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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para la deteccion de acidos nucleicos
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los ARN no codificantes pequefios funcionan como importantes reguladores de la expresion génica en muchos
organismos. He et al., Nat Rev Genetics 2004, 5(7): 522-31. Por ejemplo, se han identificado varios cientos de
microARN (miARN) en plantas y animales, incluyendo seres humanos, ratones, Drosophilay C. elegans (Bino et al.,
2004, PLoS Biol. 2(11): e363). Especificamente, se ha demostrado que los miARN monocatenarios se asocian con
diversas enfermedades humanas, tales como anomalias en procesos bioldgicos, tales como apoptosis, proliferacion,
morfogénesis de células epiteliales, diferenciacion de células neurales y musculares, homeostasis de
grasalcolesterol/glucosa e infeccion virica. Véanse, por ejemplo, Esquela-Kerscher A y Slack FJ, Nat. Rev. Cancer,
2006, 6(4): 259-69; Michael et al., Mol. Cancer Res., 2003, 1(12): 882-91; Dimmeler S y Nicotera P, EMBO Mol. Med.
2013, 5(2): 180-90. Los recientes hallazgos sugieren que muchos miARN que tienen un impacto en estos procesos
son abundantes y estables en el aparato circulatorio, lo que hace que los miARN y otros ARN no codificantes pequefios
reguladores similares sean biomarcadores inestimables para el diagnéstico e identificacion de enfermedades, asi
como potenciales dianas para los tratamientos. Brase JC et al., Mol. Cancer 2010, 26(9): 306; Chen et al., Cell Res.
2008, 18(10): 997-1006.

Sin embargo, los ARN pequefios, incluyendo los microARN, son complicados de detectar y cuantificar por muchos
motivos. En primer lugar, los ARN pequefios son cortos; por ejemplo, los microARN tipicamente son de
aproximadamente 20 nucledétidos de largo, lo que, mas o menos, es la longitud de un cebador para PCR convencional.
Esto hace que la amplificacion por PCR, que es un importante procedimiento para la deteccién y cuantificacion, sea
muy dificil. En segundo lugar, muchos ARN pequefios estan relacionados estrechamente; por ejemplo, muchos
miembros de la misma familia de miARN estan bien conservados y difieren a veces en solo un nucleétido. Esto hace
que analizar con exactitud el impacto de un ARN pequeiio particular sea dificil.

Se han ideado varias técnicas convencionales para abordar esta necesidad y todas adolecen de una serie de
profundas desventajas. Por ejemplo, el primer enfoque es la RT-PCR basada en tallo-bucle. Chen et al., Nucleic Acids
Res. 2005, 33(20): e179. En este enfoque, un cebador para RT en la conformacion de un tallo-bucle se une a los
ultimos seis nucledtidos de un miARN y genera un ADNc alargado. Este ADNc alargado, a continuacion, se amplifica
por un cebador directo especifico para miARN y un cebador inverso universal. Durante la RT-PCR, la exactitud de la
cuantificacion se asegura supuestamente por una sonda TagMan. Sin embargo, la desventaja para usar este
procedimiento es que existe una carencia de especificidad, puesto que el usuario no puede utilizar un analisis de la
curva de fusion para controlar la especificidad. Ademas, la sonda TagMan se une a la secuencia a la que contribuye
el cebador para RT, que no es necesariamente Unica para el miARN. El documento EP2653559 describe un
polinucleétido que incluye al menos dos regiones complementarias que son complementarias a un acido nucleico
diana y tienen una configuracién inversa y usos del mismo.

El segundo enfoque utiliza una cola de poli-A para el miARN y usa cebadores con poli-T marcados para RT. Shi et al.,
Biotechniques 2005, 39(4): 519-25. Sin embargo, las desventajas para usar este enfoque son numerosas. En primer
lugar, los ARN pequefios con extremos 3' comunes se pueden poliadenilar por error. En segundo lugar, se desconoce
la eficacia de la poliadenilacion. En tercer lugar, las modificaciones 2'-oximetilo en los extremos de los ARN pequefios
bloquean esta poliadenilacion. Por ejemplo, los miARN vegetales tienen esta modificacion 2-oximetilo. Por tanto, existe
una necesidad considerable de obtener un sistema alternativo que pueda abordar una o mas de estas desventajas.

SUMARIO DE LA INVENCION

Un sistema y/o procedimiento ventajoso que pueda detectar y/o cuantificar especificamente, con exactitud y/o
econdmicamente ARN no codificantes pequefios superaria uno o mas de los obstaculos técnicos mencionados
anteriormente. Dichos sistemas y/o procedimientos facilitarian en gran medida el aprovechamiento del potencial
completo de los ARN no codificantes pequefios para aplicaciones de diagnéstico u otras aplicaciones clinicas. El
alcance de la invencidn se define por las reivindicaciones adjuntas.

En consecuencia, la presente divulgacion proporciona procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, kits y/o
sistemas para producir una secuencia complementaria a una region en un polinucleétido diana en una muestra. Estos
procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, kits y/o sistemas son, en particular, ttiles para detectar acidos
nucleicos cortos. En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir una secuencia
complementaria a una region en un polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo el procedimiento someter la
muestra a una reaccién de amplificacion de acido nucleico en una mezcla de reaccidn en condiciones para
proporcionar la secuencia completa con respecto a la region del polinucleétido diana, en el que la mezcla de reaccion
comprende: (a) un cebador en bucle que comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia
B, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el cebador en bucle se hibrida especificamente al
polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A del cebador en bucle y la
secuencia A' en el polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B del cebador en
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bucle y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en el que la secuencia A'y la secuencia B' estan orientadas desde
5' hacia 3' en el polinucledtido diana; y (b) una polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en bucle desde 5'
hacia 3' a lo largo del polinucleétido diana que sirve como molde para la extensién del cebador dirigida por molde para
producir la secuencia complementaria del polinucleétido diana.

En un modo de realizacién, el procedimiento comprende ademas amplificar la secuencia complementaria a una regién
en un polinucledtido diana en una muestra en presencia de un cebador inverso y opcionalmente un cebador directo,
en el que el cebador inverso y el cebador directo presentan complementariedad de secuencia con el producto
amplificado y el cebador en bucle, respectivamente. En algunos modos de realizacion, el cebador directo se hibrida
especificamente a una secuencia en la secuencia de conector. En algunos modos de realizacién, el cebador inverso
se hibrida especificamente a una secuencia que es complementaria a una porcion del polinucleétido diana que esta
en 5' con respecto a la secuencia A' o B'. En algunos modos de realizacion, el procedimiento comprende ademas
detectar un producto de la amplificacion de acido nucleico de produccién de una secuencia complementaria a una
region en un polinucleétido diana en una muestra. En algunos modos de realizacion, la etapa de deteccion comprende
detectar una sefial de una sonda en la mezcla de reaccion que tiene complementariedad de secuencia con el producto.
En algunos modos de realizacion, la secuencia A tiene de 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud y la secuencia B
tiene de 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de las
secuencias Ay B es de aproximadamente 5 nt a aproximadamente 20 nt. En algunos modos de realizacion, la longitud
combinada de las secuencias A y B es suficiente para hibridarse especificamente al polinucleétido diana para efectuar
la extension del cebador en bucle. En algunos modos de realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y
A es al menos un 80 % complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A' y B' cuando se alinean de
forma optima. En algunos modos de realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un
90 % complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A' y B'. En algunos modos de realizacion, el
extremo 3' de la secuencia A' esta dentro de 1 nt a aproximadamente 5 nt de la secuencia B'. En algunos modos de
realizacién, la secuencia de conector comprende uno o mas elementos de secuencia seleccionados del grupo que
consiste en: una o mas secuencias de cddigo de barras, una 0 mas secuencias de reconocimiento para enzimas de
restriccion, una o mas secuencias de union a sonda oligonucleotidica o complementos de las mismas, una o mas
secuencias de hibridaciéon a cebador de secuenciacion o complementos de las mismas, y una combinacion de estas.
En algunos modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una secuencia universal comun a multiples
cebadores en bucle diferentes.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona un procedimiento para producir una secuencia complementaria
a una regién en un polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo el procedimiento someter la muestra a una
reaccion de amplificacién de acido nucleico que tiene un cebador en bucle, un cebador directo, un cebador inverso y
una polimerasa en condiciones para proporcionar la secuencia completa con respecto a la region del polinucleétido
diana, en el que la mezcla de reaccién comprende: (a) el cebador en bucle que comprende una secuencia A, una
secuencia de conector D y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el cebador en
bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la
secuencia A del cebador en bucle y la secuencia A' en el polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia
entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en el que la secuencia A' y la secuencia B' estan
orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucledtido diana; (b) la polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en
bucle desde 5' hacia 3' a lo largo del polinucleétido diana que sirve como molde para una extension del cebador
dirigida por molde para producir la secuencia complementaria del polinucleétido diana; (c) el cebador inverso que
presenta homologia de secuencia con una secuencia en el polinucleétido diana localizada en 5' con respecto a la
secuencia A' o B'; y (d) el cebador directo que se hibrida especificamente a una secuencia complementaria al cebador
en bucle. En un modo de realizacion, el procedimiento comprende ademas detectar un producto de la amplificacion
de acido nucleico. En algunos modos de realizacion, la etapa de deteccion comprende detectar una sefial de una
sonda en la mezcla de reaccion que tiene complementariedad de secuencia con el producto. En algunos modos de
realizacién, la secuencia A tiene de 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud y la secuencia B tiene de 2 nt a
aproximadamente 10 nt de longitud. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de las secuencias Ay B
es de aproximadamente 5 nt a aproximadamente 20 nt. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de
las secuencias A y B es suficiente para hibridarse especificamente al polinucleétido diana para efectuar la extensién
del cebador en bucle. En algunos modos de realizacién, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos
un 80 % complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A' y B' cuando se alinean de forma éptima. En
algunos modos de realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 90 % complementaria
a una concatenacion lineal de las secuencias A' y B'. En algunos modos de realizacion, el extremo 3' de la secuencia
A' esta dentro de 1 nt a aproximadamente 5 nt de la secuencia B'. En algunos modos de realizacion, la secuencia de
conector comprende uno 0 mas elementos de secuencia seleccionados del grupo que consiste en: una o mas
secuencias de codigo de barras, una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion, una o mas
secuencias de uniodn a sonda oligonucleotidica o complementos de las mismas, una 0 mas secuencias de hibridacion
a cebador de secuenciacion o complementos de las mismas, y una combinacion de estas. En algunos modos de
realizacién, la secuencia de conector comprende una secuencia universal comun a multiples cebadores en bucle
diferentes.

En algunos modos de realizacién, el procedimiento comprende producir una secuencia complementaria a una regiéon
en un polinucledtido diana en una muestra en una Unica mezcla de reaccion en condiciones para proporcionar la
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secuencia completa con respecto a la region del polinucledtido diana, en el que la mezcla de reaccion comprende: (a)
el cebador en bucle que comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia B, orientadas
desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el cebador en bucle se hibrida especificamente al polinucledétido diana
por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A del cebador en bucle y la secuencia A' en el
polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucledtido
diana, en el que la secuencia A'y la secuencia B' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucleétido diana; (b) la
polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en bucle desde 5' hacia 3' a lo largo del polinucleétido diana que
sirve como molde para una extension del cebador dirigida por molde para producir la secuencia complementaria del
polinucledtido diana; (c) el cebador inverso que presenta homologia de secuencia con una secuencia en el
polinucleétido diana localizada en 5' con respecto a la secuencia A' o B'; y (d) el cebador directo que se hibrida
especificamente a una secuencia complementaria al cebador en bucle.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un procedimiento para detectar la presencia en una muestra de un alelo
minoritario que es una variante de secuencia que difiere de un alelo correspondiente mas abundante en una posicién
de base Unica. Los alelos diferentes se pueden detectar en la misma reaccion o en reacciones diferentes, en las que
cada alelo se detecta usando un cebador en bucle especifico para uno de los alelos. En un modo de realizacién, el
procedimiento comprende someter la muestra a una reacciéon de amplificacién de acido nucleico en una mezcla de
reaccion en condiciones para amplificar una regién del alelo minoritario y el alelo mas abundante que comprende la
variante de secuencia usando un par de cebadores en bucle, en el que la mezcla de reaccién comprende: (a) un
primer cebador en bucle que comprende una secuencia A1, una secuencia de conector D1 y una secuencia B1,
orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el primer cebador en bucle se hibrida especificamente al
alelo minoritario por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A1 del cebador en bucle y la
secuencia A1' en el alelo minoritario, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B1 del cebador en
bucle y la secuencia B1' en el alelo minoritario, en el que la secuencia A1'y la secuencia B1' estan orientadas desde
5" hacia 3' en el alelo minoritario; (b) un segundo cebador en bucle que comprende una secuencia A2, una secuencia
de conector D2 y una secuencia B2, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el segundo cebador
en bucle se hibrida especificamente al alelo mas abundante por medio de (i) complementariedad de secuencia entre
la secuencia A2 del cebador en bucle y la secuencia A2' en el alelo mas abundante, y (ii) complementariedad de
secuencia entre la secuencia B2 del cebador en bucle y la secuencia B2' en el alelo mas abundante, en el que la
secuencia A2' y la secuencia B2' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el alelo mas abundante; y (c) una polimerasa
que extiende la secuencia B1 y la secuencia B2 de los primer y segundo cebadores en bucle desde 5' hacia 3' a lo
largo del alelo respectivo que sirve como molde para la extension del cebador dirigida por molde para producir la
secuencia complementaria de los alelos respectivos. En otro modo de realizacién, el procedimiento comprende
someter porciones de la muestra a reacciones de amplificacién de acido nucleico en mezclas de reacciéon en
condiciones para amplificar una region del alelo minoritario y el alelo mas abundante que comprende la variante de
secuencia usando un par de cebadores en bucle; en el que una primera mezcla de reaccién comprende un primer
cebador en bucle y una polimerasa, una segunda mezcla de reaccion comprende un segundo cebador en bucle y una
polimerasa, y ademas en el que: (a) el primer cebador en bucle comprende una secuencia A1, una secuencia de
conector D1 y una secuencia B1, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el primer cebador en
bucle se hibrida especificamente al alelo minoritario por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la
secuencia A1 del cebador en bucle y la secuencia A1' en el alelo minoritario, y (ii) complementariedad de secuencia
entre la secuencia B1 del cebador en bucle y la secuencia B1' en el alelo minoritario, en el que la secuencia A1'y la
secuencia B1' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el alelo minoritario; (b) el segundo cebador en bucle comprende
una secuencia A2, una secuencia de conector D2 y una secuencia B2, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica
hebra; en el que el segundo cebador en bucle se hibrida especificamente al alelo mas abundante por medio de (i)
complementariedad de secuencia entre la secuencia A2 del cebador en bucle y la secuencia A2' en el alelo mas
abundante, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B2 del cebador en bucle y la secuencia B2' en
el alelo mas abundante, en el que la secuencia A2' y la secuencia B2' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el alelo
mas abundante; y (c) una polimerasa extiende la secuencia B1 o la secuencia B2 del primer o segundo cebador en
bucle desde 5' hacia 3' a lo largo del alelo respectivo que sirve como molde para la extension del cebador dirigida por
molde para producir la secuencia complementaria de los alelos respectivos. En algunos modos de realizacion, la
posicion de base unica en la que difieren los dos alelos esta abarcada por A1/A2 o B1/B2. En algunos modos de
realizacion, los dos alelos difieren en dos posiciones, donde una posicion esta abarcada por A1/A2 y una segunda
posicion esta abarcada por B1/B2. La secuencia de D1 puede ser la misma o diferente de la secuencia de D2. Cuando
las secuencias de D1 y D2 difieren, los productos de amplificacion de los primer y segundo cebadores en bucle se
pueden amplificar y/o detectar selectivamente. La amplificacion y deteccion de productos de amplificacion producidos
usando el par de cebadores en bucle se pueden realizar de acuerdo con cualquier procedimiento adecuado descrito
en el presente documento.

En la practica de cualquiera de los procedimientos divulgados en el presente documento, el polinucleétido diana puede
ser una molécula de ADN. En algunos modos de realizacion, el polinucledtido diana es una molécula de ARN. En
algunos modos de realizacion, el polinucledtido diana es una molécula de ARN no codificante. En algunos modos de
realizacién, la molécula de ARN no codificante se selecciona del grupo que consiste en: una molécula de microARN
maduro, una molécula de pre-microARN, una molécula de microARN primario, una molécula de ARNip, una molécula
de piARN, un piwiARN, un ARNncl, un ARNr y una molécula de ARNhc. En algunos modos de realizacion, el
polinucleétido diana tiene menos de 100 nt de longitud. En algunos modos de realizacién, el polinucleétido diana tiene
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menos de 50 nt de longitud.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una prueba para determinar una variacion mononucleotidica en
base a un par de cebadores en bucle que difieren en una posicién de base en las secuencias Ay B, de modo que uno
reconozca un alelo de la secuencia diana y el otro reconozca un alelo diferente de la secuencia diana. Los cebadores
en bucle también difieren en la secuencia de bucle D y se pueden amplificar y/o detectar selectivamente.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una composicién para producir una secuencia complementaria
a una region en un polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo la composicion un cebador en bucle, un
cebador directo y un cebador inverso, en la que: (a) el cebador en bucle que comprende una secuencia A, una
secuencia de conector y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en la que el cebador en
bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la
secuencia A y la secuencia A' en el polinucledétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B
y la secuencia B' en el polinucledtido diana, en la que la secuencia A' y la secuencia B' estédn orientadas desde 5'
hacia 3' en el polinucleétido diana; (b) el cebador inverso que presenta homologia de secuencia con una secuencia
en el polinucledtido diana localizada en 5' con respecto a la secuencia A'; y (c) el cebador directo que se hibrida
especificamente a una secuencia en la secuencia de conector. En un modo de realizacion, la composicién comprende
ademas una sonda de deteccién que tiene complementariedad de secuencia con la secuencia complementaria del
polinucleétido diana producido por extensién del cebador inverso o del cebador directo. En algunos modos de
realizacion, la secuencia A tiene de 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud y la secuencia B tiene de 2 nt a
aproximadamente 10 nt de longitud. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de las secuencias Ay B
es de aproximadamente 5 nt a aproximadamente 20 nt. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de
las secuencias A y B es suficiente para hibridarse especificamente al polinucleétido diana para efectuar la extension
del cebador en bucle. En algunos modos de realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos
un 80 % complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A'y B' cuando se alinean de forma éptima. En
algunos modos de realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 90 % complementaria
a una concatenacion lineal de las secuencias A'y B'. En algunos modos de realizacién, el extremo 3' de la secuencia
A' esta dentro de 1 nt a aproximadamente 5 nt de la secuencia B'. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido
diana es una molécula de ADN. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana es una molécula de ARN.
En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana cuando se utiliza en la composicion objeto es una molécula
de ARN no codificante. En algunos modos de realizacion, la molécula de ARN no codificante se selecciona del grupo
que consiste en: una molécula de microARN maduro, una molécula de pre-microARN, una molécula de microARN
primario, una molécula de ARNip, una molécula de piARN, un piwiARN, un ARNncl, un ARNr y una molécula de
ARNhc. En algunos modos de realizacion, la secuencia de conector comprende uno o mas elementos de secuencia
seleccionados del grupo que consiste en: una o mas secuencias de cédigo de barras, una o mas secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccion, una o mas secuencias de union a sonda oligonucleotidica o
complementos de las mismas, una o mas secuencias de hibridacion a cebador de secuenciacién o complementos de
las mismas, y una combinacién de estas. En algunos modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una
secuencia universal comun a multiples cebadores en bucle diferentes.

En algunos modos de realizacion, la composicién para producir una secuencia complementaria a una regiéon en un
polinucleétido diana en una muestra esta en un recipiente. En algunos modos de realizacion, el recipiente es un pocillo,
una placa, un tubo, una cadmara, una cubeta de lectura o un chip. En algunos modos de realizacién, la composicion
para producir una secuencia complementaria a una region en un polinucledtido diana en una muestra esta en forma
deshidratada. En algunos modos de realizacion, la composicion para producir una secuencia complementaria a una
region en un polinucleotido diana en una muestra esta en forma de un kit. En algunos modos de realizacion, la presente
divulgacion proporciona un procedimiento de uso de la forma de kit de la composicion para producir una secuencia
complementaria a una regién en un polinucleétido diana en una muestra que comprende realizar una reaccion de
amplificaciéon de acido nucleico en una mezcla de reaccién que comprende un polinucleétido diana, el cebador en
bucle, el cebador directo, el cebador inverso y una polimerasa para proporcionar una cantidad detectable de un
amplicdn, en el que el polinucleétido diana tiene menos de aproximadamente 100 nt de longitud. En algunos modos
de realizacion, un procedimiento de uso de la forma de kit de la composicidon para producir una secuencia
complementaria a una region en un polinucleétido diana en una muestra comprende ademas realizar una reaccion de
amplificaciéon de acido nucleico en una mezcla de reaccién que comprende un polinucleétido diana, el cebador en
bucle, el cebador directo, el cebador inverso y una polimerasa para proporcionar una cantidad detectable de un
amplicon, en el que el polinucledtido diana tiene menos de aproximadamente 100 nt de longitud y la reaccion de
amplificacion tiene un umbral de ciclo (Ct) de menos de 30.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una mezcla de reaccién para producir una secuencia
complementaria a una regién en un polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo la mezcla de reaccion un
cebador en bucle, un cebador directo, un cebador inverso y una polimerasa, en la que: (a) el cebador en bucle que
comprende una secuencia A, una secuencia de conector y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia 3' en una Unica
hebra; en la que el cebador en bucle se hibrida especificamente al polinucledtido diana por medio de (i)
complementariedad de secuencia entre la secuencia A y la secuencia A' en el polinucledtido diana, y (ii)
complementariedad de secuencia entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en la que la
secuencia A'y la secuencia B' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucleétido diana; (b) el cebador inverso que
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presenta homologia de secuencia con una secuencia en el polinucleétido diana localizada en 5' con respecto a la
secuencia A'; y (c) el cebador directo que se hibrida especificamente a una secuencia en la secuencia de conector.
En un modo de realizacion, la mezcla de reaccion comprende ademas una sonda de deteccién que tiene
complementariedad de secuencia con la secuencia complementaria del polinucleétido diana producido por extensién
del cebador inverso o del cebador directo. En algunos modos de realizacién, la secuencia A tiene de 2 nt a
aproximadamente 10 nt de longitud y la secuencia B tiene de 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud. En algunos
modos de realizacion, la longitud combinada de las secuencias Ay B es de aproximadamente 5 nt a aproximadamente
20 nt. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de las secuencias A y B es suficiente para hibridarse
especificamente al polinucledtido diana para efectuar la extension del cebador en bucle. En algunos modos de
realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 80 % complementaria a una
concatenacion lineal de las secuencias A' y B' cuando se alinean de forma 6ptima. En algunos modos de realizacion,
una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 90 % complementaria a una concatenacion lineal
de las secuencias A' y B'. En algunos modos de realizacion, el extremo 3' de la secuencia A' esta dentro de 1 nt a
aproximadamente 5 nt de la secuencia B'. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana es una molécula
de ADN. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana es una molécula de ARN. En algunos modos de
realizacion, el polinucleétido diana cuando se utiliza en la composicién objeto es una molécula de ARN no codificante.
En algunos modos de realizacién, la molécula de ARN no codificante se selecciona del grupo que consiste en: una
molécula de microARN maduro, una molécula de pre-microARN, una molécula de microARN primario, una molécula
de ARNip, una molécula de piARN, un piwiARN, un ARNnNcl, un ARNr y una molécula de ARNhc. En algunos modos
de realizacion, la secuencia de conector comprende uno o mas elementos de secuencia seleccionados del grupo que
consiste en: una o mas secuencias de codigo de barras, una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de
restriccidon, una o mas secuencias de union a sonda oligonucleotidica o0 complementos de las mismas, una o mas
secuencias de hibridaciéon a cebador de secuenciacion o complementos de las mismas, y una combinacién de estas.
En algunos modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una secuencia universal comun a multiples
cebadores en bucle diferentes.

En algunos modos de realizacion, la mezcla de reaccion para producir una secuencia complementaria a una regiéon
en un polinucledtido diana en una muestra esta en un recipiente. En algunos modos de realizacion, el recipiente es
un pocillo, una placa, un tubo, una camara, una cubeta de lectura o un chip. En algunos modos de realizacion, la
mezcla de reaccion para producir una secuencia complementaria a una regiéon en un polinucleétido diana en una
muestra esta en forma deshidratada. En algunos modos de realizacion, la mezcla de reaccion para producir una
secuencia complementaria a una region en un polinucleétido diana en una muestra esta en forma de un kit.

En algunos modos de realizacién, un procedimiento de uso del kit objeto comprende realizar una reaccién de
amplificacién de acido nucleico en una mezcla de reaccién que comprende un polinucleétido diana, el cebador en
bucle, el cebador directo, el cebador inverso y una polimerasa para proporcionar una cantidad detectable de un
amplicon, en el que el polinucledtido diana tiene menos de aproximadamente 100 nt de longitud. En algunos modos
de realizacion, el polinucledtido diana tiene menos de aproximadamente 100 nt de longitud y la reaccion de
amplificacién tiene un umbral de ciclo (Ct) de menos de 30.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un sistema para detectar un polinucleétido diana en una muestra,
comprendiendo el sistema: (a) un ordenador configurado para recibir una solicitud de un cliente para realizar una
reaccion de deteccion en una muestra; (b) un sistema de amplificacion que realiza una reaccién de amplificacion de
acido nucleico en una mezcla de reaccion de la reivindicacion 37 para producir un producto amplificado; y (c) un
generador de informes que envia un informe a un destinatario, en el que el informe contiene resultados para la
deteccion de una sefial de deteccion correspondiente a la cantidad del producto amplificado. En un modo de
realizacion, el destinatario es el cliente. En algunos modos de realizacion, un medio legible por ordenador comprende
codigos que, tras la ejecucion por uno o mas procesadores, implementan un procedimiento de detecciéon de un
polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo el procedimiento: (a) recibir una solicitud de un cliente para
realizar una reaccion de deteccién en una muestra; (b) realizar una reacciéon de amplificacion de acido nucleico en
una mezcla de reaccién de la reivindicacion 40 para producir un producto amplificado; y (c) generar un informe que
contenga los resultados para la detecciéon de una sefial de deteccion correspondiente a la cantidad del producto
amplificado.

En cualquiera de los diversos aspectos de la divulgacion, una secuencia de conector de un cebador en bucle puede
comprender una estructura de horquilla.

Los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, kits y/o sistemas de la presente divulgacién son utiles para
producir una secuencia complementaria a una region en un polinucleétido diana en una muestra. Se pueden afiadir
reactivos suficientes para lograr tanto la extension del primer cebador como la amplificacion posterior al mismo tiempo
o0 en momentos separados. En otros modos de realizacién, los productos de la reaccion de extension del primer
cebador se pueden transferir, completamente o en parte, diluidos o no diluidos, a un recipiente separado en el que
realizar el procedimiento de amplificacion. Los ejemplos no limitantes de recipiente adecuado incluyen tubos de
microcentrifugadora, tubos coénicos, tubos de paredes delgadas, tubos en tiras, placas de multiples pocillos,
dispositivos microfluidicos y micromatrices. En algunos modos de realizacion, la secuencia complementaria a una
region en un polinucleétido diana en una muestra o su producto de amplificaciéon es util para la deteccién y/o
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cuantificacion del polinucledtido diana en un material de partida. Los procedimientos y dispositivos objeto son, en
particular, utiles para detectar asociaciones genéticas, diagnosticos, pronodsticos y/o medicinas personalizadas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los rasgos caracteristicos novedosos de la invencién se exponen con particularidad en las reivindicaciones adjuntas.
Se obtendra un mejor entendimiento de los rasgos caracteristicos y ventajas de la presente invencion por referencia
a la siguiente descripcion detallada que expone modos de realizacion ilustrativos y los dibujos adjuntos de los que:

La FIG. 1 muestra una representacion esquematica ejemplar de un esquema de amplificacién de secuencia
complementaria de la presente divulgacion.

La FIG. 2 muestra un analisis de electroforesis capilar (EC) ejemplar del rendimiento de la retrotranscripcion (RT)
generado por un cebador especifico de acuerdo con un modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 3 muestra una amplificacion ejemplar del producto de RT por gPCR con concentraciones diferentes de
cebadores de acuerdo con un modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 4 muestra un analisis de EC ejemplar de los rendimientos de RT generados por un cebador especifico a 42 °C
o bien 37 °C de acuerdo con un modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 5 muestra un analisis ejemplar del rendimiento de RT generado por un cebador especifico de acuerdo con un
modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 6 muestra un analisis de EC ejemplar de productos de RT generados por miARN diferentes con un cebador
para RT especifico de acuerdo con un modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 7 muestra un ejemplo de discriminaciéon entre miARN con diferencias mononucleotidicas de acuerdo con un
modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 8 ilustra un ejemplo no limitante de un sistema informatico util en procedimientos, composiciones, mezclas de
reaccion, kits y/o sistemas de la divulgacion.

La FIG. 9 representa una representacion esquematica ejemplar de un esquema de amplificacion de secuencia
complementaria de la divulgacion.

La FIG. 10 muestra ejemplos de cebadores y resultados para la amplificacion especifica de miembros de la familia de
miARN de acuerdo con un modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 11 proporciona resultados que muestran la sensibilidad de amplificacién de diana para miembros de la familia
de miARN (let-7 a, b, ¢, d y €) de acuerdo con un modo de realizacién de la presente divulgacion. Los resultados
indican una sensibilidad de al menos aproximadamente 25-250 copias de copias de miARN por pl. La eficacia del
ensayo fue de aproximadamente un 80-90 %.

La FIG. 12 proporciona un ejemplo de cebadores y resultados de amplificacion que ilustran la reduccién de la sedal
de fondo de acuerdo con un modo de realizacion de la presente divulgacion.

La FIG. 13 representa los resultados de un analisis ejemplar de la longitud de la secuencia complementaria hacia 3'
de un cebador especifico de acuerdo con un modo de realizacién de la divulgacion.

La FIG. 14 representa los resultados de un andlisis ejemplar de la longitud de secuencias complementarias hacia 5'y
3' de acuerdo con un modo de realizacién de la divulgacion.

La FIG. 15 representa los resultados de un analisis ejemplar de la longitud de la secuencia de brazo hacia 5' y hacia
3' de acuerdo con un modo de realizacion de la divulgacion.

Las FIGS. 16A y 16B muestran un esquema ejemplar paray los resultados de un andlisis ejemplar de la reduccion de
fondo usando un oligonucledétido de bloqueo.

Las FIGS. 17A y 17B muestran los resultados de una optimizacion de ejemplo de las condiciones de RT-PCR de
acuerdo con un modo de realizacion de la divulgacion. La concentracion del cebador para RT fue de aproximadamente
50 nM. El perfil de temperatura fue como sigue: 25 °C durante 45 minutos; 85 °C durante 5 minutos.

DEFINICIONES

Los términos "polinucledtido”, "acido nucleico" y "oligonucleétido" se usan de manera intercambiable. Se refieren a
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una forma polimérica de nucleotidos de cualquier longitud, desoxirribonucleétidos o bien ribonucleétidos, o analogos
de los mismos. Los polinucledtidos pueden tener cualquier estructura tridimensional y pueden realizar cualquier
funcion, conocida o desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: regiones codificantes
0 no codificantes de un gen o fragmento de gen, ADN intergénico, locus definido(s) a partir de andlisis de enlace,
exones, intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia, ARN ribosémico, ARN interferente pequefio
(ARNip), ARN de horquilla corta (ARNhc), microARN (miARN), ARN nucleolar pequefio, ribozimas, ADNc,
polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de cualquier secuencia,
ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acido nucleico, adaptadores y cebadores. Un polinucleétido puede
comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos nucleotidicos. Si estan presentes,
se pueden conferir modificaciones en la estructura nucleotidica antes o después del ensamblaje del polimero. La
secuencia de nucledtidos se puede interrumpir por componentes no nucleotidicos. Un polinucleétido se puede
modificar ademas después de la polimerizacion, tal como por conjugacion con un componente de marcaje, marca,
resto reactivo o compariero de union. Las secuencias de polinucleétido, cuando se proporcionan, se enumeran en
sentido desde 5' hacia 3', a menos que se establezca de otro modo.

Como se usa en el presente documento, los términos "polinucleétido diana" y "secuencia diana" se usan de manera
intercambiable, y se refieren a moléculas de acido nucleico o polinucleétidos en una poblacién de moléculas de acido
nucleico que tienen una secuencia diana a la que uno o mas oligonucleétidos de la invencion estan disefiados para
hibridarse. En algunos modos de realizacién, una secuencia diana identifica de forma Unica una secuencia derivada
de una muestra, tal como una secuencia gendmica, mitocondrial, bacteriana, virica o de ARN (por ejemplo, ARNm,
miARN, miARN primario o pre-miARN) particular. En algunos modos de realizacion, una secuencia diana es una
secuencia comun compartida por multiples polinucleétidos diana diferentes, tal como una secuencia de adaptador
comun enlazada a polinucledétidos diana diferentes. "Polinucleétido diana" se puede usar para referirse a una molécula
de acido nucleico bicatenario que comprende una secuencia diana en una 0 ambas hebras, 0 una molécula de acido
nucleico monocatenario que comprende una secuencia diana, y se puede derivar de cualquier fuente o procedimiento
para aislar o generar moléculas de acido nucleico. Un polinucleétido diana puede comprender una o mas (por ejemplo,
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 o mas) secuencias diana, que pueden ser iguales o diferentes. En general, los polinucleétidos
diana diferentes comprenden secuencias diferentes, tal como uno o mas nucledtidos diferentes o una o mas
secuencias diana diferentes.

"Hibrida" y "de hibridacion" se refieren a una reaccién en la que uno o mas polinucleétidos reaccionan para formar un
complejo que se estabiliza por medio de enlaces de hidrogeno entre las bases de los residuos nucleotidicos. Los
enlaces de hidrogeno se pueden producir por emparejamiento de bases de Watson-Crick, unién de Hoogstein o de
cualquier otra manera especifica de secuencia. El complejo puede comprender dos hebras que formen una estructura
de doble hélice, tres 0 mas hebras que formen un complejo de multiples hebras, una Unica hebra autohibridante o
cualquier combinacion de estas. Una reaccion de hibridacion puede constituir una etapa en un procedimiento mas
extenso, tal como el comienzo de una PCR, o la escision enzimatica de un polinucleétido por una ribozima. Se dice
que una primera secuencia que se puede estabilizar por medio de enlaces de hidrogeno con las bases de los residuos
nucleotidicos de una segunda secuencia es "hibridable" a la segunda secuencia. En un caso de este tipo, también se
puede decir que la segunda secuencia es hibridable a la primera secuencia.

"Complemento”, "complementos”, "complementaria" y "complementariedad" se refieren a una secuencia que es
completamente complementaria a e hibridable a la secuencia dada. En general, una primera secuencia que es
hibridable a una segunda secuencia o conjunto de segundas secuencias es especifica o selectivamente hibridable a
la segunda secuencia o conjunto de segundas secuencias, de modo que es preferente la hibridacion a la segunda
secuencia o conjunto de segundas secuencias (por ejemplo, termodinamicamente mas estable en un conjunto de
condiciones dado, tal como condiciones rigurosas comunmente usadas en la técnica) a la hibridacion con secuencias
no diana durante una reaccion de hibridacion. Tipicamente, las secuencias hibridables comparten un grado de
complementariedad de secuencia en la totalidad o una porcién de sus longitudes respectivas, tal como entre un 25 %-
100 % de complementariedad, incluyendo al menos aproximadamente un 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % y 100 % de
complementariedad de secuencia.

El término "hibridado" como se aplica a un polinucleétido se refiere a un polinucleétido en un complejo que se estabiliza
por medio de enlaces de hidrégeno entre las bases de los residuos nucleotidicos. Los enlaces de hidrégeno se pueden
producir por emparejamiento de bases de Watson-Crick, union de Hoogstein o de cualquier otra manera especifica
de secuencia. El complejo puede comprender dos hebras que formen una estructura de doble hélice, tres o mas
hebras que formen un complejo de multiples hebras, una unica hebra autohibridante o cualquier combinacion de estas.
La reaccion de hibridaciéon puede constituir una etapa en un procedimiento mas extenso, tal como el comienzo de una
reaccion de PCR, reacciéon de union, reaccion de secuenciacion o reacciéon de escision.

La presente invencion es aplicable para amplificar una variedad de moléculas de ARN corto y moléculas de ARN no
codificante. Como se usa en el presente documento, el término "molécula de ARN no codificante" o "molécula de ARN
corto" se refiere a cualquier molécula de ARN que no codifica una proteina. Los ejemplos no limitantes de moléculas
de ARN no codificante incluyen: microARN (miARN), ARN que interactua con piwi (piARN), ARN interferente pequefio
(ARNip), ARN de horquilla corta (ARNhc), ARN nuclear pequefio (ARNnp), ARN nucleolar pequefio (ARNnop), ARN
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de transferencia (ARNt) y ARN ribosémico (ARNr). Como se usa en el presente documento, el término "microARN" se
usa para referirse a cualquier forma de microARN en la biogénesis de microARN maduro, incluyendo microARN
primario (pri-miARN), pre-microARN (pre-miARN) y microARN maduro. La diana de ARN puede estar presente en
menos de 1.000.000, 100.000, 10.000, 5000, 2500, 1000, 500 o 100 copias o copias por célula.

Como se usa en el presente documento, "microARN maduro" se refiere a una molécula de ARN que tiene una longitud
en el intervalo de 19 a 30 nucledtidos. Los términos "microARN" y "miARN" se pueden usar de manera intercambiable.
Los ejemplos no limitantes de miARN conocidos en la técnica incluyen: miR-1, miR-7, miR-9*, miR-10a, miR-10b, miR-
15a, miR-15b, miR-16, miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18, miR-19a, miR-19b, miR-20, miR-21, miR-22, miR-23a, miR-
23b, miR-24, miR-25, miR-26a, miR-26b, miR-27a, miR-28, miR-29a, miR-29b, miR-29¢, miR-30a-5p, miR-30b, miR-
30c, miR-30d, miR-30e-5p, miR-30e-3p, miR-31, miR-32, miR-33, miR-34a, miR-34b, miR-34c, miR-92, miR-93, miR-
95, miR-96, miR-98, miR-99a, miR-99b, miR-100, miR-101, miR-103, miR-105, miR-106a, miR-107, miR-122, miR-
122a, miR-124, miR-124, miR-124a, miR-125a, miR-125b, miR-126, miR-126*, miR-127, miR-128a, miR-128b, miR-
129, miR-130a, miR-130b, miR-132, miR-133a, miR-133b, miR-134, miR-135a, miR-135b, miR-136, miR-137, miR-
138, miR-139, miR-140, miR-141, miR-142-3p, miR-143, miR-144, miR-145, miR-146, miR-147, miR-148a, miR-148b,
miR-149, miR-150, miR-151, miR-152, miR-153, miR-154*, miR-154, miR-155, miR-181a, miR-181b, miR-181c, miR-
182*, miR-182, miR-183, miR-184, miR-185, miR-186, miR-187, miR-188, miR-189, miR-190, miR-191, miR-192, miR-
193, miR-194, miR-195, miR-196a, miR-196b, miR-197, miR-198, miR-199a*, miR-199a, miR-199b, miR-200a, miR-
200b, miR-200c, miR-202, miR-203, miR-204, miR-205, miR-206, miR-208, miR-210, miR-211, miR-212, miR-213,
miR-213, miR-214, miR-215, miR-216, miR-217, miR-218, miR-220, miR-221, miR-222, miR-223, miR-224, miR-296,
miR-299, miR-301, miR-302a*, miR-302a, miR-302b*, miR-302b, miR-302d, miR-302c*, miR-302¢, miR-320, miR-323,
miR-324-3p, miR-324-5p, miR-325, miR-326, miR-328, miR-330, miR-331, miR-337, miR-338, miR-339, miR-340,
miR-342, miR-345, miR-346, miR-363, miR-367, miR-368, miR-370, miR-371, miR-372, miR-373*, miR-373, miR-374,
miR-375, miR-376b, miR-378, miR-379, miR-380-5p, miR-380-3p, miR-381, miR-382, miR-383, miR-410, miR-412,
miR-422a, miR-422b, miR-423, miR-424, miR-425, miR-429, miR-431, miR-448, miR-449, miR-450, miR-451, let7a,
let7b, let7c, let7d, let7e, let7f, let7g, let7i, miR-376a y miR-377. Se pueden encontrar otros ejemplos de dianas a las
que se aplican los procedimientos de la presente invencion, asi como las secuencias de las dianas de microARN
mencionadas anteriormente, en "la base de datos de secuencias de miRBase" como se describe en Griffith-dJones et
al. (2004), Nucleic Acids Research 32:D109-D111, y Griffith-dJones et al. (2006), Nucleic Acids Research 34: D140-
D144.

Como se usa en el presente documento, los términos "pre-microARN" y "pre-miARN" se usan de manera
intercambiable para referirse a cualquier molécula en la que su procesamiento libere un miARN maduro. Las moléculas
de pre-miARN comprenden una region de estructura secundaria, que comprende una regién de ARN bicatenario y
una regién de bucle formada por la secuencia entre las regiones que contribuyen a la region bicatenaria, lo que da
como resultado una estructura similar a horquilla. Los términos "ARN primario" y "pri-miARN" se usan de manera
intercambiable para referirse a cualquier molécula en la que su procesamiento dé como resultado un pre-miARN. Los
pri-miARN pueden proceder de una variedad de fuentes gendmicas, incluyendo, sin limitacion, distintos transcritos,
regiones intergénicas, regiones no traducidas de otros transcritos e intrones (incluyendo los denominados "mirtrones").

Como se usa en el presente documento, los términos "ARN interferente pequefio” y "ARNip" se usan de manera
intercambiable para referirse a cualquier molécula de ARN mas corta que aproximadamente 50, 40, 35, 30, 25, 20 o
menos nucledtidos que pueda inducir el silenciamiento de una diana génica en base a la complementariedad. El
silenciamiento tipicamente esta mediado por una proteina Argonaute y tipicamente comienza por un activador de
molécula de ARN corto. El silenciamiento puede ser postranscripcional o transcripcional. La molécula de ARNip puede
ser completa o parcialmente complementaria al gen o genes en los que su expresion se reduce, y el silenciamiento
se puede efectuar con o sin escision de un transcrito de ARNm. Como se usa en el presente documento, los términos
"ARN de horquilla corta" y "ARNhc" se usan de manera intercambiable para referirse a cualquier molécula de ARN
monocatenario que tenga dos regiones que se puedan someter a emparejamiento de bases entre si separadas por
una regién que no participe en el emparejamiento de bases en la que su procesamiento libere uno o mas ARNip. Los
ARNhc pueden ser de origen celular (endégeno) o artificial (exégeno). ARNip enddgeno incluye "piARN" que sea
cualquiera de una clase de ARN que interactuen con Piwi.

Ademas, como se apreciara por los expertos en la técnica, algunos miARN se pueden caracterizar ademas en términos
de sus capacidades de afectar a la regulacion génica en una amplia variedad de organismos y en una amplia variedad
de tejidos. Un unico gen se puede regular por multiples miARN, y la regulacién por miARN puede actuar de forma
sinérgica. Un unico miARN también puede regular multiples ARNm, por ejemplo, algunas estimaciones han sugerido
que un unico miARN humano puede regular hasta 100-200 genes. También se ha descrito recientemente que hasta
un 30 % de los genes humanos son dianas para la regulacidon por miARN. Se puede aislar miARN de una variedad de
organismos, incluyendo sus ejemplos no limitantes mamiferos, anfibios, insectos, nematodos, plantas y muchos otros
en la gama de metazoos a virus. Los miARN se pueden expresar de forma diferencial entre organismos, entre tejidos
dentro de un organismo y regular temporalmente dentro de un organismo. La regulacion por miARN puede afectar a
multiples procedimientos. Los ejemplos no limitantes de los procedimientos afectados por la regulacidon génica por
miARN incluyen: diferenciacion, desarrollo, envejecimiento, apoptosis, oncogénesis, metabolismo, crecimiento celular
y proliferacion celular (Zhou et al. (2007), BMC Genomics 8: 396; y Lu et al. (2008), PLoS ONE 3(10): e3420). Como
consecuencia de las muchas vias afectadas, la regulacion incorrecta de los miARN y sus dianas se ha implicado en
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muchas enfermedades, incluyendo sus ejemplos no limitantes: cardiovasculopatias, trastornos autoinmunitarios,
psoriasis, infeccion virica, esquizofrenia, trastornos del metabolismo lipidico, obesidad, asma, sindrome de Down,
trastornos de la funcion renal, homeostasis de liquidos, anomalias en el desarrollo, trastorno mieloproliferativo crénico,
eccema atopico, distrofia miotdnica, Parkinson, diabetes, neurodegeneracion, sindrome de Tourette, sindrome del
cromosoma X fragil (Lu et al. (2008), PLoS ONE 3(10): €3420). La regulacién incorrecta de miARN y sus dianas se ha
implicado ademas en una serie de canceres, incluyendo sus ejemplos no limitantes: mieloma multiple, linfoma, linfoma
de Burkitt, linfoma de Burkitt pediatrico, linfoma de Burkitt en adultos, linfoma de linfocitos B, cancer sélido, neoplasias
malignas hematopoyéticas, cancer de colon, cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, linfoma de
células del manto, adenomas hipofisarios, leucemia, cancer de prostata, cancer de estémago, cancer de pancreas,
canceres de tiroides, cancer de pulmén, cancer de tiroides papilar, cancer de vejiga, tumores de células reproductoras,
tumor cerebral, y tumores de células reproductoras testiculares. /d. Como tales, los miARN pueden ser utiles como
marcadores en el diagnéstico, pronéstico y/o medicina personalizada de una enfermedad.

Como se usa en el presente documento, el término "homologia" se refiere a una secuencia de nucleétidos que es
homodloga a una secuencia de nucledtidos de referencia. Por el contrario, los términos "complementario" y
"complemento” se refieren a una secuencia de nucledtidos que se pueda someter a emparejamiento de bases con
una secuencia de nucleétidos de referencia, tal como durante la fase de hibridacion de una reaccion de PCR. Ademas,
"no complementaria" se usa para referirse a una secuencia que carece de suficiente complementariedad de secuencia
para estabilizar un par de bases con una secuencia de referencia en un conjunto de condiciones dado, tal como
durante la fase de hibridacion de una reaccion de PCR. El grado de homologia y complementariedad puede variar de
acuerdo con una aplicacion dada, y puede ser mas de un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %,
90 % o mas de un 95 %. Ademas, el término "sustancialmente no complementaria", como se usa en el presente
documento, se refiere a una secuencia de nucleétidos que es menos de aproximadamente un 50 %, 40 %, 30 %,
20 %, 10 % o menos de aproximadamente un 5 % complementaria a una secuencia de referencia. Se entiende que
las bases nitrogenadas de purina y pirimidina con estructuras similares pueden ser funcionalmente equivalentes en
términos de emparejamiento Watson-Crick; y la intersustitucion de bases nitrogenadas similares, tal como por
metilacién, no constituye una sustitucién material.

Como se usa en el presente documento, los términos "amplificar", "amplifica", "amplificado", "amplificacion" y
"amplicon" se refieren a cualquier procedimiento para replicar un acido nucleico con el uso de una polimerasa
dependiente de cebador y/o los productos de aquellos procedimientos. En un modo de realizacion preferente, la
amplificacion se efectia por medio de PCR usando un par de cebadores, que comprenden un primer y segundo
cebador como se describe anteriormente. Los productos amplificados se pueden someter a andlisis de subsecuencias,
incluyendo, pero sin limitarse a, analisis de la curva de fusién, secuenciacion de nucleétidos, ensayo de polimorfismos
de conformacién monocatenaria, hibridacion de oligonucleétidos especificos de alelo, analisis por transferencia de
Southern y digestion con endonucleasas de restriccion.

Los productos de amplificacion se pueden detectar por el uso de una sonda. Como se usa en el presente documento,
el término "sonda" se refiere a un polinucleétido que tiene un miembro detectable y tiene complementariedad con un
acido nucleico diana, pudiendo hibridarse asi con dicha diana y detectarse por dicho miembro detectable. En
determinados modos de realizacién, una sonda puede incluir bases de Watson-Crick o bases modificadas. Las bases
modificadas incluyen, pero no se limitan a, las bases AEGIS (de Eragen Biosciences), que se han descrito, por
ejemplo, en las pat. de EE. UU. n.°® 5.432.272; 5.965.364; y 6.001.983. En determinados aspectos, las bases se
enlazan por un enlace fosfodiéster natural o un enlace quimico diferente. Los enlaces quimicos diferentes incluyen,
pero no se limitan a, un enlace peptidico o un enlace de tipo ANB, que se describe, por ejemplo, en las solicitudes
PCT publicadas WO 00/56748 y WO 00/66604.

La practica de la presente invencién emplea, a menos que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
bioquimica, quimica, biologia molecular, microbiologia, biologia celular, gendémica y ADN recombinante, que estan
dentro de la habilidad de la técnica. Véanse, por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, 2.2 edicién (1989); CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (eds. F. M.
Ausubel, et al., (1987)); la serie METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic Press, Inc.): PCR 2: A PRACTICAL
APPROACH (eds. M. J. MacPherson, B. D. Hames y G. R. Taylor (1995)), y ANIMAL CELL CULTURE (ed. R. I.
Freshney (1987)).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente divulgacién proporciona procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, kits y/o sistemas para
producir una secuencia complementaria a una regiébn en un polinucleétido diana en una muestra. Estos
procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, kits y/o sistemas son, en particular, ttiles para detectar acidos
nucleicos cortos.

Procedimientos:

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona un procedimiento para producir una secuencia complementaria a

una region en un polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo el procedimiento: someter la muestra a una
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reaccion de amplificacion de acido nucleico en una mezcla de reaccién en condiciones para proporcionar la secuencia
completa con respecto a la region del polinucleétido diana, en el que la mezcla de reaccion comprende: (a) un cebador
en bucle que comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia
3' en una unica hebra; en el que el cebador en bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana por medio de
(i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A del cebador en bucle y la secuencia A' en el polinucleétido
diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B del cebador en bucle y la secuencia B' en el
polinucleétido diana, en el que la secuencia A' y la secuencia B' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucledtido
diana; y (b) una polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en bucle desde 5' hacia 3' a lo largo del
polinucleétido diana que sirve como molde para la extension del cebador dirigida por molde para producir la secuencia
complementaria del polinucleétido diana.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir una secuencia complementaria a
una region en un polinucledtido diana en una muestra, comprendiendo el procedimiento: someter la muestra a una
reaccion de amplificaciéon de acido nucleico que tiene un cebador en bucle, un cebador directo, un cebador inverso y
una polimerasa en condiciones para proporcionar la secuencia completa con respecto a la region del polinucleétido
diana, en el que la mezcla de reaccién comprende: (a) el cebador en bucle que comprende una secuencia A, una
secuencia de conector D y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en el que el cebador en
bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la
secuencia A del cebador en bucle y la secuencia A' en el polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia
entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en el que la secuencia A' y la secuencia B' estan
orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucleétido diana; (b) la polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en
bucle desde 5' hacia 3' a lo largo del polinucleétido diana que sirve como molde para una extension del cebador
dirigida por molde para producir la secuencia complementaria del polinucleétido diana; (c) el cebador inverso que
presenta homologia de secuencia con una secuencia en el polinucleétido diana localizada en 5' con respecto a la
secuencia A' o B'; y (d) el cebador directo que se hibrida especificamente a una secuencia complementaria al cebador
en bucle.

El cebador en bucle usado en cualquiera de los procedimientos o presente en cualquiera de las composiciones
divulgadas en el presente documento se refiere a un polinucleétido que tiene dos tramos de complementariedad con
el polinucleotido diana en sus dos extremos. La secuencia A usada en el procedimiento es el tramo complementario
en el extremo 5' del cebador en bucle, y la secuencia B usada en el procedimiento es el tramo complementario en el
extremo 3' del cebador en bucle. Estas dos secuencias, usadas en el procedimiento, se someten a emparejamiento
de bases con las secuencias A' y B' del polinucledtido diana, donde A' se sitia mas hacia 5' que B'. Las secuencias
A'y B' estan muy cerca entre si y estdn separadas solo por una secuencia de N' en el polinucledtido diana, como se
usa en el procedimiento. La secuencia Ay A' pueden tener al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 nucledtidos. En algunos
modos de realizacion, la secuencia A tiene entre 5-15 nucleétidos de longitud (por ejemplo, 10 nucledétidos de longitud).
Las secuencias B y B' pueden tener al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 nucledtidos. En
algunos modos de realizacion, la secuencia B tiene entre 4-6 nucleétidos de longitud. La secuencia N' puede tener 1,
2, 3, 4 0 5 nucledtidos. La secuencia de conector interpuesta usada en el procedimiento entre la secuencia Ay B en
el cebador en bucle, la secuencia D, puede tener una longitud suficiente para permitir que el espacio estructural para
el cebador en bucle tenga una hibridacion de Ay B a A'y B', respectivamente, al mismo tiempo.

En la practica de cualquiera de los procedimientos divulgados, el cebador en bucle se disefia, en general, para
hibridarse especificamente al polinucleétido diana con emparejamiento de bases A-A' y emparejamiento de bases B-
B'. A continuacion, una polimerasa se extiende desde el extremo 3' de la secuencia B, usando el polinucleétido diana
como molde, para generar la secuencia complementaria al polinucleétido diana, con el complemento a las regiones
N', A'y, a continuacion, el resto del polinucleétido diana generado por medio de la extension del cebador dirigida por
molde, producidos en ese orden. Durante la extension del cebador dirigida por molde, la hibridaciéon A-A' se detiene a
medida que la polimerasa se extiende desde el extremo 3' de la secuencia B. Por lo tanto, la primera secuencia
complementaria tendra, desde &' hacia 3', las siguientes regiones: A, D, B, N, A y el resto del polinucleétido diana.
Esta secuencia complementaria es mas larga debido a la longitud proporcionada por la secuencia D. Esta secuencia
complementaria también puede estar en una forma mas estable que el polinucleétido diana; por ejemplo, si el
polinucleédtido diana es un miARN y la polimerasa es una retrotranscriptasa, esta secuencia complementaria es un
polinucleétido ADN mas largo, que es mas estable.

Una consideracion para el disefio del cebador en bucle usado en cualquiera de los procedimientos o composiciones
objeto es la regién de complementariedad seleccionada para A-A'y B-B'. Puesto que la extension del cebador dirigida
por molde se produce en el extremo 3' de la secuencia B, de modo que solo se amplifiquen las regiones hacia 5' de
B' en el polinucledtido diana, es deseable que las regiones de A'y B' se seleccionen para que estén relativamente
cerca del extremo 3' del polinucledtido diana. Una seleccién de este tipo asegura que un numero suficiente de
secuencias de polinucledtido diana estén en 5' de la hibridacion A-A' y B-B' para incluirse en la primera secuencia
complementaria.

La longitud del cebador en bucle, secuencia A y secuencia B, dependera de muchos factores conocidos en la técnica,

tales como la temperatura de hibridacién deseada del cebador, la secuencia de &cido nucleico diana y la complejidad
de las secuencias de acido nucleico diana diferentes que se van a amplificar. La secuencia de acido nucleico del
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cebador en bucle se incorpora a la secuencia de cada primera molécula de acido nucleico complementario sintetizada.
En algunos modos de realizacion, el primer polinucleétido acido nucleico complementario localizado en el extremo 3'
del cebador en bucle es complementario a y, por tanto, se puede hibridar con, al menos una porcién del polinucleétido
acido nucleico complementario diana, y puede tener al menos aproximadamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17,18, 19, 20 o mas nucledtidos de longitud. En algunos modos de realizacion, la primera molécula de &cido
nucleico complementario comprende uno o mas emparejamientos erroneos nucleotidicos con la secuencia diana, tal
como 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 o mas emparejamientos erréneos. La selecciéon de una secuencia sustancialmente no
complementaria dependera de la diana que se va a amplificar. Una secuencia sustancialmente no complementaria de
este tipo puede ser artificial o estar disefiada, tal como una secuencia encontrada en otro organismo, una secuencia
encontrada en otra especie, una secuencia encontrada en otra subespecie, una secuencia sustancialmente no
complementaria de un miembro diferente de la misma especie, una secuencia del mismo sujeto seleccionada de una
region sustancialmente no complementaria a la diana, una secuencia generada aleatoriamente que se sabe que es
sustancialmente no complementaria a la diana, o una secuencia disefiada especificamente que se sabe que es
sustancialmente no complementaria a la diana.

En algunos modos de realizacion, la secuencia A usada en la practica de los procedimientos objeto tiene de 2 nt a
aproximadamente 10 nt de longitud y la secuencia B tiene de 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud. En algunos
modos de realizacién, la longitud combinada de las secuencias A y B es de aproximadamente 5 nt a aproximadamente
20 nt. En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de las secuencias A y B es suficiente para hibridarse
especificamente al polinucledtido diana para efectuar la extension del cebador en bucle. En algunos modos de
realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 80 % complementaria a una
concatenacion lineal de las secuencias A' y B' cuando se alinean de forma éptima. En algunos modos de realizacion,
una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 90 % complementaria a una concatenacion lineal
de las secuencias A' y B'. En algunos modos de realizacién, el extremo 3' de la secuencia A' est4 dentro de 1 nt a
aproximadamente 5 nt de la secuencia B'.

Otra consideracion para el disefio del cebador en bucle, como se usa en el procedimiento, es el niUmero de nucledtidos
en las secuencias de las hibridaciones A-A'y B-B'. El nimero total de nucledtidos puede incrementar la especificidad
y estabilidad del cebador en bucle y el complejo de polinucleétido diana. La especificidad y estabilidad de este
complejo contribuye a la exactitud en la amplificacion y cuantificacion posteriores del polinucleétido diana. Cuando se
desee, el numero de nucledtidos en la secuencia B puede ser mayor que el nimero de nucleétidos en la secuencia A
para incrementar la eficacia, de modo que se detenga la hibridacién A-A' durante el alargamiento de la extension del
cebador desde el extremo 3' de la secuencia B.

En algunos modos de realizacion, la secuencia A 'y B tienen la misma longitud en bases nucleotidicas, comprendiendo
al menos 3, 4, 5,6, 7, 8,9 0 10, pero no mas de aproximadamente 50 nucleétidos. En otro modo de realizacion, la
secuencia A es de 2 nucledtidos y la secuencia B es de 3 nucledtidos. En otro modo de realizacion, la secuencia A es
de 2 nucledtidos y la secuencia B es de 4 nucledtidos. En otro modo de realizacion, la secuencia A es de 3 nucledtidos
y la secuencia B es de 4 nucledtidos.

Una consideracion relacionada para el disefio del cebador en bucle es la longitud combinada de las secuencias de A
y B, que, en general, es suficiente para permitir la hibridacion especifica al polinucleétido diana. Esta hibridacion debe
ser lo suficientemente estable para permitir el tiempo para el alargamiento posterior del extremo 3' de la secuencia B.
En algunos modos de realizacion, la longitud combinada de A y B es de aproximadamente 5 a 50 nucleétidos, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 nucleétidos o de aproximadamente 5 a aproximadamente 15 nucleotidos.

El grado de complementariedad para las secuencias de A y B en el cebador en bucle, en general, es suficiente para
hibridarse especificamente al polinucleétido diana. Esta hibridacion debe ser lo suficientemente estable para permitir
el tiempo para el alargamiento posterior del extremo 3' de la secuencia B. En algunos modos de realizacion, las
secuencias de A 'y B son al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % complementarias a
las concatenaciones lineales de las secuencias A' y B' cuando las secuencias se alinean de forma 6ptima.

El nimero de nucledtidos entre las secuencias A y B en el cebador en bucle, en general, se corresponde con la
longitud de la secuencia N'y N, lo que puede afectar a la eficacia de la extensién de la polimerasa en el extremo 3' de
la secuencia B durante la sintesis de la primera hebra complementaria. Cuanto mayor sea la distancia, mas facil sera
que las polimerasas encajen en el cebador en bucle para comenzar la extension del cebador dirigida por molde y que
detengan la hibridacion A-A'. Sin embargo, con mayores distancias, la especificidad de unién entre el cebador en bucle
y el polinucleétido diana se puede reducir, ya que los mayores nucleétidos de N' no interactuan especificamente con
las secuencias dictadas por la secuencia A y B del cebador en bucle. En algunos modos de realizacion, el extremo 3'
de la secuencia A' esta dentro de 1 nt a aproximadamente 10 nt, dentro de 1 nt a aproximadamente 5 nt o dentro de
2 nt a aproximadamente 5 nt, del extremo 5' de la secuencia B'.

Los cebadores en bucle se pueden disefiar para detectar una variacion mononucleotidica. Por ejemplo, el
procedimiento objeto puede utilizar un par de cebadores en bucle que difieran en una posicion de base en las
secuencias A y B, de modo que uno reconozca un alelo de la secuencia diana y el otro reconozca un alelo diferente
de la secuencia diana. Los cebadores en bucle también difieren en la secuencia de bucle D y se pueden amplificar
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y/o detectar selectivamente.

En un modo de realizacién, un cebador en bucle se une al nucledétido alélico, asi como secuencias contiguas, y otro
cebador en bucle se une a las secuencias inmediatamente contiguas al nucledtido alélico; el primero captura solo un
alelo, mientras que el segundo captura ambos alelos. Durante las etapas de deteccion, cuantificacion y amplificaciéon
posteriores, los dos cebadores en bucle, que pueden tener secuencias de conector diferentes, se pueden diferenciar
selectivamente, lo que, a su vez, permite que los alelos diferentes del polinucleétido diana se detecten, cuantifiquen y
amplifiquen de forma diferencial a partir de la primera secuencia complementaria.

La secuencia de conector D en un cebador en bucle objeto, en general, se disefia para tener una longitud suficiente
para la hibridacién tanto de A-A' como de B-B', lo que, a su vez, incrementa la especificidad del cebador en bucle en
la union a la diana de ARN pequefio correcta. En un modo de realizacién, la secuencia de conector tiene de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100, de 10 a aproximadamente 80 o de 20 a aproximadamente 50
nucleétidos. En algunos otros modos de realizacion, la secuencia de conector tiene aproximadamente 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 o aproximadamente 100 nucledtidos de longitud.

Cuando se desee, la secuencia de conector usada en los procedimientos objeto o presente en las composiciones
objeto puede comprender uno o mas elementos de secuencia, que incluyen, pero sin limitarse a una o mas secuencias
de cddigo de barras, una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion, una o mas secuencias de
union a sonda oligonucleotidica o complementos de las mismas, una o mas secuencias de hibridacion a cebador de
secuenciacion o complementos de las mismas, una o mas secuencias comunes compartidas entre multiples
cebadores en bucle diferentes o subconjuntos de cebadores en bucle diferentes, uno o mas pares de secuencias
complementarias para la formacién de una estructura de horquilla, o una combinacion de estas. En algunos modos
de realizacion, la secuencia de conector comprende una secuencia universal comun a multiples cebadores en bucle
diferentes. Dos o mas elementos de secuencia pueden ser no contiguos entre si (por ejemplo, separados por uno o
mas nucledtidos), contiguos entre si, parcialmente solapantes o completamente solapantes. Por ejemplo, una
secuencia de hibridaciéon a cebador de amplificacién también puede servir como una secuencia de hibridacién a
cebador de secuenciacion. Un elemento de secuencia puede tener cualquier longitud adecuada, tal como
aproximadamente, menos de aproximadamente o mas de aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50 o mas nucledtidos de longitud.

En algunos modos de realizacién, la secuencia de conector comprende uno o mas pares de secuencias
complementarias para la formacién de una estructura de horquilla. Cada secuencia en un par de secuencias se puede
denominar "secuencia de tallo". Las secuencias de tallo en un par de secuencias de tallo pueden ser perfectamente
complementarias en toda su longitud, o pueden comprender uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 mas)
emparejamientos erroneos. En algunos modos de realizacion, las secuencias de tallo en un par de secuencias de tallo
son al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o 100 % complementarias. Una secuencia de tallo puede tener cualquier
longitud adecuada, tal como aproximadamente o al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 o mas
nucledtidos de longitud. En algunos modos de realizacion, las secuencias de tallo tienen entre 5-10 nucledtidos de
longitud (por ejemplo, 7 nucleétidos de longitud). Las secuencias de tallo se pueden disefiar de modo que el tallo
formado por su hibridacién tenga una temperatura de fusion (Tf) especificada, tal como entre 35-90 °C, 40-75 °C, 45-
65 °C 0 50-55 °C. En algunos modos de realizacion, el tallo formado por hibridacién entre las secuencias de tallo tiene
una Tf entre 60-72 °C. Se puede variar la localizacién de cada secuencia de tallo dentro de la secuencia de conector.
En general, la secuencia dentro del conector entre secuencias de tallo forma una estructura de bucle tras la hibridacién
entre las secuencias de tallo. La distancia entre las secuencias de tallo puede afectar a la longitud de la secuencia
que forma el bucle, tal como una secuencia de bucle que tenga al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15,
20, 25 o mas nucledtidos de longitud. En algunos modos de realizacion, la secuencia de bucle tiene entre 5-10
nucledtidos de longitud (por ejemplo, 5 nucledtidos de longitud). Se puede disefiar una secuencia de bucle para que
esté desprovista de secuencias de unién a diana (por ejemplo, secuencias complementarias a una diana de miARN).
Un tallo puede incluir un nucleétido que preceda inmediatamente a un nucleétido en la secuencia A y/o secuencia B
de los cebadores en bucle. De forma alternativa, un cebador en bucle puede comprender uno o mas (por ejemplo, 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25 0 mas) nucledtidos entre el extremo de una secuencia de tallo y el inicio de una o
ambas de la secuencia A o la secuencia B, pudiéndose denominar las secuencias "secuencias de brazo". Un cebador
en bucle que comprende una secuencia de conector que forma una estructura de horquilla puede comprender ningun,
uno o dos brazos, con la longitud de cada brazo seleccionada independientemente entre si. En algunos modos de
realizacién, uno o ambos brazos se disefian para tener entre 5-15 nucleétidos de longitud.

En algunos modos de realizacién, la secuencia de conector comprende secuencias Unicas para contribuir a la
deteccidn, cuantificacion posteriores de la secuencia complementaria producida del polinucleétido diana de interés.
Después de producir la primera secuencia de complemento, las porciones de la secuencia de conector son
complementarias al cebador directo. Por lo tanto, tener codigos de barras especificos dentro de la secuencia de
conector puede permitir que cebadores en bucle diferentes se amplifiquen, detecten o cuantifiquen por cebadores
directos diferentes, pero los mismos inversos. En algunos modos de realizacion, la secuencia A y B de un cebador en
bucle se puede unir a regiones ligeramente diferentes del mismo polinucleétido diana que la secuencia A y B de otro
cebador en bucle, lo que permite mayor especificidad y/o verificacion por el usuario. La amplificacion, deteccion y
cuantificacion posteriores de estos cebadores en bucle diferentes se puede facilitar por cebadores directos diferentes
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que se unen de forma diferente debido a cédigos de barras diferentes en la secuencia de conector.

En algunos modos de realizacién, el conector comprende una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de
restriccion. Después de la amplificacion, la exactitud de la deteccion se puede mejorar notablemente con una digestion
con restriccion, de modo que solo los productos auténticos amplificados a partir de la primera secuencia de
complemento, que contienen el sitio de restriccion de la secuencia de conector, se escinden y tabulan para su
deteccion y cuantificacion.

En otros modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una o mas secuencias de union a sonda
oligonucleotidica, complementos de secuencias de unién a sonda oligonucleotidica, secuencias de hibridacion a
cebador o complementos de secuencias de hibridacion a cebador. Durante la amplificacion, las sondas adicionales
que se hibridan de una manera especifica de secuencia, como TagMan, o los cebadores adicionales que afiaden
especificidad de amplificacién, pueden utilizar estas secuencias para permitir una mayor garantia de amplificacion
exacta de la primera secuencia complementaria al polinucleétido diana.

En otros modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una regiéon en comun con todos los cebadores
en bucle utilizados en una mezcla de reaccion. Dicha secuencia de conector comun a todos los cebadores en bucle
puede reducir el coste de deteccion y cuantificacion, puesto que las sondas posteriores (por ejemplo, sondas TagMan),
la digestién enzimatica y sus secuencias, los cebadores directos y cualquier otro reactivo que actue sobre el cebador
en bucle pueden ser versatiles en su uso en muchos cebadores en bucle diferentes usados para detectar muchos
polinucleétidos diana diferentes.

En algunos modos de realizacion, cada uno de una pluralidad de cebadores en bucle se disefia de modo que la
temperatura de fusién de cada cebador en bucle o de cada primera molécula de acido nucleico complementario esté
entre 35 °C y 90 °C, tal como entre 40 °C y 75 °C, entre 45 °C y 65 °C, o entre 50 °C y 55 °C. En algunos modos de
realizacién, cada uno de una pluralidad de cebadores en bucle se disefia de modo que la temperatura de fusién de
cada cebador en bucle o de cada molécula de acido nucleico complementario sea aproximadamente, menos de
aproximadamente o mas de aproximadamente 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 72 °C, 75 °C, 80 °C o
mas. En algunos modos de realizacion, el primer cebador puede estar presente a una concentracion de
aproximadamente, al menos aproximadamente o como maximo aproximadamente 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
350 a 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 800, 10000 nM o uM, o cualquier intervalo o valor derivable entre las mismas.

Después de producir la primera secuencia complementaria usando un cebador en bucle y una extensién del cebador
dirigida por molde desde el extremo 3' de la secuencia B, usando el polinucleétido diana como molde, esta primera
secuencia complementaria se convierte en un molde para las reacciones posteriores de amplificacion, incluyendo para
el propésito de cuantificacion, asi como deteccion. Para generar copias adicionales de la primera secuencia
complementaria, especialmente para regiones dentro que sean complementarias al polinucleétido diana, un cebador
directo se hibrida especificamente a una secuencia dentro de la secuencia de conector D y un cebador inverso se
hibrida especificamente a una secuencia mas hacia 5' que la secuencia. A' en el polinucleétido diana, lo que seria
mas hacia 3' que la secuencia A en la primera secuencia complementaria. Esta regién particular, flanqueada por los
cebadores seleccionados, a continuacién, se puede amplificar exponencialmente en reacciones posteriores, al igual
que la PCR convencional.

En algunos modos de realizacion, el procedimiento para producir una secuencia complementaria a una regiéon en un
polinucledtido diana en una muestra comprende ademas la etapa de amplificacién de la secuencia complementaria a
una regioén en un polinucledétido diana en una muestra en presencia de un cebador inverso y opcionalmente un cebador
directo, en el que el cebador inverso y el cebador directo presentan complementariedad de secuencia con el producto
amplificado y el cebador en bucle, respectivamente. En algunos modos de realizacion, el cebador directo se hibrida
especificamente a una secuencia en la secuencia de conector. En algunos modos de realizacion, el cebador inverso
se hibrida especificamente a una secuencia que es complementaria a una porcioén del polinucleétido diana que esta
en 5' con respecto a la secuencia A' o B'.

Los cebadores directos e inversos son, en general, suficientemente largos para cebar la amplificacion dirigida por
molde de la secuencia de acido nucleico diana en las condiciones de la reaccion de amplificacion. La longitud de los
cebadores del segundo conjunto de cebadores dependera de muchos factores conocidos en la técnica, tales como la
temperatura de hibridacion deseada del cebador, la secuencia de acido nucleico diana y la complejidad de las
secuencias de acido nucleico diana diferentes que se van a amplificar. En algunos modos de realizacion, la secuencia
directa e inversa comprende uno o mas emparejamientos erréneos nucleotidicos con la secuencia diana, tal como 1,
2,3,4,5,6,7, 8,9, 10 o mas emparejamientos erroneos. La seleccion de una secuencia sustancialmente no
complementaria dependera de la diana que se va a amplificar. Una secuencia sustancialmente no complementaria de
este tipo puede ser artificial o estar disefiada, tal como una secuencia encontrada en otro organismo, una secuencia
encontrada en otra especie, una secuencia encontrada en otra subespecie, una secuencia sustancialmente no
complementaria de un miembro diferente de la misma especie, una secuencia del mismo sujeto seleccionada de una
region sustancialmente no complementaria a la diana, una secuencia generada aleatoriamente que se sabe que es
sustancialmente no complementaria a la diana, o una secuencia disefada especificamente que se sabe que es
sustancialmente no complementaria a la diana.
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Cuando se desee, los cebadores en bucle, directo e inverso pueden comprender cada uno un analogo nucleotidico,
tal como un acido nucleico modificado u otro nucleétido no canénico. Otros ejemplos no limitantes de analogos
nucleotidicos incluyen, pero no se limitan a, 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 5-bromo-dU, desoxiuridina, dT
invertida, didesoxinucleoétidos, 5-metil-dC, desoxiinosina, acidos nucleicos bloqueados (ANB), 5-nitroindol y bases de
ARN con 2'-O-metilo.

En algunos modos de realizacion, un cebador directo y uno inverso se disefian de modo que la temperatura de fusion
de cada uno esté entre 35 °C y 90 °C, tal como entre 40 °C y 75 °C, entre 45 °C y 65 °C, o entre 50 °C y 55 °C. En
algunos modos de realizacion, cada uno de una pluralidad de cebadores directos e inversos se disefia de modo que
la temperatura de fusion de cada uno sea aproximadamente, menos de aproximadamente o mas de aproximadamente
40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 72 °C, 75 °C, 80 °C o mas. En otros modos de realizacion, los
cebadores en bucle, directo e inverso pueden estar presentes en la reaccién de amplificacion a concentraciones de
aproximadamente, al menos aproximadamente o como maximo aproximadamente 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300,
de 350 a 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 800, 10000 nM o puM, o cualquier intervalo o valor derivable entre las
mismas.

Como se indica anteriormente, en algunos modos de realizacion, la amplificacion de la primera molécula de acido
nucleico complementario en un procedimiento objeto se logra a través del uso del cebador en bucle en combinacion
con un segundo conjunto de cebadores que incluyen un cebador directo y uno inverso divulgados en el presente
documento. El segundo conjunto de cebadores se puede afadir a la reaccion al mismo tiempo que el cebador en
bucle. De forma alternativa, el segundo conjunto de cebadores se afiade después de la extensiéon del cebador en
bucle. Todavia en otros modos de realizacion, se puede afiadir una cantidad adicional de cebador en bucle después
de la reaccion de extension. La adicion de una cantidad de cebador en bucle después de la reaccién de extension
puede estar acompafada por la adicién de un segundo conjunto de cebadores. En algunos modos de realizacion, un
cebador directo (por ejemplo, un cebador que se hibrida a un complemento de una secuencia dentro del cebador en
bucle) tiene aproximadamente o al menos aproximadamente 10, 15, 20 o mas nucleétidos de longitud. Se puede
disefiar un cebador directo para tener una temperatura de fusién deseada, tal como una Tf de entre 55-75 °C (por
ejemplo, 62 °C). Se puede disefiar un cebador inverso (por ejemplo, un cebador que se hibride a un complemento de
un polinucledtido diana, tal como un miARN) para tener una o mas propiedades, tal como una Tf de entre 55-75 °C
(por ejemplo, 62 °C).

En algunos modos de realizacion, la reaccién tiene lugar en una uUnica mezcla de reaccion en condiciones para
proporcionar la secuencia completa con respecto a la region del polinucleétido diana, en la que la mezcla de reaccién
comprende: (a) el cebador en bucle que comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia
B, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en la que el cebador en bucle se hibrida especificamente al
polinucledtido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A del cebador en bucle y la
secuencia A' en el polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B y la secuencia B'
en el polinucledtido diana, en la que la secuencia A' y la secuencia B' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el
polinucleétido diana; (b) la polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en bucle desde 5' hacia 3' a lo largo
del polinucleétido diana que sirve como molde para una extension del cebador dirigida por molde para producir la
secuencia complementaria del polinucleétido diana; (c) el cebador inverso que presenta homologia de secuencia con
una secuencia en el polinucledtido diana localizada en 5' con respecto a la secuencia A' o B'; y, (d) el cebador directo
que se hibrida especificamente a una secuencia complementaria al cebador en bucle.

En algunos modos de realizacién, un procedimiento objeto utiliza un cebador en bucle, directo y/o inverso presente
en exceso en comparacion con la cantidad de polinucleétidos diana. Por ejemplo, el cebador en bucle, directo y/o
inverso utilizados son al menos aproximadamente 1 vez, 10 veces, 100 veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500
veces, 600 veces, 700 veces, 800 veces, 900 veces, 1000 veces, 1500 veces, 2000 veces, 3000 veces, 5000 veces,
7500 veces, 10000 veces, 20000 veces, 50000 veces, 100000 veces, 108 veces, 107 veces, 108 veces o mas que los
polinucleétidos diana presentes en la reaccién de amplificacion. En algunos modos de realizacion, el uso del cebador
en bucle, un cebador directo y un cebador inverso permite la amplificacion de una o mas moléculas de acido nucleico
diana a un nivel detectable con menos de aproximadamente 5000, 2500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 100, 50, 40, 30, 20, 10, 5 o menos copias de las una o mas moléculas de acido nucleico diana presentes en la
muestra antes de la amplificacion.

La produccion de la primera secuencia complementaria puede ser parte de una RT-PCR de una etapa o una RT-PCR
de dos etapas, en la que la mezcla de reaccion pueda contener reactivos por separado para la sintesis y amplificacion
de la primera hebra, o reactivos para tanto la sintesis como la amplificacion de la primera hebra conjuntamente.
Ademas, la mezcla de reaccion para la amplificacién posterior puede contener cebadores diferentes que se hibridan
al primer producto de secuencia complementaria, para proporcionar productos de longitudes diferentes o que cubren
intervalos diferentes dentro de la primera secuencia complementaria. Ademas, las sondas especificas que cuantifican
o detectan regiones dentro de la primera secuencia complementaria pueden incrementar la especificidad; por ejemplo,
se pueden afiadir sondas TagMan que reconozcan regiones especificas en la secuencia de conector D, secuencia de
polinucleétido diana, o incluso un solapamiento entre esas dos regiones en la primera secuencia complementaria en
la mezcla de reaccién antes de, simultaneamente con o posteriormente a la produccion de la primera secuencia

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 832 748 T3

complementaria de un acido nucleico diana.

La produccién de la primera secuencia complementaria se puede efectuar por polimerasas. Una amplia variedad de
polimerasas esta disponible en la técnica. Los ejemplos no limitantes incluyen una ADN polimerasa dependiente de
ARN, tal como retrotranscriptasas (RT) derivadas del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT), virus de la
mieloblastosis aviar (AMV-RT), virus de la leucemia bovina (BLV-RT), virus del sarcoma de Rous (RSV-RT), virus de
la inmunodeficiencia humana (VIH-RT), virus asociado a Rous (RAV-RT), virus asociado a mieloblastosis (MAV-RT)
u otro virus del sarcoma-leucosis aviar (ASLV-RT), polimerasa de Z05 de Thermus, polimerasa delta Z05 y cualquier
version modificada o derivado de las mismas. En algunos modos de realizacion, el ADN dependiente de ARN carece
de actividad RNasaH (por ejemplo, SUPERSCRIPT IlI™, vendido por Invitrogen, 1600 Faraday Avenue, apartado de
correos 6482, Carlsbad, Calif. 92008). En algunos modos de realizacién, la enzima que tiene actividad ADN polimerasa
dependiente de ARN también tiene actividad ADN polimerasa dependiente de ADN, y se usa tanto para las etapas de
retrotranscripcion como de amplificacion.

Las condiciones para la extension del cebador del cebador en bucle, en uno cualquiera de los procedimientos objeto,
pueden variar dependiendo de la diana, los requisitos de hibridacion del primer cebador, la polimerasa, los requisitos
de otros reactivos y el desenlace clinico deseado. Son conocidos en la técnica procedimientos para variar las
condiciones de extension del cebador. Una serie de reactivos estan disponibles comercialmente y las concentraciones
se pueden optimizar para lograr un resultado deseable. Un ejemplo no limitante de un procedimiento de
retrotranscripcion tipico incluye las etapas de extension del cebador llevada a cabo a aproximadamente 42 °C durante
aproximadamente 120 minutos e inactivacién de la enzima por incubacién a temperaturas a o por encima de
aproximadamente 80 °C durante aproximadamente 5 minutos. Las temperaturas de incubacion para la extension
pueden variar dependiendo de los factores mencionados, y pueden incluir temperaturas de aproximadamente, mas
de aproximadamente o menos de aproximadamente 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 48 °C, 50 °C, 52 °C, 55 °C,
60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C o cualquier temperatura entre las mismas. En algunos modos de realizacion, la temperatura
de incubacion para la reaccion de extension esta entre 48 °C y 52 °C. Los tiempos de incubaciéon para la extension
también se pueden variar para incluir tiempos de aproximadamente, mas de aproximadamente o menos de
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120, 140, 180 o mas minutos. El tiempo y la
temperatura de inactivacion pueden ser cualquiera de modo que se logre la inactivacion de la enzima, y pueden incluir,
sin limitaciéon, temperaturas de aproximadamente, mas de aproximadamente o menos de aproximadamente 70 °C,
75 °C, 80 °C, 85 °C, 90 °C 0 95 °C y tiempos de aproximadamente o mas de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 15, 20, 30 o mas minutos. La extension del cebador puede estar precedida o no por una etapa de
desnaturalizacion por calor para destruir las interacciones intermoleculares e intramoleculares entre moléculas de
ARN. En algunos modos de realizacion, la extension del cebador no esta precedida por una etapa de desnaturalizacién
por calor. En algunos modos de realizacién, el procedimiento de retrotranscripcién no incluye una etapa de inactivacion
por calor. En algunos modos de realizacion, las etapas de retrotranscripcion y PCR estan integradas, realizandose en
un unico tubo. La retrotranscripcion se puede realizar, a continuacion, a temperatura ambiente, donde la polimerasa,
que preferentemente es de inicio en caliente, tiene baja actividad. La retrotranscriptasa es preferentemente una
variante natural o genomanipulada del virus de la leucemia murina de Moloney (M-MLV) o virus de la mieloblastosis
aviar (AMV). También es posible realizar la RT-PCR usando una uUnica enzima, tal como PyroPhage (Lucigen Inc.),
que tiene ambas actividades.

Cuando se desee, las primeras moléculas de acido nucleico complementario se amplifican enzimaticamente usando
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica tipicamente emplea una ADN polimerasa dependiente de
ADN, que es una enzima que pueda catalizar la polimerizacion del ADN. Una aplicacion de este procedimiento es
detectar o aislar acidos nucleicos presentes en bajos numeros de copias. En determinados aspectos, una polimerasa
es activa a aproximadamente o mayor de aproximadamente 20 °C, 23 °C, 25 °C, 37 °C, 42 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C,
80 °C, 90 °C o mayor. En algunos modos de realizacion, los procedimientos objeto utilizan una polimerasa
termoestable. Las polimerasas termoestables ejemplares incluyen, pero no se limitan a, HB8 de Thermus thermophilus
(véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 5.789.224 y la publicacién de EE. UU. 20030194726); Thermus oshimai
mutante; Thermus scotoductus; 1B21 de Thermus thermophilus; GK24 de Thermus thermophilus; polimerasa de
Thermus aquaticus (AmpliTag® FS o Taq (G46D; F667Y) (véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 5.614.365), Taq
(G46D; F667Y; E6811) y Taq (G46D; F667Y; T664N; R660G); polimerasa de Pyrococcus furiosus; polimerasa de
Thermococcus gorgonarius; polimerasa de GB-D de Pyrococcus species; polimerasa de Thermococcus sp. (cepa 9°
N-7); polimerasa de Bacillus stearothermophilus; polimerasa Tsp; polimerasa ThermalAce™ (Invitrogen); polimerasa
de Thermus flavus; polimerasa de Thermus litoralis; polimerasa de Z05 de Thermus; polimerasa delta Z05 (por
ejemplo, ADN polimerasa delta Z05 Gold); y mutantes, variantes o derivados de las mismas. Las polimerasas no
termoestables ejemplares incluyen, pero no se limitan a, ADN polimerasa |; ADN polimerasa | mutante, que incluye,
pero no se limita a, fragmento de Klenow y fragmento de Klenow (exonucleasa menos desde 3' hacia 5'); ADN
polimerasa de T4; ADN polimerasa de T4 mutante; ADN polimerasa de T7; ADN polimerasa de T7 mutante; ADN
polimerasa de phi29; y ADN polimerasa de phi29 mutante. En algunos modos de realizacion, la enzima que tiene
actividad ADN polimerasa dependiente de ADN usada en la etapa de amplificacion es la misma enzima usada para la
extension del cebador del primer cebador en la primera etapa de extension del cebador, de modo que la enzima
también tiene actividad ADN polimerasa dependiente de ARN.

En algunos modos de realizacién, un procedimiento objeto utiliza una polimerasa de inicio en caliente. Una polimerasa

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 832 748 T3

de inicio en caliente es una forma modificada de una ADN polimerasa que requiere activacion térmica (véanse, por
ejemplo, las pat. de EE. UU. n.°s 6.403.341 y 7.122.355 en su totalidad). Una polimerasa de este tipo se puede usar,
por ejemplo, para incrementar ademas la sensibilidad, especificidad y rendimiento; y/o para mejorar ademas la
amplificacion de dianas en bajas copias. Tipicamente, la enzima de inicio en caliente se proporciona en un estado
inactivo. Tras la activacién térmica, se libera la modificacién o modificador, lo que genera la enzima activa. Una serie
de polimerasas de inicio en caliente estan disponibles de diversas fuentes comerciales, tales como Applied
Biosystems; Bio-Rad; eEnzyme LLC; Eppendorf North America; Finnzymes Oy; GeneChoice, Inc.; Invitrogen; Jena
Bioscience GmbH; MIDSCI; Minerva Biolabs GmbH; New England Biolabs; Novagen; Promega; QIAGEN; Roche
Applied Science; Sigma-Aldrich; Stratagene; Takara Mirus Bio; USB Corp.; Yorkshire Bioscience Ltd; y similares.

Los procedimientos objeto se pueden utilizar para producir simultineamente secuencias complementarias de
polinucleétidos diana diferentes con secuencias diferentes. La generacion de mas de una primera molécula de acido
nucleico complementario diferente se puede lograr a través del uso de mas de un cebador en bucle diferente en la
reaccion de extension, teniendo cada cebador en bucle diferente una primera secuencia diferente en su extremo 3'
con complementariedad con al menos una porcién de una de una pluralidad de dianas de molécula de polinucleétido
diferentes. En algunos modos de realizacion, estas secuencias de cebador en bucle diferentes se pueden seleccionar
para tener secuencias definidas con complementariedad con al menos una porciéon de dianas de molécula de
polinucleétido especificas de interés. En otros modos de realizacion, las secuencias de cebador en bucle son
aleatorias e indefinidas, o practicamente aleatorias, con determinadas posiciones a lo largo de las secuencias de
cebador en bucle sesgadas hacia uno o0 mas nucleétidos, por ejemplo, que comprenden uno o mas nucleétidos
seleccionados aleatoriamente de dos o mas nucledtidos diferentes. Se puede combinar una pluralidad de cebadores
en bucle diferentes, siendo las concentraciones de cada uno de los cebadores en bucle diferentes iguales o diferentes,
para crear una "agrupacion" de cebadores en bucle. El uso de una agrupacion de cebadores en bucle de este tipo
permite la produccién simultanea de una pluralidad de primeras moléculas de &acido nucleico complementario
diferentes, cada una con complementariedad con una de una pluralidad de dianas de molécula de polinucleétido
diferentes.

En otro modo de realizacion de los procedimientos, se usa mas de una primera molécula de polinucleétido
complementario diferente como molde para la amplificaciéon para producir multiples copias. Esto se puede lograr a
través del uso de mas de un conjunto de cebadores directos e inversos en la reaccion de amplificacién, teniendo cada
cebador diferente una segunda secuencia diferente en su extremo 3' con complementariedad con al menos una
porcién de una de una pluralidad de primeras dianas de polinucleétido complementario diferentes. En algunos modos
de realizacion, estos cebadores directos e inversos diferentes se pueden seleccionar para tener secuencias definidas
con complementariedad con al menos una porcién de primeras dianas de molécula de ADN especificas de interés. En
otros aspectos, los cebadores directos e inversos diferentes son aleatorios e indefinidos, o practicamente aleatorios,
con determinadas posiciones a lo largo de las secuencias sesgadas hacia uno o mas nucleétidos, tal como uno o mas
nucledtidos seleccionados aleatoriamente de dos o mas nucleétidos diferentes. Se puede combinar una pluralidad de
cebadores directos e inversos diferentes, siendo las concentraciones de cada uno de los cebadores diferentes iguales
o diferentes, para crear una "agrupacion" de cebadores secundarios. El uso de una agrupacion de cebadores
secundarios de este tipo, en combinacion con una agrupacién de cebadores en bucle, permite la produccion
simultanea de una pluralidad de primeras moléculas de secuencia complementaria diferentes, cada una con
complementariedad con al menos una porcion de una de una pluralidad de dianas de molécula de polinucledétido diana
diferentes.

Las combinaciones de cebadores en agrupaciones para la produccién o bien amplificaciéon de primeras moléculas de
ADN pueden ser cualquiera de una serie de opciones. La produccion de primeras moléculas de ADN usando una
agrupacion de primeros cebadores puede estar seguida de amplificacion usando uno o mas segundos cebadores
seleccionados con segundas secuencias que tengan complementariedad con una o mas primeras moléculas de ADN
seleccionadas. De forma alternativa, la produccion de primeras moléculas de ADN usando una agrupacién de primeros
cebadores puede estar seguida de amplificacion usando una agrupacién de segundos cebadores, en la que la
agrupacioén contenga un segundo cebador para cada uno de los primeros productos de molécula de ADN pretendidos
de la reaccion de extension del cebador. Aun en otro modo de realizacidon, se pueden anadir uno 0 mas pares de
primer y segundo cebadores para amplificar una o0 mas primeras moléculas de ADN producidas por extension del
cebador usando una agrupaciéon de primeros cebadores. No se necesita que las agrupaciones de cebadores
contengan subconjuntos completamente solapantes de ARN y primeras dianas de molécula de ADN complementario.

El procedimiento objeto de producciéon de una secuencia complementaria a un polinucleétido diana y/o amplificacién
del polinucleétido diana bicatenario se puede realizar en el mismo sitio de reaccién (por ejemplo, contenido en un
recipiente). Los reactivos para producir la secuencia complementaria y los reactivos para la amplificacién posterior se
pueden afiadir simultanea o secuencialmente. En algunos modos de realizacion, todos los reactivos para realizar tanto
la reaccion de extension del cebador en bucle como la reaccidon de amplificacion se afiaden a la vez, de modo que
ambas reacciones se puedan llevar a cabo sin otra manipulacion de la muestra. En algunos modos de realizacion, se
afiaden uno o0 mas reactivos para realizar la reaccidon de amplificacion después de la reaccion de extension del cebador
en bucle. En algunos modos de realizacion, la amplificacién de una primera molécula complementaria se lleva a cabo
en un recipiente separado del usado en la produccién de la primera molécula de ADN por extension del cebador de
un cebador en bucle. Cuando se transfieren los productos de extension del cebador en bucle, se puede usar el
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volumen de reaccion completo o bien una porcién del mismo. Se pueden transferir multiples porciones de una Unica
reaccion de extension del cebador en bucle a multiples recipientes separados para realizar multiples reacciones de
amplificacién. El recipiente de reaccion separado puede ser del mismo tipo o diferente que el usado en la reaccion de
extension del cebador. Los ejemplos no limitantes de recipientes de reaccion incluyen tubos de microcentrifugadora,
tubos conicos, tubos de paredes delgadas, tubos en tiras, placas de mdltiples pocillos, dispositivos microfluidicos y
micromatrices.

Cuando se desee, las diversas etapas de la reaccion pueden tener lugar con uno o mas cebadores (por ejemplo,
cebador en bucle, cebador directo o inverso) que se acoplan a un soporte. En algunos modos de realizacién, uno o
mas cebadores en bucle se acoplan a un soporte sélido. En algunos modos de realizacién, uno o mas bucles,
conjuntamente con un cebador directo y uno inverso se acoplan a un soporte. El acoplamiento se puede lograr en una
serie de modos, incluyendo sus ejemplos no limitantes enlaces covalentes, interacciones electrostaticas e
interacciones intermoleculares entre dos 0 mas moléculas. Son conocidos en la técnica diferentes clases de soportes
solidos, incluyendo sus ejemplos no limitantes obleas, chips, microesferas, pocillos, placas, dispositivos microfluidicos,
micromatrices y tubos de diversos tamanos. Los soportes solidos se pueden construir de una variedad de materiales
que puedan soportar dichos acoplamientos, incluyendo sus ejemplos no limitantes silicio, plasticos, vidrio, polimeros,
metales y materiales semiconductores.

En la practica de uno o mas procedimientos objeto, se puede utilizar un recipiente de reaccién que se disefie para
amplificar simultdneamente una pluralidad de moléculas de polinucleétido diana diferentes, amplificandose cada
molécula diana diferente en una localizacion distinta. Esto se puede lograr en una variedad de modos. En un modo
de realizacion, cada una de una pluralidad de localizaciones distintas comprende uno o mas cebadores con una
segunda secuencia complementaria a al menos una porcién de una primera molécula de secuencia complementaria
especifica, tal como en una matriz. Cada una de las localizaciones distintas puede comprender ademas un cebador
en bucle correspondiente para la generacion y amplificacion del polinucleétido diana particular. Los cebadores pueden
estar acoplados fisicamente o no a sus respectivas localizaciones distintas. De forma alternativa, las microesferas
acopladas a uno o mas cebadores con una segunda secuencia que tiene complementariedad con al menos una
porcion de una primera molécula de secuencia complementaria particular se aislan en localizaciones distintas de otras
microesferas que se acoplan a uno o mas segundos cebadores con una segunda secuencia diferente, en las que el
aislamiento se logra, por ejemplo, por emulsion de lipido en agua o disposicion en una superficie. En algunos modos
de realizacion, la produccién por extension del cebador de las primeras moléculas de secuencia complementaria se
realiza libre en solucién antes de la amplificacion en localizaciones distintas. En otros modos de realizacién, la
produccion por extension del cebador de las primeras moléculas de secuencia complementaria se lleva a cabo en
localizaciones distintas, tal como cuando el bucle y el segundo conjunto de cebadores de cebadores directos e
inversos se localizan en localizaciones distintas.

La amplificacion de una secuencia de nucledtidos diana o una regiéon de la misma se puede realizar con multiples
ciclos durante una reaccién en cadena de la polimerasa. Un nimero deseable de ciclos de amplificacion puede estar
entre uno y 45 ciclos de amplificacion, tal como de 1 a 25 ciclos de amplificacion, o tal como de 5 a 35 ciclos de
amplificacion, o tal como de 10 a 45 ciclos de amplificacion. Los parametros de ciclado variaran y se pueden optimizar
en base a una serie de factores, incluyendo, pero sin limitarse a, secuencia de cebador, temperaturas de fusion del
cebador, longitud de la molécula diana, secuencia diana, complejidad de la diana, complejidad de la poblacion diana,
actividad éptima de enzima polimerasa y los requisitos de otros reactivos. Un ejemplo no limitante de un protocolo de
PCR tipico es como sigue: (1) 95 °C durante 10 minutos, (2) 95 °C durante 20 segundos, (3) 50 °C durante 20
segundos, (4) 72 °C durante 1 minuto, (5) repetir las etapas de 2 a 4 cuarenta veces, (6) 72 °C durante 10 minutos,
donde las etapas (1) a (6) corresponden a fusion inicial, fusion de ciclo, hibridacion, extension, recuento de ciclos y
extension final, respectivamente. La temperatura y duracién para cada una de las etapas se pueden optimizar para
cada reaccion, asi como la tasa de cambio de temperatura de una etapa a la siguiente. En algunos modos de
realizacion, puede ser posible combinar la etapa (3) (hibridacién) y la etapa (4) (extension), y la etapa (6) se puede
excluir por completo. Un ejemplo no limitante de un protocolo de PCR de este tipo es como sigue: (1) 95 °C durante
10 minutos, (2) 95 °C durante 15 segundos, (3) 60 °C durante 1 minuto, (4) repetir las etapas de 2 a 3 39 veces. En
algunos modos de realizacion, la temperatura de hibridacion es de aproximadamente, al menos aproximadamente, o
como maximo aproximadamente 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C, 65 °C, 70 °C, 75 °C o
mas. En algunos modos de realizacion, la duracion de la etapa de hibridacién es de aproximadamente, al menos
aproximadamente, o como maximo aproximadamente 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 o mas
segundos. En algunos modos de realizacion, puede ser deseable incluir un analisis de la curva de fusién. Un ejemplo
no limitante de los parametros de analisis de la curva de fusién es como sigue: (1) 95 °C durante 15 segundos, (2)
60 °C durante 15 segundos, (3) 95 °C durante 15 segundos.

El éxito de la reaccién de amplificaciéon se puede determinar detectando productos de amplificacion durante (por
ejemplo, en tiempo real) o después del procedimiento de amplificacion a través del uso de marcadores detectables,
tales como sondas o marcadores. Por ejemplo, las moléculas de ADN amplificadas se pueden detectar y cuantificar
por la presencia de un tinte (por ejemplo, SYBR verde) que se una de forma preferencial o exclusiva a ADN bicatenario
durante la etapa de amplificacién por PCR de los procedimientos de la presente invencion. Por ejemplo, Molecular
Probes, Inc. (29851 Willow Creek Road, Eugene, Oreg. 97402) vende mezclas de reaccién de PCR cuantitativa que
incluyen tinte SYBR verde. A modo de otro ejemplo, otro tinte (denominado "BEBO") que se puede usar para marcar
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el ADN bicatenario producido durante la PCR en tiempo real se describe por Bengtsson, M., et al., Nucleic Acids
Research 31(8):e45 (15 de abril, 2003). A modo de ejemplo, se puede usar un primer y/o segundo cebador que incluya
un fluoroforo y extintor para cebar la etapa de amplificacion por PCR de los procedimientos de la presente invencion.
La separacion fisica del fluoréforo y extintor que se produce después de la extensién del cebador marcado durante la
PCR permite que el fluoréforo emita fluorescencia y la fluorescencia se puede usar para medir la cantidad de productos
de amplificacion por PCR. Los ejemplos de cebadores disponibles comercialmente que incluyen un fluoréforo y extintor
incluyen cebadores Scorpion y Uniprimers, que se venden ambos por Molecular Probes, Inc.

En algunos modos de realizacion, las sondas oligonucleotidicas presentes en una amplificacion multiple son
adecuadas para supervisar la cantidad de producto de amplificacién producido como una funcién del tiempo. Dichas
sondas oligonucleotidicas incluyen, pero no se limitan a, las sondas de ensayo con 5'-exonucleasa (por ejemplo,
TagMan™) (véanse anteriormente y también la pat. de EE. UU. n.° 5.538.848), balizas moleculares en tallo-bucle
(véanse, por ejemplo, las pat. de EE. UU. n.°¢ 6.103.476 y 5.925.517 y Tyagi y Kramer, 1996), balizas sin tallo o
lineales (véase, por ejemplo, el documento WO 99/21881), balizas moleculares para APN (véanse, por ejemplo, las
pat. de EE. UU. n.°s 6.355.421 y 6.593.091), balizas para APN lineales (véase, por ejemplo, Kubista et al., 2001),
sondas no FRET (véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 6.150.097), sondas Sunrise®™/Amplifluor®™ (véase,
por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 6.548.250), sondas en tallo-bucle y Scorpion™ de doble hélice (véanse, por
ejemplo, Solinas et al., 2001 y la pat. de EE. UU. n.° 6.589.743), sondas en bucle con protuberancia (véase, por
ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 6.590.091), sondas con pseudonudos (véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.°
6.548.250), ciclicones (véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 6.383.752), sonda MGB Eclipse™ (Epoch
Biosciences), sondas con horquilla (véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 6.596.490), sondas de luz de acido
peptidonucleico (APN), sondas de nanoparticulas autoensambladas y sondas modificadas con ferroceno descritas,
por ejemplo, en la pat. de EE. UU. n.° 6.485.901; Mhlanga et al., 2001; Whitcombe et al., 1999; Isacsson et al., 2000;
Svanvik et al., 2000; Wolffs et al., 2001; Tsourkas et al., 2002; Riccelli et al., 2002; Zhang et al., 2002; Maxwell et al.,
2002; Broude et al., 2002; Huang et al., 2002; y Yu et al., 2001.

En determinados modos de realizacién, se une un marcador a una o mas sondas y tiene una o mas de las siguientes
propiedades: (i) proporciona una sefal detectable; (ii) interactia con un segundo marcador para modificar la sefial
detectable proporcionada por el segundo marcador, por ejemplo, FRET (transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia); (iii) estabiliza la hibridacion, por ejemplo, formacion de dobles hélices; y (iv) proporciona un miembro
de un complejo de unién o conjunto de afinidad, por ejemplo, afinidad, anticuerpo/antigeno, complejos iénicos,
hapteno/ligando (por ejemplo, biotina/avidina). Todavia en otros aspectos, el uso de marcadores se puede lograr
usando uno cualquiera de un gran numero de técnicas conocidas que emplean marcadores, enlaces, grupos de
enlace, reactivos, condiciones de reaccion y procedimientos de analisis y purificacion conocidos.

Otros ejemplos no limitantes de marcadores incluyen compuestos emisores de luz, dispersores de luz y absorbentes
de luz que generan o extinguen una sefial fluorescente, quimioluminiscente o bioluminiscente detectable (véase, por
ejemplo, Kricka, 1992) y Garman, 1997). Los tintes indicadores fluorescentes utiles como marcadores incluyen, pero
no se limitan a, fluoresceinas (véanse, por ejemplo, las pat. de EE. UU. n.°s 5.188.934; 6.008.379; y 6.020.481),
rodaminas (véanse, por ejemplo, las pat. de EE. UU. n.°® 5.366.860; 5.847.162; 5.936.087; 6.051.719; y 6.191.278),
benzofenoxacinas (véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 6.140.500), tintes fluorescentes de transferencia de
energia, que comprenden pares de donantes y aceptadores (véanse, por ejemplo, las pat. de EE. UU. n.°s 5.863.727;
5.800.996; y 5.945.526) y cianinas (véase, por ejemplo, Kubista, documento WO 97/45539), asi como cualquier otro
resto fluorescente que pueda generar una sefal detectable. Los ejemplos de tintes de fluoresceina incluyen, pero no
se limitan a, 6-carboxifluoresceina; 2'4'1,4,-tetraclorofluoresceina; y 2'4'5'7',1,4-hexaclorofluoresceina. En
determinados aspectos, el marcador fluorescente se selecciona de SYBR®-verde, 6-carboxifluoresceina ("FAM"),
TET, ROX, VIC™ y JOE. En determinados modos de realizacion, un marcador es un radiomarcador.

Todavia en otro modo de realizacién, los marcadores son restos que estabilizan la hibridacion que sirven para
potenciar, estabilizar o influir en la hibridacién de dobles hélices, por ejemplo, intercaladores y tintes de intercalacion
(incluyendo, pero sin limitarse a, bromuro de etidio, EvaGreen® y SYBR® verde), aglutinantes de surco menor y
grupos funcionales de reticulaciéon (véase, por ejemplo, eds. Blackburn, G. y Gait, M. "DNA and RNA structure" en
Nucleic Acids in Chemistry and Biology (1996). Los marcadores incluyen aquellos marcadores que efectuan la
separacion o inmovilizacion de una molécula por captura especifica o no especifica, por ejemplo, biotina, digoxigenina
y otros haptenos (véase, por ejemplo, Andrus, 1995).

En algunos modos de realizacion, sondas diferentes comprenden marcadores detectables y diferentes que son
distinguibles entre si. Por ejemplo, en determinados modos de realizacion, los marcadores son fluoréforos diferentes
que pueden emitir luz a diferentes longitudes de onda que se pueden resolver espectralmente (por ejemplo, 4
fluoréforos coloreados de forma diferente); determinadas de dichas sondas marcadas son conocidas en la técnica y
se describen anteriormente, y en la pat. de EE. UU. n.° 6.140.054 y Saiki et al., 1986.

En algunos modos de realizacién, se usa un marcador detectable para determinar la presencia, ausencia, abundancia
relativa y/o cantidad de una molécula de acido nucleico diana después de la finalizacién de una reacciéon de
amplificacién. En algunos modos de realizacién, el marcador detectable es una sonda. En algunos modos de
realizacidn, se usa una pluralidad de sondas diferentes para detectar simultaneamente una pluralidad de productos
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de amplificaciéon de moléculas de acido nucleico diana diferentes. Las sondas se pueden unir a una superficie sélida,
tal como una microesfera o una matriz. Las sondas en una matriz se pueden disponer de modo que la localizacion de
cada sonda sea conocida y que la deteccion de la hibridacién de un producto de amplificacién a la sonda identifique
el producto de amplificacién. Se proporcionan ejemplos de sondas y matrices utiles en la deteccion y/o cuantificacion
de moléculas de ARN no codificante en los documentos US20080045418 y US20080312099.

Los procedimientos divulgados en el presente documento son aplicables para producir secuencias complementarias
de cualquier tipo de moléculas de 4cido nucleico diana, incluyendo, pero sin limitarse a, ADN. En algunos modos de
realizacién, el polinucledtido diana es una molécula de ARN. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana
es una molécula de ARN no codificante. En algunos modos de realizacion, la molécula de ARN no codificante se
selecciona del grupo que consiste en: una molécula de microARN maduro, una molécula de pre-microARN, una
molécula de microARN primario, una molécula de ARNip, una molécula de piARN, un piwiARN, un ARNncl, un ARNr
y una molécula de ARNhc. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana tiene menos de 100 nt de longitud.
En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana tiene menos de 50 nt de longitud.

Las moléculas de ARN no codificante utiles como dianas para la amplificaciéon en cualquiera de los procedimientos
divulgados se pueden aislar de cualquier organismo, por ejemplo, un eucariota, o una parte del mismo, incluyendo
érganos, tejidos y/o células individuales, incluyendo células cultivadas. Se puede usar cualquier preparacion adecuada
que incluya un ARN diana, tal como ARN total, ARN pequefio purificado o muestras que contengan tanto ARN como
ADN. EI ARN se puede aislar de células por procedimientos que implican la lisis de las células y pueden implicar
ademas la desnaturalizacién de las proteinas contenidas en las mismas. Las células de las que se extrae el ARN
pueden ser células naturales, células naturales manipuladas, células modificadas y células modificadas manipuladas,
en las que la manipulacion incluye, pero no se limita a, tratamiento farmacolégico.

Las moléculas de ADN corto utiles como dianas para la amplificacién en los procedimientos de la invencién se pueden
aislar de cualquier organismo, por ejemplo, un eucariota, o una parte del mismo, incluyendo 6rganos, tejidos y/o células
individuales, incluyendo células cultivadas, usando etapas estadndar adicionales conocidas en la técnica para retirar
parte o todo el ADN. Los procedimientos para la lisis celular y extraccion de acidos nucleicos son bien conocidos en
la técnica. Los ejemplos no limitantes de dichos procedimientos incluyen los siguientes. La lisis celular se puede lograr,
por ejemplo, con un detergente no idnico, seguido de microcentrifugacion para retirar los nucleos y de ahi la mayor
parte del ADN celular. EI ARN se puede extraer de células de los diversos tipos de interés usando lisis con tiocianato
de guanidinio seguida de centrifugacion con CsCl para separar el ARN del ADN (véase Chirgwin et al., 1979,
Biochemistry 18:5294-5299). La extraccion de ARN y el aislamiento opcional de ADN también se pueden lograr por
extraccion organica, por ejemplo, con fenol, fenol/cloroformo/alcohol isoamilico o formulaciones similares, incluyendo
TRIzol (Invitrogen) y TriReagent (Applied Biosystems). Otros ejemplos no limitantes de técnicas de extraccion
incluyen: (1) extraccion organica seguido de precipitacion con etanol, por ejemplo, usando un reactivo organico de
fenol/cloroformo (Ausubel et al., 1993), en determinados modos de realizacion, usando un extractor de acido nucleico
automatizado, por ejemplo, el extractor de ADN, modelo 341, disponible de Applied Biosystems (Carlsbad, Calif.); (2)
procedimientos de adsorcidon en fase estacionaria (pat. de EE. UU. n.° 5.234.809; Walsh et al., 1991); y (3)
procedimientos de precipitacién de acidos nucleicos inducida por sales (Miller et al., (1988), denominandose
tipicamente dichos procedimientos de precipitacion procedimientos de "desalacion". En determinados modos de
realizacién, los procedimientos de aislamiento anteriores pueden estar precedidos por una etapa de digestiéon
enzimatica para ayudar a eliminar la proteina no deseada de la muestra, por ejemplo, digestiéon con proteinasa K u
otras proteasas similares. Véase, por ejemplo, la pat. de EE. UU. n.° 7.001.724. Si se desea, se pueden afadir
inhibidores de RNasa al tampén de lisis. Para determinados tipos de células, puede ser deseable anadir una etapa de
desnaturalizacidn/digestion de proteinas al protocolo. Las muestras que contienen ARN pueden comprender una
multiplicidad de moléculas de ARN diferentes, teniendo cada molécula de ARN diferente una secuencia de nucledtidos
diferente.

El procedimiento objeto es, en particular, util para amplificar secuencias diana cortas, incluyendo moléculas de ARN
corto. El cebador en bucle, con la longitud afiadida de la secuencia de conector D, afiade longitud a la primera
secuencia complementaria para la amplificacién posterior. En algunos modos de realizacion, el polinucleétido diana
tiene menos de 100 nt, 90 nt, 80 nt, 70 nt, 60 nt, 50 nt, 40 nt, 30 nt, 20 nt o 15 nt de longitud.

Composiciones:

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicién para producir una secuencia complementaria a
una region en un polinucledtido diana en una muestra, comprendiendo la composiciéon un cebador en bucle, un
cebador directo y un cebador inverso, en la que: (a) el cebador en bucle que comprende una secuencia A, una
secuencia de conector y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia 3' en una unica hebra; en la que el cebador en
bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la
secuencia A y la secuencia A' en el polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B
y la secuencia B' en el polinucledtido diana, en la que la secuencia A' y la secuencia B' estan orientadas desde 5'
hacia 3' en el polinucleétido diana; (b) el cebador inverso que presenta homologia de secuencia con una secuencia
en el polinucledtido diana localizada en 5' con respecto a la secuencia A'; y (c) el cebador directo que se hibrida
especificamente a una secuencia en la secuencia de conector.
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El cebador en bucle realizado en la composicion objeto puede ser cualquier cebador en bucle que tenga una o mas
caracteristicas divulgadas en la seccion anterior. Por ejemplo, un cebador en bucle comprende dos tramos de
complementariedad con el polinucleétido diana en sus dos extremos. La secuencia A usada en la composicion es el
tramo complementario en el extremo 5' del cebador en bucle, y la secuencia B usada en la composicion es el tramo
complementario en el extremo 3' del cebador en bucle. Estas dos secuencias, usadas en la composicion, se someten
a emparejamiento de bases con las secuencias A'y B' del polinucleétido diana, donde A' se situa mas hacia 5' que B'.
En otro ejemplo, las secuencias A'y B' estan muy cerca entre si, y estan separadas solo por una secuencia de N' en
el polinucledtido diana. En otros modos de realizacion, la secuencia Ay A' pueden tener al menos 2, 3,4, 5,6,7, 8,9
o 10 nucleétidos. En otros ejemplos, la secuencia B y B' pueden tener al menos 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19 o0 20 nucledtidos. La secuencia N' puede tener 1, 2, 3, 4 o 5 nucleétidos.

Cuando se desee, el cebador en bucle puede comprender cualquier otro rasgo caracteristico divulgado en la seccién
anterior. Por ejemplo, puede ser deseable disefar regiones de A' y B' que residan cerca del extremo 3' del
polinucleétido diana. Una seleccion de este tipo asegura que un numero suficiente de secuencias de polinucleétido
diana estén en 5' de la hibridacion A-A' y B-B' para incluirse en la primera secuencia complementaria. Por ejemplo, la
secuencia A tiene de aproximadamente 2 nt a aproximadamente 10 nt o de 2 nt a aproximadamente 5 nt de longitud
y la secuencia B tiene de aproximadamente 2 nt a aproximadamente 10 nt de longitud o de 2 nt a aproximadamente
5nt de longitud. En algunos modos de realizacién, la longitud combinada de las secuencias A y B es de
aproximadamente 5 nt a aproximadamente 20 nt, o de 5 nt a aproximadamente 15 nt, o de 5 nt a aproximadamente
10 nt. En algunos modos de realizacién, la longitud combinada de las secuencias A y B es suficiente para hibridarse
especificamente al polinucledtido diana para efectuar la extension del cebador en bucle. En algunos modos de
realizacion, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 %
complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A'y B' cuando se alinean de forma 6ptima. En algunos
modos de realizacién, una concatenacion lineal de las secuencias B y A es al menos un 90 %, 95 %, 99 % o 100 %
complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A'y B'. En algunos modos de realizacion, el extremo 3'
de la secuencia A' esta dentro de 1 nt a aproximadamente 5 nt de la secuencia B'.

En algunos modos de realizacién, el nimero de nucledtidos en la secuencia B puede ser mayor que el nimero de
nucledtidos en la secuencia A para incrementar la eficacia de modo que la hibridacién A-A' se detenga durante el
alargamiento de la extension del cebador desde el extremo 3' de la secuencia B. En algun modo de realizacion, la
secuencia A y B tienen la misma longitud en bases nucleotidicas, comprendiendo al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10,
pero no mas de aproximadamente 50 nucleétidos. En otro modo de realizacion, la secuencia A es de 2 nucleétidos y
la secuencia B es de 3 nucleétidos. En otro modo de realizacion, la secuencia A es de 2 nucleétidos y la secuencia B
es de 4 nucledtidos. En otro modo de realizacion, la secuencia A es de 3 nucledtidos y la secuencia B es de 4
nucleétidos.

El nimero de nucledtidos entre las secuencias A y B en el cebador en bucle, en general, se corresponde con la
longitud de la secuencia N'y N, lo que puede afectar a la eficacia de la extension de la polimerasa en el extremo 3' de
la secuencia B durante la sintesis de la primera hebra complementaria. En algunos modos de realizacion, el extremo
3' de la secuencia A' esta dentro de 1 nt a aproximadamente 10 nt, dentro de 1 nt a aproximadamente 5 nt o dentro
de 2 nt a aproximadamente 5 nt, del extremo 5' de la secuencia B'.

En algun modo de realizacion, los cebadores en bucle se disefian para detectar una variacion mononucleotidica. Por
ejemplo, un par de cebadores en bucle que difieran en una posicion de base en las secuencias A y B, de modo que
uno reconozca un alelo de la secuencia diana y el otro reconozca un alelo diferente de la secuencia diana. Los
cebadores en bucle también difieren en la secuencia de bucle D y se pueden amplificar y/o detectar selectivamente.

La secuencia de conector D en un cebador en bucle objeto, en general, se disefia para tener una longitud suficiente
para la hibridacién tanto de A-A' como de B-B', lo que, a su vez, incrementa la especificidad del cebador en bucle en
la unién a la diana de ARN pequefio correcta. En un modo de realizacién, la secuencia de conector tiene de
aproximadamente 5 a aproximadamente 100, de 10 a aproximadamente 80 o de 20 a aproximadamente 50
nucledtidos. En algunos otros modos de realizacion, la secuencia de conector tiene aproximadamente 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 o aproximadamente 100 nucleétidos de longitud.

Cuando se desee, la secuencia de conector usada en los procedimientos objeto o presente en las composiciones
objeto comprende uno o mas elementos de secuencia seleccionados del grupo que consiste en: una 0 mas secuencias
de cddigo de barras, una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccién, una o mas secuencias de
unioén a sonda oligonucleotidica o complementos de las mismas, una o mas secuencias de hibridaciéon a cebador de
secuenciacion o complementos de las mismas, y una combinacién de estas. En algunos modos de realizacion, la
secuencia de conector comprende una secuencia universal comun a multiples cebadores en bucle diferentes.

En algunos modos de realizacién, la secuencia de conector comprende secuencias Unicas para contribuir a la
deteccidn, cuantificacion posteriores de la secuencia complementaria producida del polinucleétido diana de interés.
Después de producir la primera secuencia de complemento, las porciones de la secuencia de conector son
complementarias al cebador directo. Por lo tanto, tener cddigos de barras especificos dentro de la secuencia de
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conector puede permitir que cebadores en bucle diferentes se amplifiquen, detecten o cuantifiquen por cebadores
directos diferentes, pero los mismos inversos. En algunos modos de realizacion, la secuencia A y B de un cebador en
bucle se puede unir a regiones ligeramente diferentes del mismo polinucleétido diana que la secuencia A y B de otro
cebador en bucle, lo que permite mayor especificidad y/o verificacion por el usuario. La amplificacién, deteccion y
cuantificacion posteriores de estos cebadores en bucle diferentes se puede facilitar por cebadores directos diferentes
que se unen de forma diferente debido a codigos de barras diferentes en la secuencia de conector.

En algunos modos de realizacioén, el conector comprende una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de
restriccion. Después de la amplificacion, la exactitud de la deteccién se puede mejorar notablemente con una digestion
con restriccion, de modo que solo los productos auténticos amplificados a partir de la primera secuencia de
complemento, que contienen el sitio de restriccion de la secuencia de conector, se escinden y tabulan para su
deteccion y cuantificacion.

En otros modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una o mas secuencias de uniéon a sonda
oligonucleotidica, complementos de secuencias de unidon a sonda oligonucleotidica, secuencias de hibridacion a
cebador o complementos de secuencias de hibridacion a cebador. Durante la amplificacion, las sondas adicionales
que se hibridan de una manera especifica de secuencia, como TagMan, o los cebadores adicionales que afiaden
especificidad de amplificacién, pueden utilizar estas secuencias para permitir una mayor garantia de amplificacion
exacta de la primera secuencia complementaria al polinucleétido diana.

En otros modos de realizacion, la secuencia de conector comprende una regiéon en comun con todos los cebadores
en bucle utilizados en una mezcla de reaccién. Dicha secuencia de conector comun a todos los cebadores en bucle
puede reducir el coste de deteccién y cuantificacion, puesto que las sondas posteriores (por ejemplo, TagMan), la
digestion enzimatica y sus secuencias, los cebadores directos y cualquier otro reactivo que actue sobre el cebador en
bucle pueden ser versatiles en su uso en muchos cebadores en bucle diferentes usados para detectar muchos
polinucleétidos diana diferentes.

En algunos modos de realizacion, la composicion objeto se prepara en forma deshidratada. En algunos modos de
realizacion, la composicidon objeto se envasa en un recipiente. Por ejemplo, el recipiente puede ser un pocillo, una
placa, un tubo, una camara, un matraz, un frasco, una jeringuilla, una cubeta de lectura, un chip o similares.

En algunos modos de realizacién, la composiciéon objeto se envasa como un kit que contiene uno cualquiera o mas
de los elementos divulgados en los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas y/o sistemas
anteriores. En algunos modos de realizacién, un kit comprende una composicion de la invencién, en uno o mas
recipientes. Por ejemplo, los kits pueden incluir uno o mas de los siguientes: uno o mas soportes sdlidos que
comprendan oligonucleétidos unidos a los mismos, uno o mas oligonucleétidos para la unién a un soporte sélido, uno
0 mas cebadores en bucle, uno o0 mas cebadores de amplificacién, reactivos para utilizar cualquiera de estos e
instrucciones para usar cualquiera de estos. En algunos modos de realizacion, el kit comprende ademas uno o mas
de: (a) una ADN ligasa, (b) una ADN polimerasa dependiente de ADN, (c) una ADN polimerasa dependiente de ARN,
(d) cebadores aleatorios, (e) ADN polimerasa dependiente que tiene actividad exonucleasa desde 3' hacia 5', (f) una
pluralidad de cebadores, teniendo cada cebador una de una pluralidad de secuencias seleccionadas, (g) una ADN
cinasa, (h) una ADN exonucleasa, (i) microesferas magnéticas y (j) uno o mas tampones adecuados para uno o mas
de los elementos contenidos en el kit. Los cebadores, otros oligonucleétidos y reactivos pueden ser, sin limitacion,
cualquiera de los descritos en el presente documento. Los elementos del kit se pueden proporcionar ademas, sin
limitacién, en cualquier cantidad y/o combinacién (tal como en el mismo kit 0 mismo recipiente). Los kits pueden
comprender ademas agentes adicionales para su uso de acuerdo con los procedimientos de la invencion. Los
elementos del kit se pueden proporcionar en cualquier recipiente adecuado, incluyendo, pero sin limitarse a, tubos de
ensayo, viales, matraces, frascos, ampollas, jeringuillas o similares. Los agentes se pueden proporcionar en una forma
que se pueda usar directamente en los procedimientos de la invencién, o en una forma que requiera preparacién antes
de su uso, tal como en la reconstitucion de agentes liofilizados. Los agentes se pueden proporcionar en alicuotas para
un Unico uso o como reservas a partir de las que se puedan obtener multiples usos, tal como en una serie de
reacciones.

En un modo de realizacién, el kit puede comprender una mezcla de reacciéon que comprende uno o mas de los
siguientes componentes: un polinucleétido diana, un cebador en bucle divulgado en el presente documento, un
cebador directo, un cebador inverso y una polimerasa para proporcionar una cantidad detectable de un amplicén, en
el que el polinucledtido diana tiene menos de aproximadamente 100 nt de longitud.

Cuando se desee, los componentes de un kit objeto se pueden envasar en medios acuosos o bien en forma liofilizada,
en un recipiente. Cuando exista mas de un componente en el kit, el kit también contendra, en general, un segundo,
tercer u otro recipiente adicional en el que los componentes adicionales se puedan disponer por separado. Sin
embargo, pueden estar comprendidas diversas combinaciones de componentes en uno o mas viales. Los kits de la
presente invencion tipicamente también incluiran un recipiente para contener cebadores, sondas, tampén, diluyente
y/o cualquier otro recipiente con reactivo en un espacio cerrado para la venta comercial. Dichos recipientes pueden
incluir recipientes de plastico moldeados por inyeccién o soplado en los que se retengan los viales deseados. Cuando
los componentes del kit que comprende la composicién para producir una secuencia complementaria a una regién en
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un polinucledétido diana se proporcionan en una o mas soluciones liquidas, la solucién liquida tipicamente es una
solucién acuosa, siendo, en particular, preferente una solucién acuosa estéril. Sin embargo, los componentes del kit
se pueden proporcionar como polvo(s) seco(s). Cuando los reactivos y/o componentes se proporcionan como un polvo
seco, el polvo se puede reconstituir por la adicién de un disolvente adecuado. Se contempla que el disolvente también
se pueda proporcionar en otros medios de recipiente.

En algunos modos de realizacidn, un kit objeto incluye instrucciones para los usuarios en cuanto como usar los
componentes del kit para producir una secuencia complementaria a una region en un polinucleétido diana.

Cuando se desee, un kit objeto puede comprender ademas uno o mas marcadores detectables para posibilitar la
supervision de la acumulacién de productos de amplificacion, tal como en tiempo real. Los ejemplos no limitantes de
marcadores detectables se describen anteriormente e incluyen tintes, tales como tinte SYBR verde o tinte BEBO, que
se unen de forma preferencial o exclusiva a ADN bicatenario durante una etapa de amplificacién por PCR. En otros
modos de realizacién, el kit puede incluir un primer y/o segundo cebador que incluya un fluoréforo y extintor para medir
la cantidad de productos de amplificacion por PCR. En algunos modos de realizacién, el kit comprende ademas una
sonda de cualquiera de las clases descritas anteriormente para detectar el progreso o los productos de una reaccion
de amplificacion.

Un kit objeto puede comprender ademas uno o mas reactivos necesarios para producir una secuencia complementaria
a una region en un polinucleétido diana. Por ejemplo, un kit puede comprender cualquier ADN polimerasa dependiente
de ARN que se pueda usar para sintetizar las primeras moléculas de ADN. Los ejemplos no limitantes de ADN
polimerasas dependientes de ARN incluyen retrotranscriptasas (RT) derivadas del virus de la leucemia murina de
Moloney (MMLV-RT), virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT), virus de la leucemia bovina (BLV-RT), virus del
sarcoma de Rous (RSV-RT), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH-RT), virus asociado a Rous (RAV-RT), virus
asociado a mieloblastosis (MAV-RT) u otro virus del sarcoma-leucosis aviar (ASLV-RT), polimerasa de Z05 de
Thermus, polimerasa delta Z05 y cualquier version modificada o derivado de las mismas. En algunos modos de
realizacion, el ADN dependiente de ARN carece de actividad RNasaH (por ejemplo, SUPERSCRIPT llI™, vendido por
Invitrogen, 1600 Faraday Avenue, apartado de correos 6482, Carlsbad, Calif. 92008). En algunos modos de
realizacion, la enzima que tiene actividad ADN polimerasa dependiente de ARN también tiene actividad ADN
polimerasa dependiente de ADN, y se usa tanto para las etapas de retrotranscripcion como de amplificacién en la
mezcla de reaccion.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una mezcla de reaccién para producir una secuencia
complementaria a una regién en un polinucleétido diana en una muestra, comprendiendo la mezcla de reaccion un
cebador en bucle, un cebador directo y un cebador inverso, en la que: (a) el cebador en bucle que comprende una
secuencia A, una secuencia de conector y una secuencia B, orientadas desde 5' hacia 3' en una Unica hebra; en la
que el cebador en bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de
secuencia entre la secuencia A y la secuencia A' en el polinucledtido diana, y (ii) complementariedad de secuencia
entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en la que la secuencia A' y la secuencia B' estan
orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucleétido diana; (b) el cebador inverso que presenta homologia de secuencia
con una secuencia en el polinucleétido diana localizada en 5' con respecto a la secuencia A'; y (c) el cebador directo
que se hibrida especificamente a una secuencia en la secuencia de conector.

El polinucledtido diana usado en la mezcla de reaccion puede ser un ARN no codificante corto o cualquier otro ARN
corto, incluyendo un microARN, o cualquier otro polinucleétido diana descrito en la seccidon Procedimientos anterior.
De forma similar, cualquier cebador en bucle divulgado en el presente documento se puede usar en una mezcla de
reaccion. La eleccién de la secuencia particular del cebador en bucle dependera de la secuencia de polinucledtido
diana que se va a generar.

La mezcla de reaccion puede comprender reactivos necesarios para producir una secuencia complementaria a una
region en un polinucleétido diana en la muestra, incluyendo enzimas, tampones y similares. Por ejemplo, la mezcla
de reaccion puede comprender cualquier ADN polimerasa dependiente de ARN que se pueda usar para sintetizar las
primeras moléculas de ADN. Los ejemplos no limitantes de ADN polimerasas dependientes de ARN incluyen
retrotranscriptasas (RT) derivadas del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV-RT), virus de la mieloblastosis
aviar (AMV-RT), virus de la leucemia bovina (BLV-RT), virus del sarcoma de Rous (RSV-RT), virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-RT), virus asociado a Rous (RAV-RT), virus asociado a mieloblastosis (MAV-RT) u
otro virus del sarcoma-leucosis aviar (ASLV-RT), polimerasa de Z05 de Thermus, polimerasa delta Z05 y cualquier
version modificada o derivado de las mismas. En algunos modos de realizacion, el ADN dependiente de ARN carece
de actividad RNasaH (por ejemplo, SUPERSCRIPT IlI™, vendido por Invitrogen, 1600 Faraday Avenue, apartado de
correos 6482, Carlsbad, Calif. 92008). En algunos modos de realizacién, la enzima que tiene actividad ADN polimerasa
dependiente de ARN también tiene actividad ADN polimerasa dependiente de ADN, y se usa tanto para las etapas de
retrotranscripcion como de amplificacion en la mezcla de reaccion.

En algunos modos de realizacién, la mezcla de reaccion de la presente invencion comprende ademas tampones con

una sal de potasio (por ejemplo, cloruro de potasio), una sal de magnesio (por ejemplo, cloruro de magnesio), un
agente reductor (por ejemplo, ditiotreitol), desoxinucleésidos trifosfato (dNTP), detergente, nucleétidos o analogos
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nucleotidicos, y uno o mas marcadores detectables para supervisar la acumulacion de productos de amplificacion en
tiempo real.

En algunos modos de realizacion, la mezcla de reaccion para producir una secuencia complementaria a una region
en un polinucledtido diana en una muestra esta en un recipiente divulgado en el presente documento. En algunos
modos de realizacion, el recipiente es un pocillo, una placa, un tubo, una cdmara, una cubeta de lectura o un chip.

Los procedimientos y composiciones objeto son, en particular, Utiles para producir y amplificar moléculas de ADNc a
partir de moléculas diana de acido nucleico pequeio, tales como a partir de moléculas de miARN. Se puede medir la
cantidad de moléculas de ADN, lo que puede proporcionar una medicion de la cantidad de moléculas de acido nucleico
pequefio diana en el material de partida. Por ejemplo, los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion,
pruebas, kits y/o sistemas de la presente invencidn se pueden usar para medir la cantidad de moléculas de ARN no
codificante especifico (por ejemplo, moléculas de miARN especifico) en células vivas. Por ejemplo, la presente
invencion se puede usar para medir la cantidad de moléculas de ARN no codificante especifico (por ejemplo,
moléculas de miARN especifico) en tipos de células diferentes en un cuerpo vivo, produciendo de este modo un "atlas"
de la distribucién de moléculas de ARN no codificante especifico dentro del cuerpo. Ademas, la presente invencién se
puede usar para medir cambios en la cantidad de moléculas de ARN no codificante especifico (por ejemplo, moléculas
de miARN especifico) en respuesta a un estimulo, tal como en respuesta al tratamiento de una poblacion de células
vivas con un farmaco.

Los modos de realizacion de los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccién, pruebas, kits y/o sistemas
pueden ser Utiles para diagnosticar y/o evaluar una afeccion o potencial afecciéon en un paciente, que comprenden
medir la expresion de uno o mas acidos nucleicos pequefios, tales como un miARN, en una muestra de un paciente.
Una diferencia en la expresion en la muestra de un paciente y una referencia, tal como la expresién en una muestra
normal o no patoldgica, puede ser indicativa de una enfermedad patoldgica o afeccion cancerosa, o riesgo de la
misma. Se puede tomar una muestra de un paciente que tiene o se sospecha que tiene una enfermedad o afeccion
patoldgica. En determinados aspectos, la muestra puede ser, pero no se limita a, tejido (por ejemplo, biopsia, en
particular, biopsia con aguja fina), sangre, suero, plasma, liquido pancreatico u otros liquidos corporales. La muestra
puede estar fresca, congelada, fijada (por ejemplo, fijada con formol), incluida (por ejemplo, incluida en parafina) o
una combinacioén de estas (por ejemplo, fijada con formol e incluida en parafina).

Los presentes procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas, kits y/o sistemas son de particular
interés en el cribado de diagndstico de muestras de acidos nucleicos pequefios para muchas enfermedades o
afecciones. En determinados modos de realizacion, los procedimientos de diagnéstico implican identificar uno o mas
ARN, tal como miARN, expresados de forma diferencial en una muestra que sean indicativos de una enfermedad o
afeccion (muestra no normal). En determinados modos de realizacion, diagnosticar una enfermedad o afeccion implica
detectar y/o cuantificar un ARN no codificante expresado (y opcionalmente uno o mas ARN codificantes). En algunos
modos de realizacion, los procedimientos de la invencién se usan para comparar la presencia, ausencia, abundancia
relativa y/o cantidad de ARN no codificante entre una o mas muestras relacionadas con una afeccion y una o mas
muestras no relacionadas con una afeccion y, de este modo, establecer correlaciones entre la presencia, ausencia,
abundancia relativa y/o cantidad de uno o mas ARN no codificantes y la afeccion. Los ARN correlacionados con un
fenotipo de enfermedad se denominan "biomarcadores". En determinados modos de realizacién, la invencién
proporciona la deteccién de amplicones que son mas cortos (por ejemplo, <30 nt) que por los procedimientos de PCR
con retrotranscriptasa cuantitativa (QRT-PCR) tradicionales que se basan en amplicones mas largos (por ejemplo, 60-
200 nt). Las muestras clinicas a menudo se someten a una degradacion extensa del ARN, lo que puede limitar la
sensibilidad de deteccidn si el tamafio del amplicén de la diana es de aproximadamente el mismo tamario que el ARN
degradado o mayor. El uso de amplicones mas cortos para detectar la diana mejora la probabilidad de que la diana
se amplifique exponencialmente incluso si esta altamente degradada. Ademas, el uso de amplicones especificos de
diana mas cortos para detectar ARN puede ofrecer una cuantificacion sensible de ARN en muestras incluidas en
parafina fijadas con formol (FFPE), donde el ARN se puede ver comprometido por modificaciones covalentes a través
del procedimiento de fijacién, asi como degradar por las altas temperaturas usadas en el procedimiento de inclusion.

La divulgaciéon también se puede usar para la deteccién de acidos nucleicos en enfermedades infecciosas, tales como
virus ARN, tales como VIH, VHC y otros microbios. La invencion también puede tener utilidad para la deteccion de
ARN no codificante especifico de enfermedad en enfermedades tales como leucemia, donde el conocimiento del
biomarcador preciso puede tener valor pronéstico, asi como la orientacion en la toma de decisiones terapéuticas y
otros aspectos del tratamiento de la enfermedad, tales como como predecir la reactividad a un tratamiento
seleccionado.

En particular, los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas, kits y/o sistemas de la presente
divulgacion se pueden usar para evaluar muestras con respecto a enfermedades o afecciones que incluyen, pero no
se limitan a: enfermedad de Alzheimer, degeneracidon macular, pancreatitis crénica; cancer de pancreas; sida,
enfermedades autoinmunitarias (artritis reumatoide, esclerosis multiple, diabetes dependiente y no independiente de
insulina, lupus eritematoso diseminado y enfermedad de Graves); cancer (por ejemplo, maligno, benigno, metastasico,
precancer); enfermedades cardiovasculares (cardiopatia o arteriopatia coronaria, cardiopatia reumética, vy
hemorragica e isquémica con apoplejia); enfermedades del sistema nervioso; e infeccidon por microorganismos

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 832 748 T3

patégenos (dermatofitosis del pie, varicela, resfriado comun, enfermedades diarreicas, gripe, herpes genital, malaria,
meningitis, neumonia, sinusitis, enfermedades de la piel, faringoamigdalitis estreptocdcica, tuberculosis, infecciones
de las vias urinarias, infecciones vaginales, hepatitis virica); inflamacién (alergia, asma); enfermedades pridnicas (por
ejemplo, CJD, kuru, GSS, FFI).

Los canceres que se pueden evaluar por los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas, kits y/o
sistemas de la presente divulgacion incluyen células cancerosas que incluyen células y células cancerosas de la
vejiga, sangre, huesos, médula 6sea, cerebro, mama, colon, eséfago, aparato digestivo, encias, cabeza, rifion, higado,
pulmon, nasofaringe, cuello, ovario, pancreas, prostata, piel, estémago, testiculos, lengua o Utero. Ademas, el cancer
puede ser especificamente del siguiente tipo histoldgico, aunque no se limita a estos: neoplasia, maligna; carcinoma;
carcinoma, indiferenciado; carcinoma giganto y fusocelular; carcinoma microcitico; carcinoma papilar; carcinoma
epidermoide; carcinoma linfoepitelial; carcinoma basocelular; pilomatrix carcinoma; carcinoma de células de
transicion; carcinoma de células de transicion papilar; adenocarcinoma; gastrinoma, maligno; colangiocarcinoma;
carcinoma hepatocelular; carcinoma hepatocelular y colangiocarcinoma combinados; adenocarcinoma trabecular;
carcinoma quistico adenoide; adenocarcinoma en pdlipo adenomatoso; adenocarcinoma, poliposis coli familiar;
carcinoma sélido; tumor carcinoide, maligno; adenocarcinoma branquioloalveolar; adenocarcinoma papilar; carcinoma
cromofobo; carcinoma acidoéfilo; adenocarcinoma oxifilo; carcinoma basodfilo; adenocarcinoma de células claras;
carcinoma de células granulares; adenocarcinoma folicular; adenocarcinoma papilar y folicular; carcinoma
esclerosante no encapsulante; carcinoma cortical suprarrenal; carcinoma endometrioide; carcinoma de anejos
cutaneos; adenocarcinoma apocrino; adenocarcinoma sebaceo; adenocarcinoma ceruminoso; carcinoma
mucoepidermoide; cistadenocarcinoma; cistadenocarcinoma papilar; cistadenocarcinoma seroso papilar;
cistadenocarcinoma mucinoso; adenocarcinoma mucinoso; carcinoma de células en anillo de sello; carcinoma de
conducto infiltrante; carcinoma medular; carcinoma lobulillar; carcinoma inflamatorio; enfermedad de Paget, mamaria;
carcinoma de células acinares; carcinoma adenoepidermoide; adenocarcinoma con metaplasia epidermoide; timoma,
maligno; tumor estromal de ovario, maligno; tecoma, maligno; tumor de células de la granulosa, maligno;
androblastoma, maligno; carcinoma de células de Sertoli; tumor de células de Leydig, maligno; tumor de células
lipidicas, maligno; paraganglioma, maligno; paraganglioma extramamario, maligno; feocromocitoma;
glomangiosarcoma; melanoma maligno; melanoma amelandético; melanoma de extension superficial; melanoma
maligno en nevo pigmentado gigante; melanoma de células epitelioides; nevo azul, maligno; sarcoma; fibrosarcoma;
histiocitoma fibroso, maligno; mixosarcoma; liposarcoma; leiomiosarcoma; rabdomiosarcoma; rabdomiosarcoma
embrionario; rabdomiosarcoma alveolar; sarcoma estromal; tumor mixto, maligno; tumor mixto mulleriano;
nefroblastoma; hepatoblastoma; carcinosarcoma; mesenquimoma, maligno; tumor de Brenner, maligno; tumor filodes,
maligno; sarcoma sinovial; mesotelioma, maligno; disgerminoma; carcinoma embrionario; teratoma, maligno; bocio de
ovario, maligno; coriocarcinoma; mesonefroma, maligno; hemangiosarcoma; hemangioendotelioma, maligno;
sarcoma de Kaposi; hemangiopericitoma, maligno; linfangiosarcoma; osteosarcoma; osteosarcoma yuxtacortical;
condrosarcoma; condroblastoma, maligno; condrosarcoma mesenquimatoso; tumor gigantocelular de hueso; sarcoma
de Ewing; tumor odontogénico, maligno; odontosarcoma ameloblastico; ameloblastoma, maligno; fibrosarcoma
ameloblastico; pinealoma, maligno; cordoma; glioma, maligno; ependimoma; astrocitoma; astrocitoma protoplasmico;
astrocitoma fibrilar; astroblastoma; glioblastoma; oligodendroglioma; oligodendroblastoma; neuroectodérmico
primitivo; sarcoma cerebeloso; ganglioneuroblastoma; neuroblastoma; retinoblastoma; tumor neurégeno olfatorio;
meningioma, maligno; neurofibrosarcoma; neurilemoma, maligno; tumor de células granulares, maligno; linfoma
maligno; enfermedad de Hodgkin; linfoma de Hodgkin; paragranuloma; linfoma maligno, linfocitico pequefio; linfoma
maligno, células grandes, difuso; linfoma maligno, folicular; micosis fungoide; otros linfomas no hodgkinianos
especificados; histiocitosis maligna; mieloma multiple; sarcoma de mastocitos; enfermedad inmunoproliferativa del
intestino delgado; leucemia; leucemia linfocitica; leucemia de células plasmaticas; eritroleucemia; leucemia de células
de linfosarcoma; leucemia mieldgena; leucemia basdfila; leucemia eosindfila; leucemia monocitica; leucemia de
mastocitos; leucemia megacarioblastica; sarcoma mielégeno; y tricoleucemia. Ademas, el ARN se puede evaluar en
precanceres, tales como metaplasia, displasia e hiperplasia.

Se contempla especificamente que la presente divulgacion se puede usar para evaluar diferencias entre estadios de
una enfermedad, tales como entre hiperplasia, neoplasia, precancer y cancer, o entre un tumor primario y un tumor
metastatizado. Ademas, se contempla que también se puedan comparar muestras que tengan diferencias en la
actividad de determinadas vias. Estas vias incluyen las siguientes y aquellas que implican los siguientes factores:
respuesta a anticuerpos, apoptosis, sefializacion de calcio/NFAT, ciclo celular, migracion celular, adhesion celular,
division celular, citocinas y receptores de citocinas, metabolismo de farmacos, factores de crecimiento y receptores
de factores de crecimiento, respuesta inflamatoria, sefializacién de insulina, sefializacion de NFk-B, angiogénesis,
adipogénesis, adhesion celular, infeccion virica, infeccion bacteriana, senescencia, motilidad, transporte de glucosa,
respuesta al estrés, oxidacién, envejecimiento, extensién telomérica, acortamiento telomérico, transmisién neural,
coagulacion sanguinea, diferenciacion de células madre, sefializacion de receptores acoplados a proteina G (GPCR)
y activacién de p53.

Las vias celulares que se pueden evaluar usando los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas,
kits y/o sistemas de la presente divulgacién también incluyen, pero no se limitan a, las siguientes: una via de adhesion
o motilidad, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellas que implican AMP ciclico, proteina cinasa A, receptores
acoplados a proteina G, adenilil ciclasa, L-selectina, E-selectina, PECAM, VCAM-1, a-actinina, paxilina, cadherinas,
AKT, integrina-a, integrina-f, RAF-1, ERK, PI-3 cinasa, vinculina, metaloproteinasas de la matriz, Rho GTPasas, p85,
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factores trefoil, profilina, FAK, MAP cinasa, Ras, caveolina, calpaina-1, calpaina-2, receptor del factor de crecimiento
epidérmico, ICAM-1, ICAM-2, cofilina, actina, gelsolina, RhoA, RAC 1, cinasa de cadena ligera de miosina, receptor
del factor de crecimiento derivado de plaquetas o ezrina; cualquier via de apoptosis, incluyendo, pero sin limitarse a,
aquellas que implican AKT, ligando para Fas, NFkB, caspasa-9, PI3 cinasa, caspasa-3, caspasa-7, ICAD, CAD,
EndoG, granzima B, Bad, Bax, Bid, Bak, APAF-1, citocromo C, p53, ATM, Bcl-2, PARP, Chk1, Chk2, p21, c-Jun, p73,
Rad51, Mdm2, Rad50, c-Abl, BRCA-1, perforina, caspasa-4, caspasa-8, caspasa-6, caspasa-1, caspasa-2, caspasa-
10, Rho, Jun cinasa, Jun cinasa cinasa, R1p2, lamina-A, lamina-B1, lamina-B2, receptor Fas, H202, granzima A,
NADPH oxidasa, HMG2, CD4, CD28, CD3, TRADD, IKK, FADD, GADDA45, receptor de muerte DR3, receptor de
muerte DR4/5, FLIP, APO-3, GRB2, SHC, ERK, MEK, RAF-1, AMP ciclico, proteina cinasa A, E2F, proteina de
retinoblastoma, Smac/Diablo, receptor de ACH, 14-3-3, FAK, SODD, receptor de TNF, RIP, ciclina-D1, PCNA, Bcl-XL,
PIP2, PIP3, PTEN, ATM, Cdc2, proteina cinasa C, calcineurina, IKKa, IKKB, IKKy, SOS-1, c-FOS, Traf-1, Traf-2, IkBp
o el proteasoma; cualquier via de activacion celular, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellas que implican proteina
cinasa A, oxido nitrico, caveolina-1, actina, calcio, proteina cinasa C, Cdc2, ciclina B, Cdc25, GRB2, proteina cinasa
SRC, factores de ribosilacion de ADP (ARF), fosfolipasa D, AKAP95, p68, Aurora B, CDK1, Eg7, histona H3, PKAc,
CD80, PI3 cinasa, WASP, Arp2, Arp3, p16, p34, p20, PP2A, angiotensina, enzima convertidora de angiotensina,
receptor activado por proteasa 1, receptor activado por proteasa 4, Ras, RAF-1, PLCB, PLCy, COX-1, receptores
acoplados a proteina G, fosfolipasa A2, IP3, SUMO1, SUMO 2/3, ubicuitina, Ran, Ran-GAP, Ran-GEF, p53,
glucocorticoides, receptor de glucocorticoides, componentes del complejo SWI/SNF, RanBP1, RanBP2, importinas,
exportinas, RCC1, CD40, ligando para CD40, p38, IKKa, IKKB, NFkB, TRAF2, TRAF3, TRAF5, TRAFG, IL-4, receptor
de IL-4, CDKS5, factor de transcripcion AP-1, CD45, CD4, receptores de linfocitos T, MAP cinasa, factor de crecimiento
nervioso, receptor del factor de crecimiento nervioso, c-Jun, c-Fos, Jun cinasa, GRB2, SOS-1, ERK-1, ERK, JAK2,
STAT4, IL-12, receptor de IL-12, éxido nitrico sintasa, TYK2, IFNy, elastasa, IL-8, epitelinas, IL-2, receptor de IL-2,
CD28, SMAD3, SMAD4, TGFB o receptor de TGFpB; cualquier via de regulacion del ciclo celular, sefalizacién o
diferenciacion, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellas que implican TNF, proteina cinasa SRC, Cdc2, ciclina B,
Grb2, Sos-1, SHC, p68, Aurora cinasas, proteina cinasa A, proteina cinasa C, Eg7, p53, ciclinas, cinasas dependientes
de ciclina, factor de crecimiento neural, factor de crecimiento epidérmico, proteina de retinoblastoma, ATF-2, ATM,
ATR, AKT, CHK1, CHK2, 14-3-3, WEE1, CDC25, CDCS8, proteinas del complejo de reconocimiento de origen, p15,
p16, p27, p21, ABL, c-ABL, SMAD, ubicuitina, SUMO, proteinas de choque térmico, Wnt, GSK-3, angiotensina, p73
por cualquier PPAR, TGFa, TGFB, p300, MDM2, GADDA45, Notch, cdc34, BRCA-1, BRCA-2, SKP1, el proteasoma,
CUL1, E2F, p107, hormonas esteroideas, receptores de hormonas esteroideas, IkBa, kBB, Sin3A, proteinas de
choque térmico, Ras, Rho, ERK, IKK, PI3 cinasa, Bcl-2, Bax, PCNA, MAP cinasas, dineina, RhoA, PKAc, AMP ciclico,
FAK, PIP2, PIP3, integrinas, trombopoyetina, Fas, ligando para Fas, PLK3, MEK, JAK, STAT, acetilcolina, paxilina
calcineurina, p38, importinas, exportinas, Ran, Rad50, Rad51, ADN polimerasa, ARN polimerasa, Ran-GAP, Ran-
GEF, NuMA, Tpx2, RCC1, Sonic Hedgehog, Crml, patched (Ptc-1), MPF, CaM cinasas, tubulina, actina, proteinas
asociadas a cinetocoro, proteinas de unién a centromero, telomerasa, TERT, PP2A, c-MYC, insulina, receptores de
linfocitos T, receptores de linfocitos B, CBP, IKB, NFkB, RAC1, RAF1, EPO, diacilglicerol, c-Jun, c-Fos, Jun cinasa,
factores inducibles por hipoxia, GATA4, B-catenina, a-catenina, calcio, arrestina, survivina, caspasas, procaspasas,
CREB, CREM, cadherinas, PECAM, corticoesteroides, factores estimulantes de colonias, calpainas, adenilil ciclasa,
factores de crecimiento, 6xido nitrico, receptores transmembranarios, retinoides, proteinas G, canales i6nicos,
activadores transcripcionales, coactivadores transcripcionales, represores transcripcionales, interleucinas, vitaminas,
interferones, correpresores transcripcionales, el poro nuclear, nitrégeno, toxinas, protedlisis o fosforilacion; cualquier
via metabdlica, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellas que implican la biosintesis de aminoacidos, oxidacion de
acidos grasos, biosintesis de neurotransmisores y otras moléculas de sefializacion celular, biosintesis de poliaminas,
biosintesis de lipidos y esfingolipidos, catabolismo de aminoacidos y nutrientes, sintesis de nucleétidos, eicosanoides,
reacciones de transporte de electrones, degradacion asociada a ER, glucdlisis, fibrindlisis, formaciéon de cuerpos
cetdnicos, formacion de fagosomas, metabolismo del colesterol, regulacion de la ingesta de alimentos, homeostasis
energética, activacion de protrombina, sintesis de lactosa y otros azicares, multirresistencia, biosintesis de
fosfatidilcolina, el proteasoma, proteina precursora amiloidea, Rab GTPasas, sintesis de almidén, glucosilacion,
sintesis de fosfoglicéridos, vitaminas, el ciclo del acido citrico, receptor de IGF-1, el ciclo de la urea, transporte
vesicular o vias de rescate. Se contempla ademas que las moléculas de acidos nucleicos de la divulgacion se puedan
emplear en procedimientos de diagndstico y terapéuticos con respecto a cualquiera de las vias o factores anteriores.
Por tanto, en algunos modos de realizacién, el ARN no codificante se puede expresar de forma diferencial con respecto
a una o mas de las vias o factores anteriores.

Los rasgos fenotipicos también incluyen caracteristicas tales como longevidad, morbilidad, apariencia (por ejemplo,
calvicie, obesidad), fuerza, velocidad, resistencia, fertilidad, susceptibilidad o receptividad a farmacos o tratamientos
terapéuticos particulares (eficacia farmacoldgica) y riesgo de toxicidad farmacoldgica. Las muestras que difieren en
estos rasgos fenotipicos también se pueden evaluar usando los procedimientos descritos.

En determinados modos de realizacion de los procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas, kits y/o
sistemas de la presente divulgacion, se pueden generar perfiles de acidos nucleicos para evaluar y correlacionar esos
perfiles con la farmacocinética. Por ejemplo, se pueden crear y evaluar perfiles de ARN para las muestras de tumores
y de sangre del paciente antes de que se trate al paciente o durante el tratamiento para determinar si existen ARN en
los que su expresion se correlaciona con el desenlace clinico del paciente. La identificacion de ARN diferenciales
puede dar lugar a un ensayo de diagnéstico que los implique que se pueda usar para evaluar muestras de tumores
y/o sangre para determinar qué farmacoterapia se debe proporcionar al paciente. Ademas, los procedimientos se
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pueden usar para identificar o seleccionar pacientes adecuados para un ensayo clinico particular. Si se determina que
un perfil de ARN esta correlacionado con la eficacia farmacoldgica o toxicidad farmacolégica, eso puede ser pertinente
para si ese paciente es un paciente apropiado para recibir el farmaco o para una dosificacion particular del farmaco.

En otro aspecto, la presente divulgacion proporciona un sistema para detectar un polinucleétido diana en una muestra,
comprendiendo el sistema: (a) un ordenador configurado para recibir una solicitud de un cliente para realizar una
reaccion de deteccion en una muestra; (b) un sistema de amplificacion que realiza una reaccion de amplificacion de
acido nucleico en una mezcla de reaccién de la reivindicacion 37 para producir un producto amplificado; y (c) un
generador de informes que envia un informe a un destinatario, en el que el informe contiene resultados para la
deteccién de una sefial de deteccion correspondiente a la cantidad del producto amplificado. En un modo de
realizacion, el destinatario es el cliente. En algunos modos de realizacion, un medio legible por ordenador que
comprende cddigos que, tras la ejecucion por uno o méas procesadores, implementan un procedimiento de deteccion
de un polinucledtido diana en una muestra, comprendiendo el procedimiento: (a) recibir una solicitud de un cliente
para realizar una reaccion de deteccion en una muestra; (b) realizar una reacciéon de amplificacién de acido nucleico
en una mezcla de reaccion de la reivindicacion 40 para producir un producto amplificado; y (c) generar un informe que
contenga los resultados para la detecciéon de una sefial de deteccion correspondiente a la cantidad del producto
amplificado.

En algunos modos de realizacion, el sistema comprende ademas una pagina web configurada para aceptar una oferta
de adquisicion de un servicio de deteccion, cuantificacién o amplificacion de acido nucleico. En algunos modos de
realizacion, el formato es electronico, por ejemplo, una pagina web. En algunos modos de realizacioén, el sistema
comprende ademas una pantalla que muestra remisiones a un orientador y/u otro profesional médico (por ejemplo,
genetistas médicos u obstetra/ginecélogo) en base a la informacion facilitada.

Internet y la red informatica mundial ofrecen acceso a y distribucion de informacién. En algunos modos de realizacién,
un sitio web puede ser, en particular, adecuado para proporcionar eficazmente diversas funcionalidades para permitir
que los clientes adquieran un servicio de deteccion, cuantificacion o amplificacién de acido nucleico. El sistema
tipicamente incluira un servidor en el que reside el sitio web. Los usuarios usan una interfaz conectada al servidor, tal
como un monitor de ordenador o una pantalla de teléfono, para interactuar con el sitio web haciendo clic o pasando el
cursor sobre enlaces que muestran informacion o dirigen al usuario a otra pagina web. Los sitios web tipicamente son
interactivos, lo que permite al usuario introducir informacién o una consulta y obtener una respuesta en la interfaz.

En algunos modos de realizacién de un sistema y procedimiento comercial, un sitio web puede permitir que un cliente
adquiera, gestione y vea los resultados de deteccion, cuantificaciéon o amplificaciéon de acido nucleico, asi como que
sepa mas en general de las consecuencias de estos resultados. Por ejemplo, un cliente puede ser un paciente que
busca saber si su perfil de ARN pequefio es indicativo de un perfil de enfermedad. A un cliente se le puede presentar
la oferta de adquirir un servicio de deteccién, cuantificacion o amplificacion de acido nucleico para determinar uno o
mas de: (i) el estado genético del cliente; (ii) la probabilidad de que el cliente desarrolle una o mas enfermedades o
rasgos; y (i) la probabilidad de que el cliente desarrolle una o mas enfermedades o rasgos, en base a variantes
genéticas causales identificadas en la muestra de acido nucleico del cliente.

Si el cliente elige adquirir un servicio de deteccién, cuantificacion o amplificacién de acido nucleico que usa los
procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas, kits y/o sistemas de la presente divulgacion, entonces
el cliente puede pagar una tasa, por ejemplo, a través de una transaccion con tarjeta de crédito en linea, a cambio de
servicios, consulta telefénica directa con el personal de la empresa y/o remisiones a profesionales médicos
pertinentes. Las pruebas y las remisiones se pueden pagar por una tasa en el punto de adquisicion o se pueden incluir
en una tasa de registro de usuario inicial. En algunos modos de realizacion, los servicios son gratuitos y los ingresos
se generan por la empresa anunciando otros productos junto con un producto particular. Por ejemplo, después de que
un cliente realice un pedido en linea, el pedido se envia a un servidor para su procesamiento. Una vez que se ha
verificado el pago, el servidor de procesamiento de pedidos puede enviar una notificacion electrénica a un proveedor
de envio para que remita un kit de recogida de acido nucleico al cliente. En un modo de realizacién, el kit de recogida
esta separado del servicio de deteccion, cuantificacion y/o amplificacion, o el usuario o cliente ya tiene u obtiene el kit
de recogida de acido nucleico de otra fuente. También se pueden enviar electrénicamente notificaciones de forma
periddica al cliente, que comprendan la confirmacién del pedido y actualizaciones sobre el estado del pedido y envio.
En algunos modos de realizaciéon de un procedimiento comercial, un cliente puede depositar una muestra en el kit de
recogida. Cualquier muestra que sea obvia para un experto en la técnica se puede depositar en o sobre un kit de
recogida. Una muestra puede ser cualquier material que contenga acido nucleico que se vaya a analizar que fuera
obvio para un experto en la técnica, tal como un liquido corporal, como saliva o sangre. A continuacion, el kit de
recogida se puede devolver a la empresa para su envio a un laboratorio o se puede devolver directamente a un
laboratorio para su procesamiento. Un laboratorio, interno dentro de la empresa, contratado para trabajar con la
empresa, o bien externo a la empresa, puede aislar los acidos nucleicos del cliente de la muestra proporcionada.
Después de que los acidos nucleicos se hayan aislado de la muestra, se puede usar un dispositivo (tal como un
aparato descrito en el presente documento) para detectar, amplificar y/o cuantificar su presencia. En algunos modos
de realizacion, no se tiene que aislar el acido nucleico de la muestra para detectar, cuantificar y/o amplificar los acidos
nucleicos.
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La informaciéon con respecto a los acidos nucleicos detectados, cuantificados y/o amplificados usando los
procedimientos, composiciones, mezclas de reaccion, pruebas, kits y/o sistemas se puede enviar electronicamente a
un servidor para su almacenamiento y procesamiento. Se puede ejecutar el codigo informatico en el servidor en la
informacion sobre los acidos nucleicos para deducir la informatica biomédica del cliente y/o para confirmar la presencia
de variantes genéticas causales y/o secuencias no objeto, si las hubiera. A continuacién, la informacién sobre los
acidos nucleicos procesada se puede enviar electronicamente a un servidor, donde se puede ejecutar el codigo
informatico en el servidor en la informacién sobre los acidos nucleicos procesada para predecir la probabilidad de que
el cliente tenga cada uno de una pluralidad de rasgos provocados por variantes genéticas causales que se haya
descubierto que estén presentes en la informacién sobre los acidos nucleicos procesada del cliente. A continuacion,
los resultados se pueden transmitir electrénicamente a un servidor para su almacenamiento.

En un ejemplo, se puede enviar una notificacion al cliente para avisar al cliente de la disponibilidad de los resultados.
La notificacion puede ser electrénica, incluyendo sus ejemplos no limitantes un mensaje de texto, un correo electrénico
u otro paquete de datos; o la notificaciéon puede ser no electrénica, incluyendo sus ejemplos no limitantes una llamada
telefénica de un orientador o comunicacion impresa, tal como un informe enviado a través del correo. Los resultados
proporcionados a un cliente pueden informar al cliente del estado de portador del cliente en cuanto a una o mas
enfermedades o rasgos y/o las posibilidades de que el cliente desarrolle una o mas enfermedades o rasgos. Después
de que el cliente haya recibido los resultados y las remisiones, el pedido del cliente se puede considerar completado
y los resultados y las remisiones pueden permanecer accesibles para el cliente a través de una cuenta de sitio web
en linea. A continuacion, el cliente puede elegir seguir ademas una remision fuera de linea si el cliente asi lo desea,
pero fuera del ambito del sitio web.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se dan para el propdsito de ilustrar diversos modos de realizacién de la divulgacién y no
pretenden limitar la presente invencién de ninguna manera. Los presentes ejemplos, junto con los procedimientos
descritos en el presente documento, son actualmente representativos de modos de realizacion preferentes, son
ejemplares, y no se pretenden como limitaciones del alcance de la invencion.

Ejemplo 1: descripcion esquematica de la estrategia novedosa para la cuantificacion de miARN

Una representacion esquematica ejemplar de un esquema de amplificacion de secuencia complementaria de la
invencion aparece en la FIG. 1. El cebador en bucle para RT contiene tres partes: la secuencia universal (indicada por
la linea que conecta la secuencia A y secuencia B), la secuencia complementaria al miARN en el extremo 5' del
cebador en bucle para RT (secuencia A) y la secuencia complementaria al miARN en el extremo 3' del cebador en
bucle para RT (secuencia B). La reaccién de RT comienza desde el extremo 3' del cebador en bucle para RT
(secuencia B) y genera una hebra de ADNc hibrida que contiene tanto miARN como secuencia universal. Esta RT con
el cebador en bucle especifico usa retrotranscriptasa en el caso de diana de ARN o extensiéon del cebador con
polimerasa en el caso de diana de ADN. La polimerasa detiene la hibridacién de la secuencia A al polinucleétido diana
en su producciéon de una secuencia complementaria a la regiéon en un polinucleétido diana en 5' de la region de
hibridacion de la secuencia B. Después de la RT, el ADNc hibrido se cuantifica por gPCR usando un cebador directo
que es complementario a la secuencia universal y un cebador inverso que es complementario a la secuencia especifica
de miARN.

Ejemplo 2: miARN diana y cebadores

Las secuencias de miARN hsa-let-7a-5p (VGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU  ndmero de acceso MIMAT0000062, 22 nt)
y hsa-let-7¢ (VGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU ' nymero de acceso MIMAT0000064, 22 nt) se obtuvieron del sitio
miRBASE: http://www.mirbase.org/index.shtml. La secuencia de la prueba con hsa-let-7x se gener6é reemplazando

una guanina de hsa-let-7a-5p por citosina (VGAGGUAGUACGUUGUAUAGUU, ' 22 nt). Los tres miARN sintéticos se
simplificaron como let-7a, let-7c y let-7x en este informe. Los oligonucleétidos de miARN sintético y cebadores se
adquirieron de Integrated DNA Technologies (IDT). Los cebadores se nombran y tienen secuencias enumeradas,
desde 5' hacia 3', como sigue: "3+3":

ACCCTGTTGCAGTGGCCAATCGAGGAGGTCGAGAGGCTGAGAGATA; vggr
ACCTCTGTTGCAGTGGCCAATCGAGGAGGTCGAGAGGCTGAGAGTATA, s, 5.
ACCTACTUGTTGCAGTGGCCAATCGAGGAGGTCGAGAGGCTGAGAGCTATA, voyge.
ACCTGTTGCAGTGGCCAATCGAGGAGGTCGAGAGGCTGAGAGTAT; nyygn
ACCTGTTGCAGTGGCCAATCGAGGAGGTCGAGAGGCTGAGAGTATA, n3,44n
ACCCTGTTGCAGTOGGCCAATCGAGGAGOTCGAGAGGCTGAGAGTATA.

Ejemplo 3: retrotranscripcién y gPCR

La solucion de reaccion de RT contenia 0,25 pg de oligonucledtidos de miARN sintético y cebador para RT 0,7 uM. El
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tampon de RT, dNTP, MgClz, RNaseOUT y RT Superscript® Ill se suministraron por el kit sistema de sintesis de
primera hebra Superscript® Il (Invitrogen por Life Technologies, 18080-051). La RT se realiz6 de acuerdo con la
instruccion del fabricante. En resumen, se incubaron 10 pl de soluciones de reaccién en un instrumento Bio-Rad CFX
a 37 °C, 42 °C o0 50 °C durante 50 min, seguido de 75 °C durante 15 min y, a continuacion, los rendimientos de RT se
mantuvieron a 4 °C.

Los rendimientos de RT se analizaron por un instrumento de electroforesis capilar (EC), el analizador de fragmentos
(Advanced Analytical Technologies) junto con el kit de analisis de ARN con sensibilidad (DNF-489-0500) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. La reaccion contenia cebador para RT, pero no se establecid ningin molde de
miARN como control de RT.

La gPCR se realiz6 usando TATAA SYBR® Grandmaster® Mix de acuerdo con la instruccion del fabricante. EI ADNc
generado de RT se diluyé a aproximadamente 108 copias/ul con tampoén TE-LPA (se suspendieron 8 pl de LPA en
10 ml de 1x Tris-EDTA). A continuacion, se afiadieron 1 yl de ADNc diluido y cebadores para PCR 5+5 Fp (universal,
CTACTGTTGCAGTGG, 22 nt) y 5+5 Rp (especifico de mARN, TGAGGTAGTAGGTTG. 22 nt) 200 nM a la solucién
de reaccion de PCR. Los numeros de copias de ADNc diana en la solucién de reaccion se calcularon por la siguiente
formula: copias de ADNc = conc. de molde de miARN (nM) x 6,022 x 1023/ (longitud de miARN x 650 x 10°). Los 10 pl
de solucién de reaccion se incubaron a 95 °C durante 1 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 5 s, 52 °C durante
30 sy 72 °C durante 10 s. Todas las reacciones se efectuaron por duplicado.

Ejemplo 4: validacion del procedimiento de RT

Para lograr la especificidad 6ptima de la cuantificacion de miARN, se propuso una nueva estrategia como se
ejemplifica en la FIG. 1. En primer lugar, el molde de ADNc hibrido se obtuvo por una retrotranscripcion con un cebador
que contenia una secuencia universal de 40 nt y una secuencia especifica de miARN de 5-10 nt. A continuacion, la
gPCR se realizé con un cebador directo universal y un cebador inverso especifico de miARN.

En este ensayo, tanto el extremo 5' como 3' de los cebadores para RT se solaparon con el miARN diana. Por lo tanto,
se plante6 una pregunta: cuantos nucleétidos de cebadores para RT se requieren para hibridarse con miARN diana
sin interferir en la actuacion de la retrotranscriptasa junto con el molde de miARN. Para abordar esta cuestion, se
sometieron a prueba cebadores para RT diferentes con diversos niumeros de nucleétidos complementarios al extremo
5'y 3'del miARN diana en el ejemplo 2.

Existe una RT eficaz por el cebador para RT "5+5". La reacciéon de RT se llevé a cabo en primer lugar a 50 °C. Se
aplicé el miARN sintético let-7a como molde y se analizaron los rendimientos de RT por EC. Después de la RT con el
cebador "5+5", se detectd un pico adicional con 18 nt mas que el cebador para RT en la FIG. 2 (parte A), en
comparacion con el control de RT que no contenia ningin molde de miARN en la FIG. 2 (parte B). En la FIG. 2 (parte
A), el pico del ADNc hibrido con aproximadamente 74 nt se indica con una flecha. La FIG. 2 (parte B) ilustra los
resultados de un control de RT que contenia cebador 5+5, pero no miARN. LM en la FIG. 2 indica el marcador escalera
de 20 nt. Este resultado indicé que el ADNc hibrido se generé por el cebador para RT "5+5".

La existencia del ADNc hibrido se confirmé ademas por gPCR con los cebadores para PCR 5+5 Fp y 5+5 Rp, como
se muestra en la FIG. 3 (parte A). La concentracion de cebadores para RT también fue importante para la exactitud
de la cuantificacion de miARN. Se descubrié que cuando la concentracién del cebador para RT 5+5 disminuy6 de 1,4
a 0,7 yM, mostré poca interferencia con la gPCR en direccién 3’ sin influir en el procedimiento de RT en la FIG. 3
(partes Ay B). En la FIG. 3 (parte A), el producto de RT se genero por el cebador para RT 5+5 0,7 yM. En la FIG. 3
(parte B), el producto de RT se genero por el cebador para RT 5+5 1,4 M. Para ambas partes Ay B de la FIG. 3, la
curva de amplificacion | fue el amplicon de ADNc hibrido y la curva de amplificacion 1l fue el amplicon de control de
RT.

Después de realizar la RT con otros cebadores enumerados en el ejemplo 2, ninguno de ellos generd el ADNc hibrido
a 50 °C. Considerando que la temperatura puede influir en el resultado de la RT, la RT se llevé a cabo a 37 °Cy 42 °C,
otras dos temperaturas de RT comunes usadas en los laboratorios. Como se muestra en la FIG. 4, el ADNc se generd
por el cebador 5+5 a ambas temperaturas. Por el contrario, todavia no se generé ADNc hibrido por otros pares de
cebadores a ninguna de estas 2 temperaturas sometidas a prueba. En la FIG. 4 (parte A), la RT se realiz6é a 42 °C.
Enla FIG. 4 (parte B), la RT se realizé a 37 °C. En la FIG. 4 (parte C), el control de RT contenia cebador 5+5, pero no
miARN. En la FIG. 4, los ADNc recién generados se indicaron con una flecha; LM indica el marcador escalera; y el
ARN se indica con 20 nt.

Una alta concentracién de cebadores para RT puede dar lugar a una lectura negativa falsa de EC al comprimir la sefal
de rendimiento de ADNc a UFR bajas. Por lo tanto, la concentracién de cebadores para RT se redujo de 0,7 M a
0,28 M. A continuacion, se observé un pico adicional que podria representar el rendimiento de ADNc hibrido después
de la RT con el cebador para RT 3+3 en la FIG. 5 (partes A y B). Para garantizar la existencia de ADNc hibrido, los
productos de RT se validaron por gPCR usando los cebadores 5+5 Fp y 5+5 Rp, y el valor de Cq fue solo 2,3 ciclos
mas que el del control de RT, como se observa en la FIG. 5 (parte C). En la FIG. 5 (parte A), se observé un pico
adicional en el analisis de EC que representaba el rendimiento de ADNc hibrido cuando la concentracion del cebador
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para RT 3+3 era de 1,4 uyM. En la FIG. 5 (parte B), se observé un pico adicional en el analisis de EC que representaba
el rendimiento de ADNc hibrido cuando la concentracién del cebador para RT 3+3 era de 2,8 yM. En la FIG. 5 (parte
C), el analisis de gPCR muestra que la curva de amplificacion | represent6 el amplicén del producto de RT generado
por el cebador 3+3 0,28 M y la curva de amplificacion Il representé el amplicén del control de RT (RT sin molde de
miARN) que contenia el cebador para RT 3+3 0,28 M. En conclusion, el ADNc hibrido que contiene la secuencia de
miARN diana se puede retrotranscribir por el par de cebadores 5+5. Estos resultados indican que para esta diana en
las condiciones sometidas a prueba, 5 nt que se solapaban a la secuencia de miARN en el extremo 3' del cebador
para RT fueron 6ptimos para comenzar el procedimiento de RT.

Ejemplo 5: validacion de la especificidad

La especificidad de este ensayo se evalué usando miARN sintéticos de let-7c y let-7x que difieren tan solo en un
nucleétido con let-7a. En primer lugar, se evalua la especificidad de RT. La RT se realiz6 con el cebador para RT 5+5
que se emparejo perfectamente con let-7a. El rendimiento de RT se examind por EC. Los resultados indicaron que se
generaron cantidades similares de productos de RT de moldes de miARN diferentes, como se muestra en la FIG. 6
(partes A-C). En la FIG. 6 (parte A), se uso let-7a como molde de RT. En la FIG. 6 (parte B), se us6 let-7c como molde
de RT. En la FIG. 6 (parte C), se us6 let-7x como molde de RT. En la FIG. 6, LM indica el marcador escalera de ARN
de 20 nt.

En segundo lugar, se evaluo la especificidad de la gPCR. Los productos de RT se amplificaron por cebadores para
PCR 5+5 Fpy 5+5 Rp. La eficacia de deteccion relativa de la diferencia de Cq entre dianas perfectamente emparejadas
y emparejadas erréneamente se calculd por la férmula 2-(Ca inespecifico - Cq especifico) g5 miendo una eficacia de un 100 %
para el emparejamiento perfecto. Como se muestra en la FIG. 7, se observo tan solo un 1,48 % de nivel de sefial no
especifica al comparar los resultados de amplificacion de let-7a con let-7x. Sin embargo, la especificidad para
discriminar let-7c de let-7a fue baja, mostrando un 21,8 % de eficacia de deteccion relativa de let-7c con respecto a
let-7a. El experimento se repitid usando otro lote de productos de RT y se obtuvo un resultado similar. En la FIG. 7,
asumiendo que la eficacia de amplificacién de let-7a era de un 100 %, los valores de Cq de amplificacion de let-7c y
let-7x estaban en contra con respecto a let-7a y se calcul6 la eficacia de deteccion relativa.

Aunque tanto let-7c como let-7x tenian un emparejamiento erréneo nucleotidico con let-7a, la eficacia de deteccion
relativa de let-7c y let-7x frente a let-7a fue bastante diferente. Esta diferencia se podria determinar por la posicion del
nucleétido emparejado erréneamente. En cuanto a let-7x, el nucle6tido emparejado erroneamente se localizé en el
extremo 3' del miARN y se puede cubrir por el cebador para PCR especifico de miARN 5+5 Rp durante el
procedimiento de gPCR. Por lo tanto, la discriminacion de /let-7a de let-7x se logré tanto durante tanto el procedimiento
de RT como de gPCR. A diferencia de let-7x, el nucleétido emparejado erroneamente de let-7¢c quedo suspendido en
el extremo 5' de let-7¢ y no existié ninguna seleccion de amplificacién durante el procedimiento de gPCR como con
let-7x. Ademas, la sefal no especifica alta relativa se podria deber a la reaccidon cruzada de G-T durante el
procedimiento de RT. Desde este punto de vista, la especificidad de esta estrategia de cuantificacion de miARN se
podria potenciar significativamente después de la optimizacion de los cebadores para RT y gPCR.

Ejemplo 6: descripcidon esquematica de una estrategia alternativa para la cuantificacion de miARN

En la FIG. 9 se muestra una representacion esquematica ejemplar de una estructura alternativa del cebador en bucle,
donde parte del bucle esta plegado en una estructura de horquilla. El cebador contiene un elemento de reconocimiento
hacia 5' (secuencia A), una secuencia de brazo hacia 5' (secuencia D), una horquilla con un tallo (secuencias E y G)
y un bucle (secuencia F), una secuencia de brazo hacia 3' (secuencia H) y un elemento de reconocimiento hacia 3'
(secuencia B). La horquilla estabiliza la estructura de bucle y secuestra la mayoria de las bases para que no
interactden con otros acidos nucleicos en la muestra, reduciendo asi el fondo. El disefio del tallo se puede ajustar para
modificar las caracteristicas del sistema. Un ejemplo de reduccién de fondo por la introduccion de una estructura de
horquilla en el cebador en bucle se muestra en la FIG. 12.

Ejemplo 7: validacion de la especificidad usando un cebador en bucle que comprende una horquilla

La FIG. 10 muestra los resultados de un andlisis de la reactividad cruzada de siete ensayos en base a los cebadores
en bucle indicados que seleccionan como diana los primeros cinco miembros de la familia de let 7 (let7a-e) medidos
por RT y gPCR. Las secuencias de hsa-let-7a-5p a hsa-let-7e-5p se obtuvieron de miRBASE (www.mirbase.org/). Los
cebadores para RT y gPCR usados se muestran en la FIG. 10 (parte A). Se disefiaron dos cebadores en bucle frente
a cada uno de let7b y let7c.

Las reacciones de RT se realizaron usando el kit de sintesis de ADNc TATAA GrandScript® Flex en volumenes de
reaccion de 10 pl que contenian 12 pg de oligonucledtidos de miARN sintético y cebadores para RT 50 nM de acuerdo
con la instruccién del fabricante. Para cada diana de miARN, se realizé un control de RT afiadiendo agua libre de
nucleasas en lugar de retrotranscriptasa. Las soluciones de reaccién se incubaron en un instrumento Bio-Rad CFX96
a 31 °C durante 45 min, seguido de 85 °C durante 5 min y, a continuacion, se conservaron a 4 °C.

Las gPCR se realizaron usando TATAA SYBR® GrandMaster® Mix en volumenes de reaccion de 10 ul que contenian
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cebadores 400 nM de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc de la RT se diluyd 5 veces en agua libre
de nucleasas y se afiadieron 2 yl a cada gPCR, excepto para los NTC donde se afiadié agua libre de nucleasas en
lugar de ADNc. Las soluciones de reaccion se incubaron en un instrumento Bio-Rad CFX384 a 95 °C durante 30
segundos, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 10
segundos y, a continuacion, una curva de fusién de 65 °C a 95 °C en etapas de 0,5 °C/segundo. Todas las reacciones
se efectuaron por duplicado.

Los valores de Cq obtenidos de las gPCR se muestran en la FIG. 10 (parte B) y las eficacias de deteccion relativas,
calculadas por la formula 2-(Ca inespecifico - Cq especifico) gg muestran en la FIG. 10 (parte C). Los valores de Cq para las
dianas perfectamente emparejadas varian sustancialmente, lo que se puede deber a variaciones en las
concentraciones de molde y/o variacion en la eficacia de los cebadores en bucle en el cebado de la retrotranscripcion
del ARN a ADNc. Las reactividades cruzadas estuvieron, con algunas excepciones, por debajo de un 2 %, aunque
varias de las secuencias seleccionadas como diana difieren solo en una posicion de base Unica. Uno de los cebadores
en bucle disefiado para seleccionar como diana let7c mostré un 20,1 % de reactividad cruzada con Let7b, pero con el
otro cebador en bucle para let7c la reactividad cruzada se redujo a un 1,3 %. También se observé una menor
especificidad para uno de los cebadores en bucle disefiados para seleccionar como diana Let7b con un 12,4 % de
reaccion cruzada con Let7c. Sin embargo, el otro cebador en bucle para Let7b mostré una reactividad cruzada de solo
un 1,6 %.

Ejemplo 8: validacion de la eficacia del ensayo usando los cebadores en bucle con horquilla de la invencion

La extensa gama de ensayos que usan cebadores en bucle con horquilla se ilustra en la FIG. 11. La cantidad de
entrada de miARN hsp-let-7a-5p se vario de 2,5*10"0 - 250 copias/reaccion de RT. Los ensayos muestran una
excelente linealidad dentro del intervalo estudiado y la eficacia del sistema qPCR fue de aproximadamente un 86 %.

Las reacciones de RT se realizaron usando el kit de sintesis de ADNc TATAA GrandScript® Flex en volimenes de
reaccion de 10 i que contenian cebador para RT
TACTACCTCAACTCCCTCGCGTTCGTTGTTCGACCGCACTCCGTCAACTA 50 nM de acuerdo con la instruccion

del fabricante. Se incluy6 un control negativo de RT usando agua libre de nucleasas en lugar de retrotranscriptasa
para medir la sefial de fondo. Las soluciones de reaccién se incubaron en un instrumento Bio-Rad CFX96 a 25 °C
durante 45 min, seguido de 85 °C durante 5 min y, a continuacion, se conservaron a 4 °C.

Las gPCR se realizaron usando TATAA SYBR® GrandMaster® Mix en volimenes de reaccion de 10 ul que contenian
un cebador directo CCTCAACTCCCTCGCGTT y cebador inverso GCCCATGAGGTAGTAGGTTGTATA 400 nM de

acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc de la RT se diluy6é 4 veces en agua libre de nucleasas y se
afiadieron 2 pl a cada qPCR, excepto para los controles sin molde donde se afadié agua libre de nucleasas en lugar
de ADNCc. Las soluciones de reaccion se incubaron en un instrumento Bio-Rad CFX384 a 95 °C durante 30 segundos,
seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 10 segundos y, a
continuacién, una curva de fusién de 65 °C a 95 °C en etapas de 0,5 °C/segundo. Todas las reacciones se efectuaron
por duplicado.

Ejemplo 9: validacion de la reduccion de fondo usando un cebador en bucle que comprende una horquilla

El disefio de la horquilla en el cebador en bucle se alteré para someter a prueba el efecto sobre la sefial de fondo. Se
disefiaron cuatro cebadores en bucle con los mismos elementos de reconocimiento hacia 3' y hacia 5', pero con
pequefias variaciones en las secuencias de horquilla, de brazo y de bucle (FIG. 12). Los valores de Cq para las
reacciones positivas son muy similares, variando de 16,07 (RT18) a 16,44 (RT19), lo que evidencia un efecto
insignificante de las modificaciones sobre la eficacia. Los controles negativos, por otra parte, muestran una variacién
significativamente mayor, variando de un Cq de 34,86 para el cebador para RT10 a un Cq > 45 (no se observé ningin
cruce cuando se efectuaron 45 ciclos) para RT18. Esto muestra que la sefal de fondo de un ensayo se puede eliminar
ajustando el disefio sin comprometer la sefial positiva.

Las reacciones de RT se realizaron usando el kit de sintesis de ADNc TATAA GrandScript® Flex en volumenes de
reaccion de 10 pl que contenian 12 pg de oligonucledtidos de miARN sintético y cebadores para RT 50 nM de acuerdo
con la instruccion del fabricante. Para cada diana se realizé un control de RT afiadiendo agua libre de nucleasas en
lugar de retrotranscriptasa. Las soluciones de reaccién se incubaron en un instrumento Bio-Rad CFX96 a 31 °C
durante 45 min, seguido de 85 °C durante 5 min y, a continuacion, se conservaron a 4 °C.

Las gPCR se realizaron usando TATAA SYBR® GrandMaster® Mix en volumenes de reaccion de 10 ul que contenian
un cebador directo TCACCCACCACGTACGG y cebador inverso GCGGCTGAGGTAGTAGGTTGTA 400 nM de

acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ADNc de la RT se diluy6é 4 veces en agua libre de nucleasas y se
afiadieron 2 pl a cada qPCR, excepto para los controles sin molde donde se afadié agua libre de nucleasas en lugar
de ADNCc. Las soluciones de reaccion se incubaron en un instrumento Bio-Rad CFX384 a 95 °C durante 30 segundos,
seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 5 segundos, 60 °C durante 15 segundos y 72 °C durante 10 segundos y, a
continuacién, una curva de fusién de 65 °C a 95 °C en etapas de 0,5 °C/segundo. Todas las reacciones se efectuaron
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por duplicado.

Aunque se han mostrado y descrito en el presente documento modos de realizacion preferentes de la presente
invencion, sera obvio para los expertos en la técnica que dichos modos de realizacidon se proporcionen solo a modo
de ejemplo. A los expertos en la técnica se les ocurriran ahora numerosas variaciones, cambios y sustituciones sin
apartarse de la invencién. Se debe entender que se pueden emplear diversas alternativas a los modos de realizacion
de la invencion descritos en el presente documento en la practica de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir una secuencia complementaria a una region en un polinucleétido diana en una
muestra, comprendiendo el procedimiento: someter la muestra a una reaccion de amplificacién de acido nucleico en
una mezcla de reaccion en condiciones para proporcionar la secuencia completa con respecto a la regién del
polinucleétido diana, en el que la mezcla de reaccion comprende:

(a) un cebador en bucle que comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia B,
orientadas desde 5' hacia 3' en una Unica hebra; en el que el cebador en bucle se hibrida especificamente al
polinucleétido diana por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A del cebador en bucle y la
secuencia A' en el polinucleétido diana, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B del cebador en
bucle y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en el que la secuencia A' y la secuencia B' estan orientadas desde
5" hacia 3' en el polinucleétido diana; y

(b) una polimerasa que extiende la secuencia B del cebador en bucle desde 5' hacia 3' a lo largo del polinucleétido
diana que sirve como molde para la extensién del cebador dirigida por molde para producir la secuencia
complementaria del polinucleétido diana,

en el que la secuencia de conector D comprende una estructura de horquilla.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas amplificar el producto de la reivindicacion 1 en
presencia de un cebador inverso y un cebador directo, en el que el cebador inverso se hibrida especificamente a una
secuencia que es complementaria a una porcion del polinucledétido diana que esta en 5' con respecto a la secuencia
A' 0 B'y el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia en la secuencia de conector D.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, que comprende ademas detectar un producto de la amplificaciéon de
acido nucleico, y en el que la etapa de deteccidon comprende detectar una sefial de una sonda en la mezcla de reaccion
que tiene complementariedad de secuencia con el producto.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la secuencia A tiene de 2 nta 10 nt
de longitud y la secuencia B tiene de 2 nt a 10 nt de longitud.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la longitud combinada de las
secuencias Ay B es de 5 nta 20 nt.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que una concatenacion lineal de las
secuencias B y A es al menos un 80 % complementaria a una concatenacion lineal de las secuencias A'y B' cuando
se alinean de forma 6ptima.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el extremo 3' de la secuencia A'
esta dentro de 1 nta 5 nt de la secuencia B'.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el polinucledtido diana es una
molécula de ARN no codificante y en el que la molécula de ARN no codificante se selecciona del grupo que consiste
en: una molécula de microARN maduro, una molécula de pre-microARN, una molécula de microARN primario, una
molécula de ARNip, una molécula de piARN, un piwiARN, un ARNnNcl, un ARNr y una molécula de ARNhc.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la secuencia de conector D
comprende uno o mas elementos de secuencia seleccionados del grupo que consiste en: una 0 mas secuencias de
cbdigo de barras; una o mas secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccién; una o mas secuencias de
unioén a sonda oligonucleotidica o complementos de las mismas; una o mas secuencias de hibridacion a cebador de
secuenciacion o complementos de las mismas; y una combinacién de estas.

10. Un procedimiento para detectar la presencia en una muestra de un alelo minoritario que es una variante de
secuencia que difiere de un alelo correspondiente mas abundante en una posiciéon de base Unica, comprendiendo el
procedimiento: someter la muestra a una reaccion de amplificacion de acido nucleico en una mezcla de reaccion en
condiciones para amplificar una region del alelo minoritario y el alelo mas abundante que comprende la variante de
secuencia usando un par de cebadores en bucle, en el que la mezcla de reaccion comprende:

(a) un primer cebador en bucle que comprende una secuencia A1, una secuencia de conector D1 y una secuencia
B1, orientadas desde 5' hacia 3' en una Unica hebra; en el que el primer cebador en bucle se hibrida especificamente
al alelo minoritario por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A1 del cebador en bucle y la
secuencia A1' en el alelo minoritario, y (ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B1 del cebador en
bucle y la secuencia B1' en el alelo minoritario, en el que la secuencia A1'y la secuencia B1' estan orientadas desde
5' hacia 3' en el alelo minoritario;
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(b) un segundo cebador en bucle que comprende una secuencia A2, una secuencia de conector D2 y una
secuencia B2, orientadas desde &' hacia 3' en una unica hebra; en el que el segundo cebador en bucle se hibrida
especificamente al alelo mas abundante por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A2 del
cebador en bucle y la secuencia A2' en el alelo mas abundante, y (ii) complementariedad de secuencia entre la
secuencia B2 del cebador en bucle y la secuencia B2' en el alelo mas abundante, en el que la secuencia A2' y la
secuencia B2' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el alelo mas abundante; y

(c) una polimerasa que extiende la secuencia B1 y la secuencia B2 de los primer y segundo cebadores en bucle
desde 5' hacia 3' a lo largo del alelo respectivo que sirve como molde para la extension del cebador dirigida por molde
para producir la secuencia complementaria de los alelos respectivos,

en el que las secuencias de conector D1 y D2 comprenden cada una una estructura de horquilla.

11.  Una composicién para producir una secuencia complementaria a una region en un polinucledtido diana en una
muestra, comprendiendo la composicién un cebador en bucle, un cebador directo y un cebador inverso, en la que:

(a) el cebador en bucle comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia B, orientadas
desde 5' hacia 3' en una Unica hebra; en la que el cebador en bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana
por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A y la secuencia A’ en el polinucleétido diana, y
(ii) complementariedad de secuencia entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en la que la
secuencia A'y la secuencia B' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucleétido diana;

(b) el cebador inverso presenta homologia de secuencia con una secuencia en el polinucleétido diana localizada
en 5' con respecto a la secuencia A'; y

(c) el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia en la secuencia de conector,
en la que la secuencia de conector D comprende una estructura de horquilla.

12. La composicion de la reivindicacion 11, que comprende ademas una sonda de deteccion que tiene
complementariedad de secuencia con la secuencia complementaria del polinucleétido diana producido por extension
del cebador inverso o del cebador directo.

13. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, en la que la composicion esta en forma
deshidratada.

14. Una mezcla de reaccion para producir una secuencia complementaria a una region en un polinucleétido diana
en una muestra, comprendiendo la mezcla de reaccién un cebador en bucle, un cebador directo, un cebador inverso
y una polimerasa, en la que:

(a) el cebador en bucle comprende una secuencia A, una secuencia de conector D y una secuencia B, orientadas
desde 5' hacia 3' en una Unica hebra; en la que el cebador en bucle se hibrida especificamente al polinucleétido diana
por medio de (i) complementariedad de secuencia entre la secuencia A y la secuencia A' en el polinucledtido diana, y
(i) complementariedad de secuencia entre la secuencia B y la secuencia B' en el polinucleétido diana, en la que la
secuencia A'y la secuencia B' estan orientadas desde 5' hacia 3' en el polinucleétido diana;

(b) el cebador inverso presenta homologia de secuencia con una secuencia en el polinucleétido diana localizada
en 5' con respecto a la secuencia A'; y

(c) el cebador directo se hibrida especificamente a una secuencia en la secuencia de conector,

en la que la secuencia de conector D comprende una estructura de horquilla.

15. La mezcla de reaccion de la reivindicacion 14, que comprende ademas una sonda de deteccion que tiene
complementariedad de secuencia con la secuencia complementaria del polinucleétido diana producido por extension

del cebador inverso o del cebador directo.

16. La mezcla de reaccion de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 15, en la que la mezcla de reaccion esta
en forma deshidratada.
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Diana de miARN sintético

let-7a let-7c¢ let-7x
Valor de Cq 20,985 23,18 27,06
Deteccion relativa (%) 100 21.8 1,48

FI1G. 7
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Amplificacion
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rel;:?:c(:gn Secuencia de cebador en bucle Diana profg i
TACTACCTCACCCACCACGTACGGCTAGAAGAC LétTa 16.12
RT10 |GTACCATCTGCAAACTA ’
Ctrl neg. 34 86
TACTACCTCAACTCCCTCGCGTTCGTTGTTCGAC Let7a 16.07
RT18 |CGCACTCCGTCAACTA 4
Ctrl neg.
TACTACCTCAACTCCTTCCCGTTCGTTGTTCGACC Let7a 16.44
RT19 |GGACTCCGTTAACTA ;
Ctrl neg. 37,57
TACTACCTCAACTCCTTCTCGGTTCGTTGTTCGAC Let7a 16.29
RT20 |CCGACTCCGTTAACTA d
Ctrl neg. 3941

FIG. 12
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RT dir. inv.
RT10.m1 7a_fw7.2.m1| 7a_rv7
RT10b.1 7a_fw7.2 7b_rvl
RT10b.2 7a_fw7.2 7b_rvl
RT10c.1 7a_fw7.2 7a_rv9
RT10c.2 7a_fw7.2 7c_rv2
RT10d.1 7d_fwil 7d_rvl
RT10e.1 7e_fwl 7e_rvl

FIG. 16A
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gzﬁtanda

§1Ftanda

RT2 RT10 RT11
Muestra Contenido PROM. de RT? DE de RT PROM. de RT-: DE de RT PROM. de RT:: DE de RT
F
500 ADNc S0 0,16 0,09
RT- 31,04 30,79 33,78
F - -
250 ADNc 0,18 0,11
RT-
F
100 ADNc 0,02 0,12
RT-
F
50 ADNc 0,08 0,22
RT-
F
10 ADNc 0,09 0,1
RT-
RT10/ 16
1.2 tanda

FIG. 17A
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Replicado| PROM.  DE PROM. = DE

RT10st

- RT10st frente a RT10page ValordeP= 0,26

Duracion de la incubaciéon en RT a 25 °C (min)
replicado 15 30 - 45 é 60 : 75
1 1518 = 1493 1440 1464
_______________________________________________________________________________________________________________________ PR e 14291436

14,52 1460 = 14,34

FIG. 17B
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