l la

1. Un méiodo para detectar una secuencia
de acido nucleico en una muesira gendmica, el método
caracterizado porque comprende:

proporcionar la muestra gendmica que
comprende una secuencia de Acido nucleico objetivo de un
dcido nucleico dtplex;

proporcionar una sonda que comprende
una sacuencla de acido nucleico de sonda;

proporcionar una mezcla de hibridacion
que comprende |a muestra genémica, la sonda, un agente de
promocién de hibridacion y marcas;

incubar la mezcla de hibridacion para
proporcionar una mezcla Incubade que comprende un
complejo de la secuencla de &cido nudsico objelivo, la sonda
y las marcas;

imadiar la mezcla incubada con radiacion
efectiva para estimular por lo menos algunas de las marcas

para emitir energla; y

sonda perfectamente iguala a la secuencia de &cido nucleico
objetivo, para de esta manera detectar si la secusnca de
écido nucleico esth presents en la muesira gendmica,

en donde la deteccién se completa dentro
de sesenta minufos de proporcionar la mezcla de hibridacion,
y el méiodo se conduce sin desnaturalizacién del écido
nuclelco diplex y sin amplificacion de PCR del acido nuclsico
diplex

2. B mélodo de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizado porque 98 deiecta un
polimorfismo de nucledtido Individual o milltipte.
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. RELACION DE ANEXOS -

Expediente No :}}ﬁoﬁ 35 _N_o.;d.-:m

CD

DVD

REVISTA

LIBRO

PERIODICO

DISQUETES

SOBRE DE MANILA

SOBRE BLANCO TAMANO CARTA

N

SOBRE BLANCO TAMARO OFICIO

a‘.'ﬂ-mauuag

10bumelom..: A’f‘\m ﬁ/)g] .




SUPERINTENDEMCIA DE INDUSTRIA Y COMERCID

NIT : 800176089-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA 1 07 - M0,13

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Ly R
No. 07-(40955- -00000-0000

Fecha; 2007-04-24 16:21:20  Dap. 2020 NUECREACIONt

Tra. 11 PATENTEIYI| Eve: 378 F,
Act. 411 PRESENTACION -

FECHA | ABRIL 18 O 2007 Follos: 208
o
M CONSIBNACTON #3888
DEPOSITANTE TIPDPAGD  BAKCD CENTA No. PABO  FECHA PEO Ur. PABO
CAVELIER ABOSABOS CONSIGWACION  BANCO POPULAR  O50-00110-5 SS000350 /0472007  23,650,000.00
M C O N CEPTO Hin
CANT. REWTISTICD CONCEPTO TOTAL COMCEPTO
§ 50005-01-01 SOLICITUDES L TRARITES DE SOL. 5 PHTENTE 0E 1N 482,000.00
TOWAL $ 82,0000

{ CUATROCIENTOS OCHEMTA Y DOS WIL PESOS

RESPONSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE No.

WLO

12908 24\ OO\ B



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO ) 4/\
No. 07-040855- -D0000-0000

Fecha: 2007-04-24 16:21:20 Dep. 2020
Tm. 11 PATENTEIVI E\ngTB FAglEJEEa%ANE\ISM

Act.411 PRESENTACION  Folkoe: 208 - Industria y C(;mel'cio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [‘]/ MODELO DE_UTILIDAD [ ]
@ Indicacién de que se solicita la concesién de una patente 7
€ Datos de identificacién del solicitante o de |a persona que presenta la solicitud [4]/
& Descripcién de la invencién [
¢ Dibujos de ser estos pertinentes p(
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas ' [‘]/
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
€ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial []
4 Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréfica y fotogrifica del Disefio Industial o muestra del []

material que incorpora el disefio ' .
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
"COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

® Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presanta la solicitud
€ Representacion gréfica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

—r—

COMPLETA INCOMPLETA [ }

Firma Resgponsable

Fecha 2 4 ABR. 2007 Carrera 13 No. 27-00 Plso 5,7y 10
. Conmutador: 3 8208 40°
Fax: 350 52 20
E-mall: info@sic.goy.co
WWW.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombla




REPUBLICA DE COLOMBIA \
\

BUPERIITHCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO @
Bogoti,
2020
Doctor (a)

FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacién No. 7 40955
Bolicitud internmaclonal pect/1b2005/053162
Fecha inicio fase nacional 24/04/2007

Trémite 11
Evento - 378
Actuacién . 430

ficl .

Oficlo No . Uuo 8893

Como resultado desl axamen de forma, realizado con fundamento en el articulo 39 da
1a DeclaiSn 486 de la Comipifn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciém en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copla del documento en que comsta la cesiSn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decleldn 486. "Cuando se trate ds documentos otorgados en el extranjero, deben
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Oédig'o
de Procedimiento Civil.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cbdigo de
Procedimiento Civil. Adicicnalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representaciém legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifn 486, sa le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacifn del presente oficlo, complete los requisitos anterliormente emunclados.
En caso da no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
conslderari abandonada y perderf su prelaclén.

Notlifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
@), del capitulo 1l titulo primero de la Circular Unica No.1l0 ds 2001.

anterior requerim.'l.anto fue notificado por fijaciém en 1lista de

:3;.11—91 w



