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DESCRIPCION
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a moléculas de acido nucleico de diferenciaciéon que tienen una secuencia especifica
adyacente a un extremo 3' de moléculas de acido nucleico en las que la misma secuencia esta incluida dentro de la
molécula o esta ausente. La invencion también se refiere a moléculas de acido nucleico de diferenciacion que difieren
en la secuencia adyacente a un extremo 3'. En particular, la invencion se refiere a un procedimiento para la
amplificacion selectiva de ADN escindido en presencia de ADN no escindido que comparte la misma secuencia diana.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) se basa en ciclos repetidos de desnaturalizacién de ADN
bicatenario, seguido de hibridacion del cebador oligonucleotidico con el molde de ADN, y extensién de cebador por una
ADN polimerasa (por ejemplo, véase, Mullis y col. patentes de Estados Unidos N° 4.683.195, 4.683.202 y 4.800.159).
Los cebadores oligonucleotidicos usados en PCR estan disefiados para hibridar con cadenas opuestas del ADN, y se
colocan de tal modo que el producto de la extension catalizada por la ADN polimerasa de un cebador pueda servir como
cadena molde para el otro cebador. El procedimiento de amplificacion por PCR produce el aumento exponencial de
ADN discreto cuya longitud esta definida por los extremos 5' de los cebadores oligonucleotidicos.

En su aplicacion convencional, se eligen cebadores que aparean con secuencias dentro del genoma diana y
flanquean la regién de ADN que tiene que amplificarse. Ademads, se han descrito varias variaciones de PCR en las que
se ligan engarces en los extremos de fragmentos de ADN y después las secuencias de los engarces se usan para cebar
la amplificacion del ADN. La PCR mediada por ligamiento se aplicé por primera vez para la produccion de huella
genética de ADN y reacciones de secuenciacion donde los extremos de ADN se generaron por digestion con DNasa | o
escision quimica (Mueller y Wold, 1989 y Pfeifer y col. 1989) y se extendieron hasta los extremos formados por digestion
de restriccion (Steigerwald y col. 1990). La especificidad se consigue combinando cebadores para una region diana
especifica con cebadores dirigidos al engarce afiadido. Las variaciones de la técnica han encontrado una variedad de
usos en la secuenciacion de genomas y analisis de metilacién del ADN, paseo cromosémico, identificacion de sitios de
integracion o recombinacioén en el cromosoma, estudio de puntos de ruptura de mutaciones y extremos del ARNm. La
PCR mediada por ligamiento también puede usarse para la amplificacion del genoma completo, donde se amplifica la
poblacion entera de moléculas con extremos ligados (Schumaker y col., 2006).

A pesar de la utilidad de gran alcance de la PCR mediada por ligamiento, existe una necesidad en curso de
metodologias basadas en PCR mejoradas que permitan la amplificacion selectiva de ADN que tengan extremos 3'y que
proporcionen ventajas de simplicidad, especificidad y conveniencia.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona procedimientos para diferenciar una molécula de acido nucleico que tiene
una secuencia especifica adyacente a un extremo 3' de moléculas de acido nucleico en las que esta presente la misma
secuencia diana pero incluida dentro de la molécula, o esta ausente. Los extremos 3' pueden ser el resultado de, por
ejemplo, escisidn con enzimas de restriccion u otra escision enzimatica o quimica especifica, o los extremos pueden ser
los extremos libres de amplicones generados por PCR, los extremos libres de un ADN de origen natural tal como de un
cromosoma, virus o fago, o los extremos pueden producirse por transcripcion inversa a partir de un molde de ARN, o
producirse por cualquier otro medio que genere acidos nucleicos que tienen un extremo 3.

De acuerdo con una realizacion de la invencién, también mencionada en este documento como 'PCR
especifica de extremo' o ES-PCR, se utilizan las secuencias de nucleétidos localizadas adyacentes a un extremo 3' de
una molécula de &cido nucleico para cebar las reacciones de amplificacion que proceden solamente cuando estas
secuencias se encuentran adyacentes a un extremo 3', en lugar de cuando estas secuencias estan incluidas dentro de
las moléculas de &cido nucleico.

Para conseguir esta diferenciaciéon, se utiliza un oligonucleétido (a partir de ahora en este documento
"oligonucledtido molde") que tiene una parte 3' complementaria a la secuencia diana y una parte 5' que forma una cola
5' cuando el oligonucledtido hibrida con el acido nucleico. Cuando el oligonucleédtido molde hibrida con la secuencia
diana localizada adyacente a un extremo 3', puede tener lugar el copiado de la cola 5' en presencia de una polimerasa
adecuada por extension del extremo 3' libre. Cuando el oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana que esta
incluida dentro de una molécula de acido nucleico, no puede suceder el copiado de la cola 5', debido a la ausencia de
un extremo 3' libre. El oligonucleétido actualmente descrito se menciona en este documento como oligonucleétido molde
debido a su cola 5' que sirve como molde para la extension 3' de la secuencia diana localizada adyacente a un extremo
3.

El copiado de la cola 5' cuando la secuencia diana aparece adyacente a un extremo 3' provoca la adicion de
una nueva secuencia en el extremo 3' de la molécula de acido nucleico marcada como diana, que puede utilizarse en
una posterior amplificacion selectiva de moléculas de acido nucleico que tienen la secuencia diana adyacente al
extremo 3'.
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Por ejemplo, cuando un extremo 3' es un producto de escisiébn con enzimas de restriccion, sucedera la
amplificacion selectiva del ADN escindido sobre el ADN no escindido.

En una realizacién, el oligonucleétido molde incorpora una modificacién que retarda la extensién 3' del
oligonucledtido, mientras el copiado de su cola 5' por extension de la secuencia diana procede sin impedimentos. Por
consiguiente, la secuencia de acido nucleico de la region 3' del oligonucledtido molde puede elegirse de modo que la
hibridacion de la secuencia diana sea inestable en las condiciones usadas para que en ausencia de copiado de la cola
5', se inhiba la hibridacién del oligonucledtido molde con la secuencia diana incluida dentro de una molécula de acido
nucleico. El copiado de la cola 5' potencia la hibridacion del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a
un extremo 3' en comparacion con la hibridacion del oligonucleétido molde con la secuencia diana incluida dentro de
una molécula de acido nucleico, en la que no sucede el copiado de la cola 5.

La hibridacion potenciada del oligonucle6tido molde a su vez aumenta la eficacia con la que sucede la
extension 3' del oligonucledtido molde, posibilitando de este modo que proceda la amplificacion de la secuencia diana,
ya sea en combinacion con otro oligonucleétido molde que ceba en la direccion inversa, o con un cebador inverso
complementario a secuencias en otras partes dentro de la molécula de &cido nucleico marcada como diana, para
permitir la deteccién o amplificacion especifica de la molécula deseada, es decir, la que tiene la secuencia diana
adyacente a un extremo 3.

La secuencia recién incorporada en el extremo 3' de una molécula de acido nucleico marcada como diana (por
copiado de la cola 5' del oligonucleétido) también puede utilizarse para amplificar la molécula de acido nucleico marcada
como diana.

Por lo tanto, en una realizacién de la invencién, se incuba una muestra con un oligonucleétido molde cuya parte
3' contiene secuencias sustancialmente complementarias a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de la molécula
de acido nucleico marcada como diana, y formando la parte 5' una cola 5'. El oligonucle6tido molde incorpora una
modificacion que retarda la extensién desde su extremo 3'. En presencia de una polimerasa adecuada, la cola 5' del
oligonucleétido molde se copia por extension de la secuencia diana a partir de su extremo 3'. Como resultado de la
extensién 3' de la secuencia diana, la hibridacion del oligonucle6tido molde se potencia en comparacion con su
hibridacion a la secuencia diana incluida dentro de una molécula de &cido nucleico, promoviendo por lo tanto la
extension 3' del oligonucleétido molde cuando esta hibridado con la secuencia diana adyacente a un extremo 3'. El
propio oligonucledtido molde o la secuencia recién incorporada (mencionada en este documento como “tercer
oligonucleétido") entonces puede usarse solo o en combinacion con secuencias dentro de la molécula marcada como
diana para permitir la deteccion o amplificacion especifica de las secuencias diana deseadas, es decir, aquellas
adyacentes a un extremo 3'. Los procedimientos de la presente invencion difieren de la PCR mediada por ligamiento en
gue no es necesaria una etapa de ligamiento y en que la especificidad de secuencia se incorpora directamente en los
oligonucledtidos molde que estan dirigidos a los extremos 3' del &cido nucleico.

La presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacion selectiva de una muestra de una
molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene

(a) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de acido nucleico;

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3', proporcionando la cola 5' un
molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del
oligonucledtido molde provocando la adicién de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la regién 3' que retarda la extension 3' de dicho oligonucle6tido molde;

(il) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde, y opcionalmente un tercer oligonucledtido que comparte la secuencia de nucleétidos con la cola 5' del
oligonucledtido molde;

(iii) realizar la amplificacion de la muestra en la que

(a) la hibridacion del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' se estabiliza por
el copiado de la cola 5' del oligonucledtido molde por extensién desde el extremo 3' de la secuencia diana en presencia
de extension 3' retardada de dicho oligonucleétido; y

(b) en la que la consiguiente hibridacion del oligonucledtido molde estabilizada con la secuencia diana
adyacente a un extremo 3' potencia la eficacia de la extensién 3' del oligonucleétido molde, y

(c) en la que la amplificacion sucede usando el oligonucleétido molde y/o el tercer oligonucleétido en
combinacion con el segundo oligonucleétido, provocando la amplificacion selectiva de la secuencia diana adyacente a
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un extremo 3'.

Una realizacion de la presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacion selectiva de una
muestra de una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', en presencia de
moléculas que comprenden la secuencia diana no adyacente a un extremo 3' sino incluida dentro de la molécula,
comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene

(a) una regién 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de &cido nucleico;

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3' o incluida dentro de una
molécula de acido nucleico, proporcionando la cola 5' un molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana
gue incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del oligonucleétido molde provocando la adicién de la secuencia
complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la regién 3' que retarda la extension 3' de dicho oligonucle6tido molde;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde, y opcionalmente un tercer oligonucledtido que comparte la secuencia de nucleétidos con la cola 5' del
oligonucledtido molde; y

(iii) realizar la amplificacion de la muestra en la que

(a) la hibridacion del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' se estabiliza
durante la hibridacion de dicho oligonucleétido con la secuencia diana no adyacente a un extremo 3' por copiado de la
cola 5' del oligonucleétido molde por extension desde el extremo 3' de la secuencia diana en presencia de extension 3'
retardada de dicho oligonucleétido; y

(b) la consecuente hibridacién del oligonucleétido molde estabilizada con la secuencia diana adyacente a un
extremo 3' potencia la eficacia de la extensién 3' del oligonucleétido molde en comparacién con la extension del
oligonucledtido molde hibridado con la secuencia diana no adyacente a un extremo 3', y

(c) la amplificacion sucede usando el oligonucleé6tido molde y/o el tercer oligonucledtido en combinacion con el
segundo oligonucledtido, provocando la amplificaciéon selectiva de la secuencia diana adyacente a un extremo 3' en
presencia de moléculas de acido nucleico que comprende la secuencia diana incluida dentro de la molécula.

Las moléculas de acido nucleico pueden ser ADN (incluyendo ADNc) o ARN, o pueden ser moléculas que
comprenden una combinacion de desoxirribonucleétidos, ribonucleétidos y/o analogos de nucleétidos naturales.

De acuerdo con los procedimientos de la presente invencion, la amplificacion selectiva de moléculas de acido
nucleico escindidas en presencia de moléculas de acido nucleico de ADN no escindidas que comparten la misma
secuencia diana puede conseguirse, cuando como resultado de la escision, la secuencia diana esta adyacente a un
extremo 3'.

Otra realizacion de la presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacion selectiva de una
muestra, de una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3' resultado de la
escision de la molécula, en presencia de moléculas no escindidas que comprenden la secuencia diana incluida dentro
de la molécula, comprendiendo el procedimiento:

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene

(a) una regién 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de acido nucleico;

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con las moléculas de &cido nucleico escindidas o no escindidas, proporcionando la cola 5'
un molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5'
del oligonucledtido molde provocando la adicion de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la regién 3' que retarda la extensién 3' del oligonucleétido molde;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde, y opcionalmente un tercer oligonucleétido que comparte la secuencia de nucleétidos con la cola 5' del
oligonucledtido molde; y

(iii) realizar la amplificacion de la muestra en la que
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(a) la hibridacién del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' resultado de la
escision de una molécula de acido nucleico, se estabiliza sobre la hibridacion de dicho oligonucle6tido con la secuencia
diana no adyacente a un extremo 3' en una molécula de acido nucleico no escindida por copiado de la cola 5' del
oligonucledtido molde por extension desde el extremo 3' de la secuencia diana en presencia de la extension 3' retardada
de dicho oligonucledtido; y

(b) la consecuente hibridacion del oligonucleétido molde estabilizada con la molécula de éacido nucleico
escindida potencia la eficacia de la extensién 3' del oligonucleétido molde en comparacién con la extensiéon de dicho
oligonucledtido hibridado con una molécula de acido nucleico no escindida, y

(c) la amplificacion sucede usando el oligonucleétido molde y/o el tercer oligonucle6tido en combinacion con el
segundo oligonucleétido, provocando la amplificacion selectiva de la secuencia diana adyacente a un extremo 3' sobre
la secuencia diana incluida dentro de una molécula de acido nucleico, provocando la amplificaciéon selectiva de
moléculas de acido nucleico escindidas sobre moléculas de acido nucleico no escindidas.

Las moléculas de acido nucleico escindidas y no escindidas pueden ser moléculas de ADN.

Ademas de la diferenciacion de moléculas de acido nucleico que tienen la secuencia diana adyacente a un
extremo 3' de moléculas de acido nucleico que tienen la secuencia diana incluida dentro de la molécula, el
oligonucleétido molde permite la diferenciacion entre moléculas de acido nucleico que difieren en la secuencia
adyacente al extremo 3', es decir, la diferenciacién entre extremos 3'. Esto se debe al oligonucledtido molde que
comprende en la regién 3' la secuencia de nucledtidos especifica para una secuencia diana, como es el caso habitual
para los cebadores oligonucleotidicos especificos de secuencia. Por tanto, se consigue la seleccién de la secuencia
diana adyacente a un extremo 3' entre los diversos extremos 3' en una muestra. Notablemente, debido a la formacién de
una cola 5' cuando el oligonucleétido molde hibrida con una molécula de acido nucleico, los desapareamientos entre el
oligonucledtido molde y la secuencia de acido nucleico adyacente a un extremo 3' impediran el copiado de la cola 5', ya
que estara impedida la extension del extremo 3' de la secuencia de ADN diana. Esta disposiciéon puede utilizarse para
disefar oligonucleétidos molde que no solamente distinguirdn la secuencia diana adyacente a un extremo 3' de la
secuencia diana incluida (mediante la cola 5'), sino que también distinguiran entre extremos 3' donde existen variaciones
en la secuencia adyacente al extremo 3'.

Otra realizacién de la presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacién selectiva de una
muestra, de una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', en presencia de
una poblacion mixta de extremos 3', comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene
(a) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3';

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana adyacente a un extremo 3', proporcionando la cola 5' un molde
para la extensién del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del
oligonucledtido molde provocando la adicion de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la regién 3' que retarda la extensién 3' de dicho oligonucleétido;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde, y opcionalmente un tercer oligonucledtido que comparte la secuencia de nuclettidos con la cola 5' del
oligonucleétido molde; y

(iii) realizar la amplificacion de la muestra en la que

(a) la hibridacién especifica del oligonucle6tido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' se
estabiliza sobre la hibridacion del oligonucleétido molde con la secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3',
por copiado de la cola 5' del oligonucledtido molde por extension desde el extremo 3' de la secuencia diana en
presencia de extension 3' retardada del oligonucleétido molde; y

(b) la consecuente hibridacién del oligonucleétido molde estabilizada con la secuencia diana adyacente a un
extremo 3' potencia la eficacia de la extension 3' del oligonucleétido molde en comparacién con la extension de dicho
oligonucledtido hibridado con la secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3', y

(c) la amplificacion sucede usando el oligonucle6tido molde y/o el tercer oligonucleétido en combinacion con el
segundo oligonucledtido, provocando la amplificacién selectiva de la secuencia diana adyacente a un extremo 3' en
presencia de una poblacién mixta de extremos 3.

Las moléculas de acido nucleico pueden ser moléculas de ADN.

El oligonucledtido molde puede incluir bases modificadas dentro de su regién 3' que cuando hibrida en el
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extremo 3' de una molécula de &cido nucleico bloqueara la extension 3' de esa molécula.

Preferiblemente, la modificacion 3' que retarda la extension 3' del oligonucleétido molde incluye la incorporacién
de un desapareamiento del nucleétido 3' terminal, una delecién o una insercion en la regién 3' del oligonucleétido molde
cerca del extremo 3', una combinacion de éstas, o cualquier otra modificacion que provoque la extension 3' retardada
del oligonucledtido molde.

El copiado de la cola 5' por extension del extremo 3' de la secuencia diana conduce a la amplificacion selectiva
de la molécula de acido nucleico que tiene la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3'. En ausencia del
copiado de la cola 5', la extension 3' del oligonucleétido molde hibridado o no sucede o sucede a una velocidad
insignificante debido a la modificacion en la region 3' del oligonucleétido molde que retarda o impide la extensién 3',
desestabilizando la hibridacion del oligonucleétido molde. Por lo tanto, el copiado de la cola 5' potenciara la hibridacion y
de este modo aumentara la eficacia de la extension 3' del oligonucle6tido molde.

La amplificacion selectiva de la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3' también puede
conseguirse bloqueando la extension 3' del oligonucleétido molde. Cuando se bloquea la extensién 3' de un
oligonucledtido molde, se utiliza un tercer oligonucledtido adicional que comparte la secuencia con la cola 5' del
oligonucleétido molde en la reaccién de amplificacién para permitir que proceda la amplificacién termociclica. Por tanto,
no puede suceder la extension 3' del oligonucleétido molde que hibrida con al secuencia diana incluida dentro de una
molécula de acido nucleico porque la extension esté bloqueada pero, de forma més importante, porque no tiene lugar el
copado de la cola 5' y, por consiguiente, la amplificacion del acido nucleico usando el tercer oligonucleétido no
amplificara la secuencia diana localizada dentro de una molécula de acido nucleico.

Una variacién el procedimiento en la que puede suceder la extension 3' del oligonucleétido molde, pero aln se
consigue la amplificacion selectiva de acuerdo con la invencion, implica el uso de un oligonucleétido molde modificado
dentro de la secuencia diana para evitar el retro-copiado al oligonucleétido después de la amplificacion. Las
modificaciones que evitan el copiado incluyen la insercion dentro de la region 3' del oligonucleétido molde de uno o mas
analogos de bases o uno o mas sitios abasicos, o cualquier combinacién de éstos, que impiden o bloquean el copiado
del oligonucledtido por la polimerasa particular empleada en el ensayo. Como resultado, los productos de extension del
oligonucledtido molde no pueden copiarse en un posterior ciclo de PCR. Por ejemplo, si se usa la ADN polimerasa Taq
en la amplificacién de ADN, la sustitucién de nucleétidos de ADN con nucleétidos de ARN tales como 2 - O-metil
nucledtidos de ARN aun permitira la hibridacion del oligonucleétido molde con secuencia diana. Sin embargo, el retro-
copiado al oligonucle6tido molde se bloqueara o sera ineficaz debido a la presencia de los nucledtidos modificados. Las
copias incompletas no participaran en ciclos de amplificacién adicionales. Para permitir que proceda el termociclado, se
utiliza un tercer oligonucleétido que comparte la secuencia con la cola 5' del oligonucleétido molde, y por tanto
solamente se amplificaran las moléculas de acido nucleico que tienen la secuencia diana adyacente a un extremo 3',
gue se extiende 3' complementaria a la cola 5'.

La presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacion selectiva de una muestra de una
molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene

(a) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de &cido nucleico; y

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3', proporcionando la cola 5' un
molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del
oligonucledtido molde provocando la adicién de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la regién 3' que bloquea la extensién 3' de dicho oligonucledtido molde, o una
modificacion en la region de hibridacion del oligonucle6tido molde que permite la extensién 3' pero impide o blogquea el
copiado en la region 3' de dicho oligonucleoétido;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde;

(ii) poner en contacto la muestra con un tercer oligonucleétido que comparte la secuencia de nucleétidos con la cola 5'
del oligonucleétido molde y a partir del cual la extension 3' procede sin impedimentos;

(iv) realizar la amplificacién de la muestra en la que

(a) la hibridacién del oligonucleétido molde con las moléculas de acido nucleico en la muestra esta seguida del
copiado de la cola 5' del oligonucledtido molde cuando el oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana
adyacente a un extremo 3' pero no en presencia de extension 3' bloqueada del oligonucleétido molde, o en presencia de
extension 3' no impedida de un oligonucleé6tido molde a partir de cual esta impedido o bloqueado el copiado posterior; y
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(b) en la que la amplificacién procede con el segundo y tercer oligonucledtidos, que amplifican selectivamente
la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3' debido a la cola 5' copiada.

Por consiguiente, una realizacién de la presente invencién proporciona un procedimiento para la amplificacion
selectiva de una muestra de una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3'
en presencia de moléculas que comprenden la secuencia diana no adyacente a un extremo 3' sino incluida dentro de la
molécula, comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene

(@) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de acido nucleico;

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3' o incluida dentro de una
molécula de acido nucleico, proporcionando la cola 5' un molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana
que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del oligonucleétido molde provocando la adicion de la secuencia
complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacién en la regién 3' que bloquea la extensién 3' de dicho oligonucleétido molde, o una
modificacion en la region de hibridacion del oligonucledtido molde que permite la extension 3' pero que impide o bloquea
el copiado de dicho oligonucleétido en la region 3' de dicho oligonucledétido;

(ii) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucleétido
molde;

(iii) poner en contacto la muestra de ADN con un tercer oligonucledtido que comparte la secuencia de nucleétidos con la
cola 5' del oligonucleétido molde y a partir del cual la extension 3' procede sin impedimentos; y

(iv) realizar la amplificacion de la muestra, en la que

(a) la hibridacion del oligonucleétido molde con las moléculas de acido nucleico en la muestra esta seguida del
copiado de la cola 5' del oligonucle6tido molde cuando el oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana
adyacente a un extremo 3' pero no cuando el oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana incluida dentro de
una molécula de acido nucleico, en presencia de extension 3' bloqueada del oligonucleétido molde, o en presencia de
extension 3' sin impedimentos de un oligonucleétido molde a partir del cual el copiado posterior esta impedido o
bloqueado; y

(b) la amplificacion procede con el segundo y tercer oligonucledtidos, que amplifica selectivamente la secuencia
diana localizada adyacente a un extremo 3' debido a la cola 5' copiada, no procediendo la amplificacion de la secuencia
diana incluida dentro de una molécula de acido nucleico debido a la ausencia de copiado de la cola 5' y a la extension 3'
bloqueada del oligonucleétido molde, o el copiado bloqueado del oligonucleétido molde.

En otra realizacidon, la presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacion selectiva de una
muestra, de una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', siendo el
extremo el resultado de la escisién de la molécula, en presencia de moléculas de &cido nucleico no escindidas que
comprenden la secuencia diana incluida dentro de la molécula, comprendiendo el procedimiento:

(i) poner en contacto la muestra de ADN con un oligonucleétido molde que tiene

(a) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de acido nucleico;

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con moléculas de acido nucleico escindidas o no escindidas, proporcionando la cola 5' un
molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del
oligonucledtido molde provocando la adicion de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una madificacion 3' que bloquea la extension 3' de dicho oligonucle6tido molde; o una modificacion en la
region de hibridacion del oligonucleétido molde que permite la extension 3' pero impide o bloquea el copiado de dicho
oligonucledtido en la regién 3' de dicho oligonucleétido;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde;

(iii) poner en contacto la muestra con un tercer oligonucleétido que comparte la secuencia de nucleétidos con la cola 5'
del oligonucle6tido molde y a partir del cual que la extensién 3' procede sin impedimentos; y

(iv) realizar la amplificacién de la muestra, en la que
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(a) la hibridacién del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' resultado de la
escision de una molécula de acido nucleico esta seguida del copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde pero no
cuando el oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana incluida dentro de una molécula de acido nucleico sin
escindir, en presencia de extensién 3' bloqueada de dicho oligonucleétido, o en presencia de extension 3' sin
impedimentos de un oligonucle6tido molde a partir del cual el copiado posterior esta impedido o bloqueado; y

(b) la amplificacién procede con el segundo y tercer oligonucleétidos, que amplifican selectivamente la
secuencia diana adyacente a un extremo 3' debido a la cola 5' copiada, no procediendo la amplificacion de la secuencia
diana incluida dentro de una molécula no escindida debido a la ausencia de copiado de la cola 5' y a la extension 3'
bloqueada del oligonucleétido molde, o el copiado bloqueado del oligonucle6tido molde, provocando la amplificacion
selectiva de moléculas de acido nucleico escindidas sobre moléculas de &cido nucleico no escindidas.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para la amplificacién selectiva de una
muestra de una molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', en presencia de
una poblacion mixta de moléculas que tienen diferentes extremos 3', comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene
(a) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3';

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana adyacente a un extremo 3', proporcionando la cola 5' un molde
para la extensién del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del
oligonucleétido molde provocando la adicién de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacién en la regién 3' que bloquea la extensién 3' del oligonucleétido molde, o una modificacion
en la region de hibridacion del oligonucleétido molde que permite la extension 3' pero impide o bloquea el copiado de
dicho oligonucleétido en la regién 3' de dicho oligonucleétido;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccion inversa el oligonucle6tido
molde;

(iii) poner en contacto la muestra de ADN con un tercer oligonucledtido que comparte la secuencia de nucleétidos con la
cola 5' del oligonucleétido molde y a partir del cual la extension 3' procede sin impedimentos; y

(iv) realizar la amplificacion de la muestra, en la que

(a) la hibridacién del oligonucle6tido molde especifica con la secuencia diana esta seguida del copiado de la
cola 5' del oligonucleétido molde cuando el oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana adyacente a un
extremo 3' pero no cuando el oligonucle6tido molde hibrida con una secuencia no complementaria adyacente a un
extremo 3', en presencia de extension 3' bloqueada del oligonucleétido molde, o en presencia de extension 3' sin
impedimentos de un oligonucleétido molde a partir del cual el copiado posterior esta impedido o bloqueado; y

(b) la amplificacion procede con el segundo y tercer oligonucleétidos que amplifican selectivamente la
secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3' debido a la secuencia de la cola 5' copiada, no procediendo la
amplificacion de la secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3' debido a la ausencia del copiado de la cola
5' y a la extension 3' bloqueada del oligonucle6tido molde, o el copiado blogueado del oligonucleétido molde,
provocando la amplificacion selectiva de la secuencia diana adyacente a un extremo 3' en presencia de una poblacion
mixta de extremos 3.

La molécula de acido nucleico puede ser moléculas de ADN.

El oligonucleétido molde puede incluir bases modificadas dentro de su regiéon 3' que cuando hibrida en el
extremo 3' de una molécula de acido nucleico bloqueara la extension 3' de esa molécula.

Preferiblemente, la modificacién 3' que bloquea la extension 3' del oligonucledtido molde incluye la
incorporacion de uno o mas restos o analogos de nucledtidos no extensibles en el extremo 3', por ejemplo, una Unica
base o analogo de base no extensible 3' terminal, una combinacion de una base no extensible 3' terminal y
desapareamientos de nucleétido en la region 3' del oligonucledtido molde cerca del extremo 3', o la incorporacion de
sitios abasicos en la region 3' del oligonucledtido molde cerca del extremo 3'. Mas preferiblemente, la base no extensible
se selecciona entre un 2', 3' didesoxinucleétido, un espaciador C3, C18 3' u otro més largo, un nucleétido 3' fosforilado,
una base de "acido peptidenucleico”, una base de "acido nucleico bloqueado” (LNA), un derivado amina de nucleétidos,
uracilo tratado con uracil ADN glucosilasa, ARN o un resto de 2' O-metil ARN, o una combinacion de éstos.

Los especialistas en la técnica apreciaran que pueden ser adecuados otros procedimientos para bloquear la
extension dependiendo de la identidad de la polimerasa utilizada. Por ejemplo, podria usarse una base de fosforotioato
en combinacion con un desapareamiento de nucle6tidos para bloquear la extension en casos en los que se desea usar
una polimerasa con revision de prueba.
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Preferiblemente, el segundo oligonucleétido es un oligonucleétido molde adicional, es decir, que tiene
caracteristicas del oligonucleétido molde, o es un oligonucleétido no de molde, por ejemplo, que consiste en una Unica
regiéon de secuencia de nucleétidos complementaria al producto de extension del oligonucleétido molde en el caso en el
que la extension 3' del oligonucleétido molde esté4 solamente retardada en lugar de bloqueada, o consta de una Unica
region de secuencia de nucledtidos complementaria al producto de extension del tercer oligonucledétido en el caso en el
que la extension 3' del oligonucleétido molde esta bloqueada.

En una realizacion preferida, el extremo 3' de una molécula de ADN amplificada por ES-PCR es el resultado de
escision por endonucleasas de restriccion especificas de secuencia. Mas preferiblemente, las endonucleasas de
restriccion son enzimas de restriccion sensibles a metilacion especificas de secuencia, que permiten la amplificacion
selectiva, de acuerdo con los procedimientos de la invencion, de ADN no metilado sobre ADN metilado, o viceversa,
dependiendo del uso de las enzimas de restriccion inhibidas por la metilacion del ADN, tales como Hpall, Hhal, Bstul,
Notl, Smal y Sacll, o enzimas de restriccion que cortan selectivamente ADN metilado, tales como Glal, y Bisl. De este
modo, los procedimientos de la invencion permiten la detecciéon de diferencias en el estado de metilacién entre dos
muestras de ADN, proporcionando un enfoque para la deteccion de tejido enfermo en el que un cambio en la metilacion
esta asociado con una patologia. Por ejemplo, cambios en el estado de metilacion que implican tanto la desmetilacion
del ADN como la hipermetilacién de otras secuencias de ADN especificas estan asociados con la transformacion de
células en el estado canceroso. Por consiguiente, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un kit para
la amplificacion selectiva de ADN escindido a partir de una muestra de ADN que comprende ADN escindido y no
escindido, comprendiendo el kit (i) un oligonucleétido molde, (i) un segundo oligonucleodtido, y (iii) un tercer
oligonucleétido; de acuerdo con la invencion.

En una realizacion preferida adicional, el sitio de escision de ADN se selecciona para distinguir la presencia o
ausencia de un sitio de restriccion, permitiendo de este modo la deteccién de diferencias de secuencia entre muestras
de ADN, tal como la deteccion de polimorfismos o mutaciones de un Unico nucleétido. Por consiguiente, los
procedimientos de la invencion permiten el genotipado para propésitos de formacion de huellas genéticas o el
diagnoéstico de enfermedades genéticas asociadas con alteraciones en la secuencia gendémica o la deteccion de
mutaciones especificas que pueden ser indicativas de células cancerosas.

La deteccion de inestabilidad en repeticiones simples de nucleétidos, incluyendo repeticiones de
mononucleétidos, tal como la delecion de una o mas pares de bases, puede conseguirse de acuerdo con una
realizacion adicional de la invencion. La presencia de una secuencia de reconocimiento de enzimas de restriccion cerca
de una repeticion de mononucleétidos para una enzima de restriccion que tiene un sitio de escision a una distancia
definida fuera de su secuencia de reconocimiento, en este documento mencionada como 'cortadora flanqueante', puede
utilizarse para distinguir la presencia de variantes de delecion. Si dicho sitio de restriccion no esta convenientemente
localizado cerca de una repeticion de mononucleétidos, puede introducirse, por una primera ronda de PCR, por ejemplo.
Cuando ha sucedido una delecidon de pares de bases entre el sitio de escision y la secuencia de reconocimiento, el
producto de digestion del ADN de repeticion no delecionado diferird en la secuencia de nucleétidos adyacente al
extremo 3' del producto de digestion de ADN de repeticion delecionado. Esto es porque la delecion de uno o mas pares
de bases provocara un desplazamiento en la direccion 3' del sitio de escision, provocando necesariamente un cambio
en la secuencia en el sitio de escision. Por tanto, el disefio de oligonucledtidos molde que hibridan especificamente con
variantes de delecién puede usarse para detectar dichas variantes.

Por ejemplo, el oligonucledtido molde puede incorporar un tramo de repeticion de mononucleétidos
complementaria que aparea con el de un fragmento de ADN resultante de la digestion de una variante de delecion en la
gue se ha delecionado al menos un par de bases de la secuencia de repeticién. La secuencia de repeticion del
oligonucledtido molde permitira la hibridacion con una secuencia de repeticion complementaria adyacente al extremo 3'
de un fragmento de digestion, pero solamente permitira la extension 3' del fragmento de digestion de la variante de
delecion. Esto es porque el fragmento que surge del ADN de repeticion no delecionado necesariamente tendra una
secuencia de nucleodtidos distinta a la de la variante de delecién, provocando uno o mas desapareamientos entre el
oligonucledtido molde y el extremo 3' del fragmento de digestion, y evitando de este modo la extension 3' del fragmento
de digestién del ADN de repeticién no delecionado. Este disefio del oligonucleétido molde no alterara su capacidad de
amplificar selectivamente un ADN diana localizado adyacente a un extremo 3' sobre la misma secuencia diana incluida
dentro de una molécula de ADN, pero demuestra la capacidad afiadida de distinguir entre ADN que tienen ciertos
extremos 3'.

Esté el sitio de restriccion localizado dentro de una secuencia de repeticién o cadena abajo de la secuencia de
repeticion, un cambio en la longitud de una secuencia de repeticion provocard un cambio en el sitio de escision de
enzimas de restriccion, produciendo un fragmento que tienen una secuencia diferente a la del fragmento generado a
partir del ADN de repeticion que no experimento una delecion.

La deteccion de inestabilidad en repeticiones de mononucleétidos tal como la delecion de una o mas
repeticiones proporciona un enfoque para medir la inestabilidad de microsatélites, como se ha indicado que sucede en
los microsatélites de células tumorales. Quedaria claro para los especialistas en la técnica que esta realizacion
particular de la invencion se aplica igualmente a la deteccién de inestabilidad en dinucleétidos u otras repeticiones tales
como repeticiones de trinucledtidos y tetranucleétidos donde un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion esta
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apropiadamente localizado (o introducido) como se ha descrito.

Las realizaciones de la invencion que utilizan cortadoras flanqueantes también pueden aplicarse a la deteccién
de una insercién de pares de bases en una molécula de acido nucleico.

Cuando se produce un &cido nucleico variante a partir de la insercion de pares de bases, sucederda un
desplazamiento en el sitio de escision en direccion 5', produciendo de este modo una secuencia diferente adyacente al
extremo 3' resultante de la escision que si no existiera insercion. Seria evidente para los especialistas en la técnica que
el uso de cortadoras flanqueantes podria aplicarse a la detecciéon de una delecién o insercion en cualquier molécula de
acido nucleico, y que la aplicacién de cortadoras flanqueantes no esta limitada a la deteccién de deleciones en
secuencia de repeticiones de mononucledtidos sino que se aplica igualmente a cualquier molécula de &cido nucleico
variante resultante de una delecién o inserciéon de una o mas pares de bases.

Por consiguiente, un aspecto adicional de la invencion proporciona un procedimiento para detectar la presencia
0 ausencia de una delecién o inserciéon en una molécula de acido nucleico en una muestra en la que existe delecion o
insercidon entre un sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion y su sitio de escision localizado fuera del sitio de
reconocimiento a una distancia definida, como se expone en la reivindicacion 20.

Los procedimientos de la invencion pueden utilizarse para la detecciéon y cuantificacion de variantes de
transcritos de ARN. EI ARNm copiado a ADNc comprenderd una poblacion de ADNc que tienen una variedad de
extremos 3' de acuerdo con su correspondiente secuencia de ARNm 5'. Cuando se conocen las secuencias exénicas,
pueden prepararse oligonucleétidos molde que distinguiran entre ARNm con corte y empalme alternativo, de acuerdo
con la identidad de secuencia del primer exén.

La cola 5' del oligonucleétido molde de acuerdo con la presente invencién proporciona un molde para la
extension del extremo 3' de la secuencia diana solamente cuando el oligonucleétido molde hibrida con moléculas de
acido nucleico que tienen la secuencia diana adyacente a un extremo 3'. La extension del extremo 3' de la secuencia
diana complementaria a la cola 5' del oligonucle6tido molde provoca la adicion de la secuencia complementaria a la cola
5' a la secuencia diana. Por tanto, siguiendo las condiciones de reaccién que permiten la hibridacién del oligonucleétido
molde con la secuencia diana y la extension 3' de la secuencia diana complementaria a la cola 5' del oligonucleétido
molde, las moléculas de acido nucleico de la muestra que originalmente tienen la secuencia diana adyacente a un
extremo 3' ahora también incluyen la secuencia 5' adicional de la secuencia diana que es complementaria a la cola 5'
del oligonucledtido molde. Esta secuencia complementaria a la cola 5' puede utilizarse para detectar aquellas moléculas
gue se originaron en la muestra teniendo la secuencia diana adyacente a un extremo 3'.

Por consiguiente, en este documento se describe un procedimiento para detectar en una muestra una molécula
de &cido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3', comprendiendo el procedimiento:

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucleétido molde que tiene

(@) una region 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de una
molécula de acido nucleico,

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de &cido nucleico tal que se forma una cola 5' libre cuando el
oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3', proporcionando la cola 5' un
molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la secuencia complementaria a la cola 5' del
oligonucledtido molde provocando la adicion de la secuencia complementaria a la cola 5' a la secuencia diana, y

(c) una modificacién en la regién 3' que retarda la extensién 3' de dicho oligonucleétido molde;

(i) proporcionar condiciones de reaccién para permitir la hibridacion del oligonucleétido molde con la muestra, donde la
hibridacion del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' permite la posterior extension 3'
de la secuencia diana complementaria a la cola 5';

(iii) proporcionar condiciones de reaccion para permitir la extension 3' de la secuencia diana complementaria a la cola 5',
en presencia de extension 3' retardada o bloqueada de dicho oligonucledtido; y

(iv) detectar las moléculas de acido nucleico que tienen la secuencia diana adyacente a un extremo 3' por

(1) deteccion de la secuencia de acido nucleico complementaria a la cola 5' del oligonucledtido molde
resultante de la extension 3' de la secuencia diana adyacente a un extremo 3'; 0

(2) uso de la secuencia de acido nucleico complementaria a la cola 5' del oligonucleétido molde resultante de la
extension 3' de la secuencia diana adyacente a un extremo 3', para copiar la molécula de &cido nucleico que tiene una
secuencia diana adyacente a un extremo 3'.

La deteccion de la secuencia de acido nucleico complementaria la cola 5' del oligonucleétido molde puede
conseguirse a través de cualquier medio conocido para detectar una molécula de &cido nucleico de secuencia conocida,
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por ejemplo, por marcaje directo de la reaccion de extension 3' de la secuencia diana complementaria a la cola 5' con un
nucleésido trifosfato radiomarcado o marcado de forma fluorescente tal como o*?P-dCTP o Cy5-dCTP o un nucledsido
trifosfato biotinilado, o por captura de la secuencia complementaria incorporada con una sonda especifica de secuencia
a través de hibridacion, o a través de captura directa de la secuencia de acido nucleico complementaria a la cola 5' del
oligonucleétido molde.

La secuencia de acido nucleico complementaria a la cola 5' del oligonucleétido molde puede utilizarse para
copiar moléculas de &cido nucleico que tienen una secuencia diana adyacente a un extremo 3' por una diversidad de
medios. Por ejemplo puede usarse un cebador complementario a la secuencia incorporada para cebar la sintesis que se
extendera de nuevo a través de la secuencia diana. Como alternativa, la cola 5' del oligonucleétido molde puede
proporcionar un promotor y sitio de inicio para una polimerasa tal como la ARN polimerasa T7 de modo que la adicién
de la secuencia complementaria a la cola 5' proporcione un molde para el copiado a través de la secuencia diana por la
polimerasa. Las moléculas de acido nucleico copiadas que tienen la secuencia diana adyacente a un extremo 3' pueden
detectarse por cualquier medio conocido para detectar una molécula de acido nucleico de secuencia conocida, tal como
los enfoques citados anteriormente incluyendo hibridacion y PCR.

Quedaria bastante claro para los especialistas en la técnica que un ADNc copiado a partir de ARN es un acido
nucleico adecuado para los propésitos de la presente invencion.

En toda esta memoria descriptiva, salvo que el contexto requiera otra cosa, se entenderd que las palabras

"comprende", "comprenden" y "comprendiendo” implican la inclusién de una etapa o elemento o grupo de etapas o
elemento indicado pero no la exclusién de cualquier otra etapa o elemento o grupo de etapas o elementos.

Los articulos "un" y "una" se usan en este documento para hacer referencia a uno o a mas de uno (es decir, a
al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento" significa un elemento o mas de un
elemento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Representacion esquematica del principio de la PCR especifica de extremo para amplificar de forma
selectiva un ADN escindido sobre un ADN no escindido.

Figura 2: Sitios del cebador para 21qTFMLHC/T y 21qTRC sobre ADN escindido con BstlU y ADN no
escindido (secuencia repetida en tandem sobre el cromosoma humano 21 en la banda 21g22.3), cebador
oligonucleotidico especifico de extremo correspondiente que tiene un desapareamiento del nucleétido 3' terminal, y un
segundo cebador oligonucleotidico para el cebado en direccion inversa, de acuerdo con una realizacion de la presente
invencion.

Figura 3: Curvas de amplificacion y Tablas que muestran los valores de Ct para (i) ADN completamente
metilado (CpGenome™, Chemicon International, Inc.) y ADN hipometilado K562; (i) ADN de las muestras normales
apareadas y de tejido de tumor colorrectal 29/99 y 30/99, respectivamente; (iii) muestras normales apareadas y de tejido
de cancer colorrectal 34/03 y 35/03, respectivamente.

Figura 4A: Sitios del cebador para el cebador directo 21qTFMLHC/T y el cebador inverso 21gTRM13, ambos
oligonucledtidos molde especificos de extremo, en una secuencia repetida en tandem sobre el cromosoma humano 21
en la banda 21g22.3.

Figura 4B: Tabla que muestra los valores de Ct y las curvas de amplificacion con SYBR Green que muestran
la deteccion de ADN K562 hipometilado mucho antes que ADN completamente metilado. Se detecta claramente un nivel
del 0,1% de muestra de ADN K562, un Unico equivalente de genoma, 7 ciclos antes de la muestra que contiene
solamente ADN completamente metilado.

Figura 5A: Sitios del cebador para MycRM1, un oligonucleétido molde especifico de extremo que tiene un
desapareamiento del nucleétido 3' terminal y el cebador inverso MycFC1, dentro del gen Myc marcado como diana en
un sitio Hpall que se ha descubierto que se hipometila en cancer colorrectal (Sharrard y col. 1992).

Figura 5B: Tabla de los valores de Ct y curvas de amplificacién que muestran la deteccion de ADN myc
hipometilado en ADN K562 en comparacion con el ADN completamente metilado de CpGenome™; y la deteccion de la
metilacién reducida en el sitio Hpall en tejido de tumor colorrectal 35/03 en comparacién con su muestra normal
apareada 34/03.

Figura 6A: Sitios del cebador para marcar como diana la region 5' (promotor) del elemento retrotransponible
LINE, oligonucle6tidos molde de insercion correspondientes que actian como cebadores de amplificacién directo e
inverso, y la secuencia de nucleétidos de la sonda LPA-Hex marcada con HEX.

Figura 6B: Curvas de amplificacion y Tablas que muestran los valores de Ct para la amplificacion a partir de
ADN K562 sustancialmente hipometilado o a partir de ADN completamente metilado, detectado con SYBR Green o la
sonda marcada con HEX.
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Figura 7A: Sitios del cebador para marcar como diana el primer sitio BstUl en la secuencia consenso de
elementos Alu con un oligonucledtido molde con extension 3' bloqueada por un grupo fosfato, y el segundo cebador
oligonucleotidico correspondiente para el cebado en direccion inversa, y el cebador JOELUX para el cebador en
direccion directa, de acuerdo con una realizacion de la presente invencion.

Figura 7B: Curvas de amplificacién y Tabla que muestra los valores de Ct para la amplificacion a partir de ADN
K562 sustancialmente hipometilado o a partir de ADN CpGenome metilado.

Figura 8A: Sitios del cebador para marcar como diana ADN metilado a través de un sitio Glal dentro de la isla
CpG del gen hMLH1. El oligonucleétido molde incorpora 3 desapareamientos en su extremo 3', dos de los cuales se
convierten en sitios abéasicos cuando se digieren por uracil ADN glucosilasa, cebador inverso MLHRev3
correspondiente, y cebador LUX directo, de acuerdo con una realizacion de la presente invencién.

Figura 8B: Curvas de amplificacion y Tabla que muestra los valores de Ct para la amplificacion de ADN
CpGenome metilado o ADN no metilado.

Figura 9A: Deteccion de una mutacion puntual en el gen BRAF. Se us6 el cebador BRFMX de la primera ronda
de PCR para introducir un sitio de restriccion Xbal dependiente de la presencia de la transversion T a A en el sitio de
mutacion (subrayado dentro de la secuencia diana).

Figura 9B: Deteccion de una mutacion puntual en el gen BRAF. Se us6 el cebador BRFU de ES-PCR en
combinacion con un cebador JOELUX solapante externo y un cebador inverso BRF2.

Figura 9C: Curvas de amplificacién que muestran la amplificacién selectiva del gen BRAF mutado en la linea
celular de cancer colorrectal WiDr.

Figura 10A(i): Productos de la escisién con enzimas de restriccion en una repeticion de mononucle6tidos
adyacente a un sitio de restriccion Bbr71.

Figura 10A(ii) y 10A(iii): Productos de la extension de la cadena inferior de las moléculas cortadas usando
transferasa terminal e hibridacion del cebador a los productos extendidos.

Figura 10A(iv): Oligonucleétido molde para la hibridacion de la ES-PCR a la cadena inferior cortada a partir de
las moléculas corta y larga mostradas en la Fig.10A(i).

Figura 10B(i): Moléculas con repeticiones de nuevo o diez A adyacentes a un sitio de restriccion Mmel.
Figura 10B(ii): Productos de escision de las moléculas de la Fig. 10B(i) con Mmel.

Figura 10A(iii): Ligamiento del engarce que muestra el ligamiento especifico a los extremos cortados de la
molécula de la Fig. 10B(ii) que se originan a partir de la molécula con nueve A (Fig.10B(i)).

Figura 10B(iv): Oligonucleétido molde para la hibridacion de la ES-PCR a la cadena inferior cortada a partir de
las moléculas "nueve" y "diez".

Figura 11A(i): La region del microsatélite NR22 que muestra la localizacion de un sitio Mboll y la secuencia del
cebador inverso.

Figura 11A(ii) y 11A(iii): Secuencias de dos oligonucleétidos molde F1INR22-0 y J5NR22-4 para la
amplificacion de repeticiones de mononucleétidos de diferentes longitudes en el microsatélite NR22 después de la
digestién con Mboll.

Figura 11B(i) y 11B(ii): Curvas de amplificacion que muestran los resultados de la amplificacion de ADN
sanguineo y ADN de células HCT116 que porta deleciones dentro del microsatélite NR-22.

Figura 12A: Esquema que muestra la digestién con una enzima de restriccion que tiene un sitio de escision a
una distancia definida fuera de su secuencia de reconocimiento, y un desplazamiento en el sitio de escision debido a
una insercion de 4 pb entre la secuencia de reconocimiento y el sitio de escisién. La extension 3' del ADN digerido
solamente sucedera si existe una insercion entre la secuencia de reconocimiento y el sitio de escisién debida a la
presencia de 2' O-metil nucledtidos (subrayados) en el oligonucle6tido molde que bloguea la extension 3' del ADN
digerido cuando los 2' O-metil nucledtidos hibridan en el extremo 3' del ADN digerido. En el caso de ADN que tiene una
insercion, el sitio de escision se desplaza de tal modo que los 2' O-metil nucleétidos del oligonucleétido molde ya no
hibridan en el extremo 3.

Figura 12B: Oligonucledtidos utilizados en amplificacion selectiva por ES-PCR de una mutacion de insercion
de 1 pb o 4 pb. El oligonucledtido molde emplea 2' O-metil nucleétidos para bloquear la extension 3' desde el extremo 3'
del ADN diana escindido.

Figura 12C: Curvas de amplificacion que muestran la amplificacién selectiva de ADN que incluye una insercién
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de 1 pb o 4 pb sobre ADN que no tiene insercion, es decir, ADN "normal".

Figura 13A y 13B: Secuencia de ADN de ensayo representativos de ADN "no cortado" y "cortado", un
oligonucledtido molde AluPhB de referencia con la extensién boqueada por un fosfato en su extremo 3'y el segundo y
tercer oligonucledtidos, utilizados en una serie de experimentos de ES-PCR para evaluar el efecto sobre la ES-PCR de
modificaciones en el oligonucledtido molde (Figura 13B).

Figura 13C: Curvas de amplificacion que muestran los resultados de ES-PCR cuando se usan los diversos
oligonucleétidos molde dados en la Figura 13B.

DEFINICIONES

Cuando se usa en el contexto de la presente invencién, el término "muestra” se refiere a cualquier muestra
biol6gica que comprende moléculas de acido nucleico, comprendiendo tipicamente ADN y/o ARN. Las muestras pueden
ser tejidos, células o extractos de los mismos, o pueden ser muestras purificadas de moléculas de acido nucleico. El uso
del término "muestra” no implica la presencia de una secuencia diana ya sea adyacente a un extremo 3' de una
molécula de acido nucleico o incluida dentro de una molécula de acido nucleico. La presencia en una muestra de una
secuencia diana incluida dentro de una molécula de acido nucleico no es necesaria para la amplificacion selectiva de
secuencia diana adyacente a un extremo 3'. Por tanto, el oligonucleétido molde servira para amplificar una molécula de
acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3' independientemente de si la secuencia diana
esta también presente 0 no en la muestra, localizada incluida dentro de una molécula de &acido nucleico.

Cuando se usa en el contexto de la presente invencién, la expresién "secuencia diana" se refiere a una
secuencia de acido nucleico con la que el oligonucleétido molde hibrida con especificidad debido a que el
oligonucledtido molde tiene una secuencia de nucleétidos en su region 3' sustancialmente complementaria a la
secuencia diana. Cuando esta localizada adyacente a un extremo 3', la secuencia diana es representativa de moléculas
de acido nucleico amplificadas selectivamente por ES-PCR.

Como se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "adyacente a un extremo 3™ se refiere a la
region de nucledtidos inmediatamente 5' del extremo 3' y que se extiende 5' del extremo 3' de una molécula de acido
nucleico, incluyendo tipicamente el nucleétido terminal. La region "adyacente a un extremo 3" empezando desde el
nucledtido terminal de una molécula de acido nucleico que tiene un extremo 3', corresponde en longitud a la region 3'
del oligonucledtido molde complementaria a la secuencia diana.

Como se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "incluido dentro de una molécula de &cido
nucleico” se refiere a una localizacion no adyacente a un extremo 3' como se ha definido anteriormente, pero
desplazado desde un extremo 3' por al menos un nucleétido 5' del extremo 3'. Por tanto, la secuencia diana incluida
dentro de una molécula de acido nucleico puede estar localizada dentro de una molécula de acido nucleico a una
distancia de uno o mas nucleétidos desde el extremo 3'.

Cuando se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "molécula marcada como diana" o
"molécula de acido nucleico marcada como diana" se refiere a una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia
diana localizada adyacente a un extremo 3' que provoca su amplificacion selectiva por procedimientos de la invencion.

Cuando se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "molécula de &cido nucleico escindida"
pretende hacer referencia a una molécula que se ha digerido por endonucleasas de restriccion o cualquier otra enzima
que genere acidos nucleicos con extremos 3', y abarca ADN digerido por endonucleasas de restriccidon u otras enzimas
que generan extremos 3'.

Cuando se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "oligonucleétido molde" u "oligonucleétido
de molde" se refiere a un acido nucleico oligonucleotidico que comprende una regién 5' que forma una cola 5' cuando su
region 3" hibrida con &cido nucleico y que permite la extension 3' de una secuencia diana con la que hibrida cuando esti
localizada adyacente a un extremo 3' de una molécula de acido nucleico. En ciertas realizaciones de la invencién, el
oligonucledtido molde se incorpora en amplicones de PCR porque tiene lugar la extension 3' del oligonucledtido. En
dichos casos, el oligonucleétido molde sirve como cebador directo.

En otras realizaciones, el oligonucleétido molde no se incorpora en amplicones de PCR porque esté bloqueada
la extensiéon 3' del oligonucledtido, o porque estad bloqueado el copiado de la region 3' del oligonucleétido. En estas
situaciones, se usa un 'tercer' oligonucleétido adicional que comparte la secuencia con la cola 5' del oligonucleétido
molde como cebador directo.

Los oligonucleétidos molde pueden comprender nucleétidos no de ADN, tales como nucleétidos de ARN,
analogos de nucleétidos, u otras moléculas no de acido nucleico que pueden incorporarse en el oligonucleétido para
retardar o bloquear la extension 3', o para bloquear el copiado a partir del oligonucleétido. Un especialista en la técnica
apreciara que puede aplicarse cualquier medio para retardar la extension 3' o para bloquear la extension 3' o el copiado
del oligonucleétido a un oligonucleétido molde de acuerdo con la presente invencién, con la condiciéon de que el medio
elegido no impida la extension 3' de la secuencia diana.
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Cuando se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "sustancialmente complementario” se
refiere a complementariedad entre acidos nucleicos, de modo que sucede una hibridacién adecuada para conseguir la
amplificacion selectiva de una molécula de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3'
sobre una secuencia diana incluida dentro de una molécula de acido nucleico, de acuerdo con la presente invencion.
Por tanto, no todas las bases en un oligonucleétido tienen que ser complementarias a la region de una molécula con
que hibridara; el oligonucleétido solamente tiene que contener suficientes bases complementarias para posibilitar que el
oligonucleétido reconozca e hibride con su molécula 'diana’. Por tanto, la expresion "sustancialmente complementario”
abarca acidos nucleicos que incorporan uno o mas desapareamientos, deleciones, inserciones, combinaciones de
deleciones e inserciones, o cualquier otra modificacion de secuencia que no anule la hibridacion de los acidos nucleicos
con especificidad.

Como se usa en el contexto de la presente invencién, la expresion "extension 3' retardada” se refiere a que la
extension 3' del oligonucleétido molde tiene impedimentos para proceder pero no estd bloqueada, de modo que la
extension 3' del oligonucledtido sucede de forma menos eficaz que si la modificacién para retardar la extension 3'
estuviera ausente. Por tanto, en esta situacion, el oligonucleétido molde actuara como cebador directo en la reaccion de
amplificacion.

Como se usa en el contexto de la presente invencion, la expresion "extension 3' bloqueada" se refiere a la
ausencia en términos practicos de extensién 3' del oligonucleétido molde, de modo que no procederéa la reaccion de
amplificacion, o procede a una velocidad inexplotable, salvo que se afiada un 'tercer' oligonucleétido adicional a la
reaccion, compartiendo este oligonucleétido la secuencia con la cola 5' del oligonucleétido molde y a partir del cual
sucederd la extensién 3.

Como se usa en el contexto de la presente invencion, el término "amplificacion” se refiere a hacer una o mas
copias de la molécula marcada como diana, e incluye, aunque sin limitacion, la amplificacion de moléculas de acido
nucleico por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR puede hacer referencia a amplificacion lineal, no
exponencial de ADN ademas de a amplificacién exponencial de ADN, donde un especialista en la técnica reconoceria
gue cualquier forma de amplificacion es apropiada para el propésito de la invencion.

Como se usa en el contexto de la presente invencion, la expresién "cortadora flanqueante" se refiere a una
endonucleasa de restriccion que escinde el acido nucleico a una distancia definida desde su secuencia de
reconocimiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El principio de la PCR especifica de extremo o ES-PCR contenida en la presente invencion se muestra en la
Figura 1. La ES-PCR depende del uso de al menos un oligonucledtido, en este documento mencionado como el
oligonucleétido molde, que esta de algiin modo parcial o completamente bloqueado para la extensién. El oligonucleétido
molde esté disefiado para solapar con el extremo 3' de una molécula de acido nucleico generada, por ejemplo, por
digestién de restriccion. La parte 3' del oligonucledtido molde aparea sustancialmente con la secuencia especifica
adyacente al extremo escindido de la molécula de acido nucleico mientras que la parte 5' contiene la secuencia de acido
nucleico que forma una cola después de la hibridacion del oligonucle6tido molde con la molécula de acido nucleico.

Después de la hibridacion del oligonucleétido molde con una molécula de acido nucleico escindida, se retarda o
bloque la elongacion del oligonucleétido molde, pero el extremo 3' de la molécula marcada como diana es capaz de
extenderse para permitir el copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde. La secuencia diana, que esté incluida dentro
de una molécula de acido nucleico, porque, por ejemplo, no se ha escindido por una enzima de restriccién en un sitio de
restriccion deseado, puede hibridar con el oligonucle6tido molde, sin embargo, no puede suceder la extension 3' de la
secuencia diana para permitir el copiado de la cola 5' del oligonucle6tido molde debido a la ausencia de un extremo 3'
en el sitio de hibridacion. De forma importante, la secuencia de nucleétidos afiadida a la secuencia diana por extension
del extremo 3' libre complementario a la cola 5' del oligonucle6tido molde se usa posteriormente en la amplificacion de la
molécula de acido nucleico marcada como diana. La secuencia afadida también permite modificaciones de ES-PCR,
por ejemplo, la incorporaciéon de una marca tal como un nucleétido biotinilado que podria usarse para capturar
selectivamente moléculas que contienen secuencias 3' extendidas. Se ha mostrado el uso de dos tipos diferentes de
oligonucleétido molde, sin embargo, quedaria claro para los especialistas en la técnica que podria usarse cualquier
caracteristica de disefio incorporada en el extremo 3' del oligonucleétido molde que provoque una extension retardada o
bloqueada para conseguir los procedimientos de la invencion.

Tipicamente, las moléculas de &cido nucleico a analizar de acuerdo con la invencién comprenden ADN. Sin
embargo, los especialistas en la técnica apreciaran facilmente que los procedimientos de la presente invencion también
son aplicables a otras moléculas de &cido nucleico, tales como ARN, condicionado a los reactivos apropiados, por
ejemplo, ARN polimerasas o transcriptasas inversas, apropiadas para la amplificacion o copiado de ARN. También se
apreciara facilmente que la cola incorporada formada por el copiado de la regién 5' del oligonucleétido molde puede
detectarse directamente o usarse para copiar la secuencia de acido nucleico diana por otro medio diferente al
termociclado.

En una realizacion, el oligonucleétido molde es capaz de hibridar de forma débil con la secuencia diana, pero
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esta disefiado de tal modo que la extension 3' a partir del oligonucledtido molde es pobre a causa de un
desapareamiento deliberado con la secuencia diana en su extremo 3'. Si el oligonucleétido molde hibrida con la
secuencia diana adyacente a un extremo 3', sin embargo, el acido nucleico, por ejemplo, ADN gendémico, puede
extenderse 3' usando el oligonucledtido molde como molde. La longitud aumentada posterior de la region de hibridacion
entre el oligonucledtido molde y la molécula de acido nucleico marcada como diana estabiliza la hibridacion del
oligonucleétido molde y potencia en gran medida la eficacia con la que ahora se ceba y extiende sobre la molécula de
acido nucleico diana. Una vez se ha incorporado el oligonucleétido molde desapareado en el amplicén, la PCR continda
de forma eficaz, ya que el oligonucledtido molde originalmente desapareado ahora aparea completamente con su
secuencia diana. En un ejemplo, el cebado sobre ADN no escindido se limita a través de la combinacién de una corta
region 3' del oligonucleétido molde y un desapareamiento terminal en el oligonucleétido molde. Ademas de un
desapareamiento terminal, pueden usarse otros medios para limitar el cebado a partir del oligonucleétido molde.

En una realizacion de la invencién que utiliza un desapareamiento terminal, la extension es ineficaz salvo que
haya sucedido el copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde. Podria usarse cualquier otra modificacién que reduzca
o retarde la extensién de un oligonucleétido para conseguir la ES-PCR, por ejemplo, la incorporaciéon de un corta
delecion o insercion deliberada en el oligonucleétido molde.

En una realizacion adicional de la invencion, el oligonucleétido molde puede terminar en su extremo 3' con una
base extensible, o puede incluir modificaciones que evitaran la extension 3'. En el caso de oligonucleétidos de ES-PCR
de extremo completamente bloqueado, se necesita un tercer oligonucleétido adicional en la reaccion para permitir la
extension probable de la molécula de acido nucleico marcada como diana. El tercer oligonucleétido adicional puede
constar de la secuencia de acido nucleico de la cola 5' del oligonucle6tido molde o puede solapar con la secuencia
diana para incluir algo de la secuencia especifica de diana. Si el tercer cebador oligonucleotidico usado para la
amplificacion consta solamente de la secuencia de la cola 5' del oligonucleétido molde, es posible multiplicar la
amplificacion de diferentes moléculas de acido nucleico usando una serie de oligonucleétidos molde que son especificos
de gen o fragmento pero que contienen una extensién comun. En esta realizacion puede usarse cualquier medio para
bloquear la extension incluyendo, aunque sin limitacion, un espaciador C3, la terminacion con un didesoxinucleétido,
fosforilacion, el uso de amina, sitios abasicos, restos de uracilo (combinado con incubacién con uracil ADN glucosilasa)
y/o 2' O- metil ARN. En el caso de usar analogos de ADN que no pueden copiarse por las ADN polimerasas, la ES-PCR
puede conseguirse independientemente de la extension 3' del oligonucleétido molde. Combinaciones de
oligonucledtidos molde bloqueados o despareados también son variaciones posibles que pueden usarse de acuerdo con
la presente invencion.

El oligonucleétido molde puede incluir bases modificadas dentro de su region 3' que cuando hibridan en el
extremo 3' de una molécula de &cido nucleico bloqueara la extension 3' de esa molécula. Esto permite la amplificacién
selectiva de ADN diana que tiene una secuencia diana adyacente a su extremo 3' que no hibrida en su extremo 3' con
las bases modificadas del oligonucleétido molde, no bloqueandose de este modo durante la extension 3.

El oligonucledtido molde puede comprender una secuencia de nucleé6tidos complementaria a la secuencia
diana que abarca méas de una posible localizacion en la que puede suceder la hibridacion de un extremo 3' de la
molécula de &acido nucleico. Por tanto, dependiendo de la localizacién de la hibridacion de un extremo 3' en el
oligonucledtido molde, la cola 5' resultante del oligonucleétido molde puede incluir o no la secuencia complementaria a
la molécula de &acido nucleico marcada como diana. Pueden posicionarse bases modificadas que bloquean la extension
3' desde el extremo 3' de una molécula de acido nucleico hibridada en el oligonucleétido molde en una o mas de las
posibles localizaciones para la hibridacion del extremo 3' representativas de la hibridacion de extremos 3' de moléculas
de &cido nucleico no marcadas como diana, de modo que la extensién 3' de una molécula de acido nucleico suceda
solamente a partir de la localizacion de hibridacion caracteristica para el extremo 3' de la molécula de acido nucleico
marcada como diana.

Como con otros procedimientos de amplificacion, las condiciones tales como tiempos de hibridacién, tiempos
de extension, y temperaturas dependen de las secuencias especificas y requieren una optimizacion individual. Se han
descubierto dos o0 mas fases (tiles en la reaccion de PCR para permitir mayor flexibilidad en el disefio de la ES-PCR. En
general, se usan tipicamente temperaturas de hibridacion inferiores y tiempos de incubacion mas largos en la primera
fase porque se espera que el cebado de la diana sobre la parte habitualmente corta (baja Tm) del oligonucleétido molde
sea relativamente ineficaz. En el caso de oligonucleétidos molde desapareados y de insercidn/delecion, tipicamente se
usa un periodo de incubacion prolongado en la primera fase para permitir la extensién probable después de que se haya
estabilizado la unidn por la extension 3' de la secuencia diana. Después de los 5 ciclos iniciales, se espera que la PCR
esté dirigida en gran medida por oligonucleétidos que aparean con su diana a lo largo de su longitud completa y de este
modo puede emplearse una temperatura mayor (y habitualmente tiempos de incubacién mas cortos) en la segunda
fase. Pueden emplearse tiempos de desnaturalizacion mas cortos (y en algunos casos temperaturas inferiores - no
mostrado en estos ejemplos) en la segunda fase porque el producto de PCR que ahora domina la reaccién se
desnaturaliza mucha mas facilmente que las diversas moléculas de ADN que se espera que sean importantes durante la
primera fase. Son ventajosos tiempos de desnaturalizacion mas cortos porque habra menos inactivacion de la ADN
polimerasa Tag.

Sin embargo, el uso de dos fases no es un requisito para la ES-PCR. Por el uso de regiones complementarias
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més largas en el(los) oligonucledtido(s) molde, particularmente para los cebadores de molde completamente
bloqueados, puede desarrollarse una PCR de una fase.

La digestién con enzimas de restriccién de la muestra puede realizarse en una reaccion diferente antes de la
ES-PCR, o puede realizarse en una Unica mezcla de reaccion de digestién-amplificacion inmediatamente antes de la
PCR.

Como con otros procedimientos en los que se afiade una secuencia comun a los extremos de los ADN a
amplificar (Elnifro, EM y col. 2000; Wittwer, CT y col. 2001), la ES-PCR puede adaptarse facilmente para una PCR
multiple.

Los productos de ES-PCR pueden detectarse por procedimientos convencionales bien conocidos para los
especialistas en la técnica incluyendo, aunque sin limitacién, electroforesis en gel, control a tiempo real usando
colorantes de unién a ADN no especificos tales como SYBRGreen, sondas fluorescentes especificas de secuencia o
hibridacion a series.

Para que la invencién pueda entenderse faciimente y llevarse a efectos practicos, ahora se describirdn
realizaciones preferidas particulares mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1: Uso de un tnico oligonucle6tido molde desapareado para seleccionar ADN escindido

La region marcada como diana es una repeticion en tdndem (tamafio consenso de 74 pares de bases,
GCGTGGCTGTCTCCACTGAGTCCCGGGCACGGGTCAGGCTAACCGCGG GAGGAATTTAATCTAGAGTTTAACTT)
presente en el cromosoma humano 21 en la banda 21g22.3. En el genoma humano (convencion de mayo de 2004) el
tamafio gendémico de la regién repetida es de 2218 pares de bases, chr21:46536826-46539043. Se us6 la enzima de
restriccion Bstul para cortar el ADN gendémico en el sitio CGCG subrayado. El corte por BstUl esta bloqueado por
metilacién de citosina de modo que se formaran extremos de restriccion solamente a partir de ADN no metilado.

En este ejemplo, el oligonucledtido molde también actia como cebador 'directo’ y tiene un desapareamiento 3'
terminal con la diana, el ADN gendmico. La secuencia y los cebadores usados se muestran en la Figura 2. El cebador
directo de desapareamiento y oligonucleétido molde es 21qTFMLHC/T, 5'
CACTCCCACTCGGGAGGAATTTAATCTAGC 3' y el cebador completamente apareado inverso es 21gTRC, 5'
ACCCGTGCCCGGGACTCA 3'. Las bases subrayadas son las que no aparean con la secuencia diana inicial.

Se realizaron PCR en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 2,7 mM, dCTP 0,2mM,
dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, cebadores 200 nM, dilucién 1/125.000 de SYBR® Green | (Molecular
Probes N° Cat. S7563), colorantes de calibrado de fluoresceina 20 nM (BioRad), 1 unidad de BstUl (New England
Biolabs) y 0,5 unidades de polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett RotorGene 3000 se ajustd para funcionar a
60C durante 5 minutos, 95C durante 2 minutos, después 5 ciclos de 95C 15 segundos - 65C 3 minutos, y después 40
ciclos de 95C 5 segundos - 65C 30 segundos. La digestion con BstUI sucede durante la incubacion de 5 min. inicial a
60C. El tiempo de extension mas largo en los primeros 5 ciclos es para permitir la extension del ADN diana en
condiciones en las la hibridacion de la diana/cebador es inestable.

La fluoresceina esté presente porque las reacciones a veces se procesan en un BioRad Icicler, y esta maquina
requiere una traza de fluoresceina (o algun otro colorante) para propdsitos de calibrado. No se espera que el bajo nivel
tenga algun efecto significativo sobre los resultados.

Los ADN usados para la amplificacion fueron ADN de CpGenome (Chemicon) que estaba metilado
enzimaticamente en todos los sitios CpG y ADN de la linea celular de leucemia mielogénica cronica humana K562 asi
como ADN de dos pares de ADN de tumor colorrectal de colon normal adyacente apareado. El primer panel de la Figura
3 muestra las curvas de amplificacion para ADN completamente metilado y para ADN de K562 que esta
sustancialmente hipometilado en muchas secuencias repetidas. La amplificacién es altamente selectiva para ADN no
metilado, amplificando K562 aproximadamente 13 ciclos antes que el ADN de CpGenome completamente metilado. Se
muestran dos ejemplos en los paneles B 'y C de ADN de céncer colorrectal y ADN aislado de tejido normal adyacente.
En ambos casos, la amplificacion méas temprana del ADN canceroso (en 2,5 a 3 ciclos) es indicativa de hipometilacion
con relacion al tejido normal.

Ejemplo 2: Los oligonuclettidos tanto directo como inverso son oligonucle6tidos molde que tienen un
desapareamiento 3' terminal.

Se amplific6 la misma secuencia repetida del cromosoma 21q usando oligonucleétidos molde de
desapareamiento tanto directo como inverso como cebadores. Las condiciones de PCR fueron las mismas que para el
Ejemplo 1 excepto en que se incluyd la sonda 21qTRHEX 5' HEX-CCGTGCCCGGGACTCAGTGG BH1 (de Sigma) a
100 nM y el cebador inverso fue 21gTRM13, 5' CCCTCACACTCGGTTAGCCTGACT-3'. Las bases subrayadas son las
gue no aparean con la secuencia diana inicial.

Se realiz6 una PCR a tiempo real usando un Corbett RotorGene 3000 con el programa: 60C durante 5 minutos,
95C durante 2 minutos después 3 ciclos de 95C 15 segundos - 65C 3 minutos, y después 60 ciclos de 95C 5 segundos -
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65C 15 segundos. Se crearon 3 ng/ul de ADN gendmico humano que contenia diferentes proporciones de ADN de K562
(que se sabe que tiene niveles reducidos de metilacion en CpG) y ADN de CpGenome (ADN metilado de forma artificial)
haciendo diluciones en TEX (Tris HCI 10 mM pH 8, EDTA 0,1 mM, Triton X100 al 0,01%). Se afiadio 1 ul de la mezcla
de ADN a cada reaccion de 25 ul.

Los resultados de SYBR Green se muestran en la Figura 4. En este experimento, la especificidad adicional
producida por el uso de una sonda especifica no proporcioné ventajas y los resultados fueron similares a los resultados
de SYBR Green y por tanto no se muestran.

La amplificacion a partir de ADN de K562 se detecta mas de 20 ciclos antes del ADN completamente metilado
y se detecta claramente un nivel del 0,1% de la muestra de ADN de K562 (3 pg, un Unico genoma equivalente) 7 ciclos
antes que la muestra que contiene solamente ADN completamente metilado.

Ejemplo 3: Marcaje como diana de un sitio Hpall dentro gen de copia Unica c-myc

En este ejemplo se marca como diana un sitio Hpall (subrayado) dentro de la secuencia génica de c-myc
GAGCGCCAGAGGAGGAACGAGCTAAAACGGAGCTTTTTTGCCCTGCGTG ACCAGATCCCGGAGTTGGAAAA,
chr8:128.822.153-128.822.223 en el genoma humano construccion HG17. Se descubrid que el sitio Hpall estaba
hipometilado en céncer colorrectal por Sharrard et al 1992. La secuencia de la regién y el oligonucleétido molde (los
cebadores MycRM1 y MycFCI se muestran en la Figura 5A).

Las muestras de ADN se cortaron con Hpall en una reaccion diferente. Las digestiones se realizaron durante 2
horas a 37C en tampo6n 1 de New England Biolabs (Bis Tris Propano-HCI 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM (pH 7,0 a
25°C)) + 100 ug/ml de BSA. Se cortaron 30 nanogramos de ADN con 5 unidades de Hpall en un volumen de 30 ul.
Después de un tratamiento con calor de 20 minutos a 70C, se afiadieron 24 ul de TEX (Tris 10mM pH 7,4, EDTA 0,1
mM, Triton X100 al 0,01%) y 6 ul de EDTA 50 mM dando concentraciones finales iguales del i6n magnesio y EDTA, y
una concentracion de ADN final de 0,5 ng/ul. Se usaron 2 ul de estas muestras para cada PCR.

Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 2,7 mM, glicerol al
0,2%, dCTP 0,2mM, dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, cebadores 200 nM, dilucién 1/125.000 de SYBR®
Green | (Molecular Probes N° Cat. S7563), colorante de calibrado de fluoresceina 20 nM (BioRad) y 0,5 unidades de
polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett Rotor-Gene 3000 se ajustd para funcionar a 95C durante 2 minutos
después 5 ciclos de 95C 15 segundos - 65C 3 minutos, y después 45 ciclos de 95C 5 segundos - 65C 30 segundos.

El cebador de desapareamiento MycRM1 permite la deteccion de ADN myc hipometilado en ADN de K562 en
comparacion con el ADN completamente metilado de CpGenome. También permite la deteccion de la metilacion
reducida en el sitio Hpall en la muestra de tumor canceroso colorrectal 35/03 en comparacién con su muestra normal
apareada 34/03. (Véase la Figura 5B).

Ejemplo 4: Oligonucle6tido molde de insercién.

Este ejemplo muestra que la selecciébn puede conseguirse sin usar un desapareamiento 3' terminal en el
cebador, sino una insercién colocada varios nucleétidos desde el extremo 3'. Dichos oligonucleétidos molde de insercion
pueden ser particularmente adecuados para casos en los en los que el sitio de restriccion marcado como diana esta
presente en una secuencia repetitiva que podria variar en la secuencia en el punto de extension.

En casos en los que una clase de secuencia repetida tiene gran heterogenicidad de secuencia, un cebador de
desapareamiento disefiado para una secuencia consenso puede realmente aparear completamente con una cantidad
significativa de secuencias mutantes. Esto causaria un enriquecimiento selectivo de los mutantes y reduciria la potencia
selectiva de ES-PCR. Para dichos casos, se desarroll6 una modificacién del procedimiento que implicaba disefiar
cebadores que tuvieran cortas inserciones o deleciones en comparacion con la clase de repeticion de secuencia
consenso. Se razond que muy pocas secuencias mutantes o ninguna tendrian la misma longitud de delecion o insercion
con la misma secuencia y en la misma posicion. Aunque algunas de las bases 3' aparean con la diana (6 en el caso
mostrado), la delecién (o insercion en el caso mostrado aqui) evitara la colocacién apropiada del extremo 3', retardando
de este modo la extension.

En este ejemplo, estan marcados como diana dos sitios Hpall dentro de la regiéon 5' (promotor) del elemento
retrotransponible LINE. La seleccion de secuencias que se han cortado en ambos sitios Hpall se consigue usando dos
oligonucleétidos molde/cebadores de insercion como se muestra en la Figura 6A.

Se ensayaron 5 ng de ADN tratado con Dral (sitio de reconocimiento TTTAAA, no sensible a metilacion) y Hpall
(CCGG, sensible a metilacion). Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl,
2,7 mM, Betaina 400 mM, dCTP 0,2 mM, dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, cebador selectivo MLHJE5 10
nM, cebadores de insercién 200 nM, sonda LPAHex marcada con HEX 50 nM, dilucién 1/125.000 de SYBR® Green |
(Molecular Probes N° Cat. S7563), colorante de calibrado de fluoresceina 20 nM (BioRad), y 0,5 unidades de polimerasa
Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett RotorGene 3000 se ajustd para funcionar a 95C durante 2 minutos después 5
ciclos de (95C 15 segundos, 60C 20 segundos, 65C 3 minutos), y después 50 ciclos de (95C 15 segundos, 65C 30
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segundos).

Como se observa en la Figura 6B, la amplificacion de ADN de K562 sustancialmente hipometilado se
observaba aproximadamente 14 ciclos antes de la amplificacion de ADN completamente metilado.

Ejemplo 5: Oligonucleétido molde 3' bloqueado.

El primer sitio BstUl en la secuencia consenso de elementos Alu se marc6 como diana usando el
oligonucleétido molde y los cebadores mostrados en la Figura 7A. El oligonucleétido molde BAFMLJ15 es incapaz de
extenderse debido a que esta bloqueado con un grupo fosfato en su extremo 3'. La parte del oligonucleétido que esta
recuadrada tiene la misma secuencia que el 'tercer' oligonucleétido JOELUX y permite la incorporacién posible de
JOELUX en el producto de PCR. JOELUX porta un resto fluorescente JOE unido cerca del extremo 3' cuya
fluorescencia aumenta cuando esta presente en ADN bicatenario.

Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 2,7 mM, dCTP 0,2 mM,
dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dUTP 0,4 mM, AluRev21 40 nM, BAFMLJ15 10 nM, cebador JOELUX 60 nM, dilucién
1/125.000 de SYBR® Green | (Molecular Probes N° Cat. S7563), colorante de calibrado de fluoresceina 20 nM (Bio-
Rad), 1 unidad de BstUl (New England Biolabs) y 1 unidad de polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett Rotor-
Gene 3000 se ajusté para funcionar a 37C durante 5 minutos, 95C durante 2 minutos después 5 ciclos de 95C 1 minuto
- 60C 40 segundos, y después 45 ciclos de 95C 15 segundos - 68C 20 segundos.

Usando un unico cebador de molde bloqueado con fosfato, la amplificacion de ADN de K562 sustancialmente
hipometilado se retarda en mas de seis ciclos de PCR con relacion a la amplificacion del ADN de CpGenome metilado.

Ejemplo 6: Uso de ES-PCR en la seleccion de ADN metilado

La region marcada como diana es un sitio Glal dentro de la isla CpG (chr3:37009233-37010360 en el
inmovilizado hgl7) del gen hMLH1 (Figura 8A). De acuerdo con una publicacion de la compafia Sibenzyme
(http://science.siben-zyme.com/article8 article 11 1.phtml) Glal corta la secuencia GCGC solamente cuando la C interna
estd metilada. La actividad completa de Glal solamente se observa cuando las cuatro C de su sitio de reconocimiento
estan metiladas. Por tanto, Glal solamente muestra actividad completa sobre ADN completamente metilado en el sitio
CGCGCG. Este sitio se encuentra en la posicion chr3:37.009.348-37.009.353 dentro de la isla CpG del gen hMLH1.

Se obtuvo el ADN completamente metilado de 'CpGenome' de Chemicon. Este ADN se habia metilado
enzimaticamente en todos los sitios CpG y se traté con Glal. Como control, se aislé6 ADN no metilado de sangre y se
tratd con la enzima de restriccion Hhal. Esta enzima reconoce el mismo sitio pero solamente corta cuando el sitio esta
sin mutilar. (Obsérvese que hay dos sitios Hhal uno cerca del otro en este localizacion.) El oligonucle6tido molde usado
para seleccionar los extremos cortados fue MLHJ65. Este oligonucledtido tiene una extension 5' que permite la
incorporacion de un cebador LUX marcado con JOE, JOELUX. También tiene 3 desapareamientos en su extremo 3',
dos de los cuales se convierten en sitios abasicos cuando se digieren por la uracil ADN glucosilasa. Un cebador no
modificado MLHRev3 servia como cebador inverso (véase la Figura 8A).

Se traté 1 ug de ADN completamente metilado (de Chemicon) con 16 unidades de Glal durante 2 horas a 37C
en 50 ul de tampén SE Y 1X (Tris-acetato 33 mM, acetato potasico 66 mM, acetato de magnesio 10 mM, ditiotreitol 1
mM pH 7,9 a 25°C) + 100 ug/ml de albdmina sérica bovina. También se incluyeron 20 unidades de una segunda enzima
de restriccion, Dral, en la reaccion. Esta enzima reconoce la secuencia TTTAAA y por tanto corta ADN
independientemente del estado de metilacién. Después de inactivacién por calor (70C durante 15 minutos) se afiadieron
140 ul de TEX (Tris HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, Triton X-100 al 0,01%) y 10 ul de EDTA 50 mM, dando una
concentracion de 5 ng/ul de ADN. El control no cortado se traté del mismo modo, excepto en que se afiadio glicerol al
50% en lugar de la enzima de restriccion. EI ADN sanguineo cortado por Hhal se preparé del mismo modo, excepto en
gue se uso el tampon 3 de New England Biolabs (Tris-HCI 50 mM, MgCl, 10 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM (pH 7,9 a
25°C) y 20 unidades de Hhal.

Se ensayaron 5 ng de ADN cortado o no cortado. Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM
(pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl; 4 mM, Betaina 800 mM, dNTP 0,2 mM, cebador selectivo MLHJ65 10 nM, cebador inverso
MLHRev3 200 nM, cebador LUX fluorescente JOELUX 40 nM, SYBR® Green | (Molecular Probes N° Cat. S7563)
colorante de calibrado de fluoresceina 20 nM (BioRad), 0,02 unidades de uracil ADN glucosilasa (New England Biolabs)
y 0,5 unidades de polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett RotorGene 3000 se ajustd para funcionar a 95C
durante 90 segundos después 5 ciclos de (95C 30 segundos, 60C 10 segundos, 72C 30 segundos), y después 55 ciclos
de (95C 1 segundo - 60C 10 segundos, 72C 30 segundos). Los ensayos se hicieron por triplicado.

El ADN metilado que se habia cortado con Glal se amplificé un promedio de 6 ciclos antes del ADN metilado no
cortado. EI ADN no metilado de control cortado con Hhal se amplific6 un promedio de 8,4 ciclos antes del ADN no
cortado. Los datos muestran que en ambos casos en los que el ADN se cortaba para producir extremos especificos, la
amplificacion estaba significativamente favorecida en comparacion con ADN no cortado. La amplificacion mas temprana
del ADN cortado con Hhal puede estar relacionada con las diferentes eficacias de corte de las enzimas Hhal y Glal.
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Ejemplo 7: Deteccion de una mutacion puntual en el gen BRAF

Las mutaciones en el gen BRAF son habituales en cancer colorrectal y casi siempre implican la mutacién
V600E causada por una transversion de T a A (Chan y col. 2003). Se us6 ES-PCR en un procedimiento de dos etapas
para diferenciar secuencias mutantes y normales en ADN de sangre y la linea celular de cancer colorrectal WiDr
respectivamente. En la primera ronda de PCR se us6 un cebador BRFMX que contenia dos desapareamientos (Figura
9A(i); desapareamientos subrayados) 5 CCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTCTAG 3' para introducir un
sitio de restriccion Xbal que dependia de la presencia de la base A en el sitio de mutacion (Figura 9A(ii); sitio de la
mutacion subrayado).

Se uso el cebador BRFMX en PCR con un cebador inverso BRFR1, para amplificar la region diana. Se muestra
la secuencia del ADN amplificado resultante, con el sitio Xbal subrayado en la Figura 9A(iii).

En la segunda ronda, se uso el cebador de ES-PCR BRFU en combinacion con un cebador JOE-LUX de
solapamiento externo y un cebador inverso BRFR2 (Figura 9B). La cadena superior copiada no se muestra en la Figura
9B porque Xbal da un saliente de 4 bases que cuando se copia dara multiples desapareamientos con el oligonucleétido
selectivo BRFU y por tanto no debe implicarse en la reaccion. La cadena inferior esta escrita de 3' a 5' para BRAF-A
después del corte con Xbal y la desnaturalizacién. La extension del oligo BRFU esta inhibida por los desapareamientos
de 3 bases terminales (subrayadas); no se usé uracil ADN glucosilasa en este experimento de modo que la extension de
BRFU sélo esta impedida por los 3 desapareamientos terminales (Figura 9B).

Se digirieron 2 ul de una dilucién 1/100 de cada uno de los productos de la primera ronda con 5 unidades de
Xbal en tamp6n NEB2 mas BSA durante dos horas a 37°C. Se us6 1 ul de cada uno de los productos digeridos en la
ESPCR. Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 4 mM, dNTP 0,2 mM,
oligonucledtido selectivo BRFU 10 nM, cebador inverso BRFR2 100 nM, cebador LUX fluorescente JOELUX 40 nM,
SYBR® Green | (Molecular Probes N° Cat. S7563) colorante de calibrado de fluoresceina 20 nM (BioRad) y 0,5
unidades de polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett RotorGene 3000 se ajusté para funcionar a 95°C durante
90 segundos después 5 ciclos de (95°C 30 segundos, 50°C 40 segundos, 65°C 10 segundos), y después 40 ciclos de
(95°C 5 segundos, 65°C 15 segundos). Los ensayos se hicieron por duplicado.

La amplificacion, medida por la fluorescencia de JOE, se muestra en la Figura 9C. La amplificacion mas
temprana observada en el caso de la muestra obtenida de WiDr muestra que puede usarse ES-PCR para detectar una
mutacion.

Ejemplo 8: Uso de enzimas de restriccion que escinden fuera de su secuencia de reconocimiento en la
generacion de moléculas de &cido nucleico que difieren en la secuencia adyacente a su extremo 3'.

Varias enzimas de restriccion (Tipo lls, Tipo Il y Tipo 1V) escinden ADN fuera de sus sitios de reconocimiento a
distancias definidas, en este documento mencionadas como "cortadoras flanqueantes". Los extremos 3' generados por
cortadoras flanqueantes por lo tanto difieren entre sitios y dependen de la secuencia que flanquea el sitio de
reconocimiento enzimatico. En un sitio de escisién dado, dicha enzima también producira diferentes extremos si ha
habido una insercién o delecion de bases entre el sitio de reconocimiento y el sitio de escision. Las diferentes
secuencias producidas adyacentes al sitio de escision proporcionan una base para la amplificacion selectiva de formas
de delecion o inserciéon usando ES-PCR u otros enfoques de amplificacion selectiva. Previamente, los procedimientos
para la deteccion de una delecién o insercion han dependido de cambios en la longitud del fragmento de ADN después
de digestion con enzimas de restriccion. El enfoque actualmente descrito utiliza la diferencia en la secuencia de acido
nucleico de los fragmentos de enzimas de restriccion, resultantes de la presencia de una delecién o una insercién entre
una secuencia de reconocimiento de la enzima de restriccion y su sitio de escision lo que causa un desplazamiento en
el sitio de escisién para enzimas de restriccion que escinden a una distancia definida desde su secuencia de
reconocimiento.

8.1 Determinacion de una delecion o insercion en una realizacion de homopolimero corto.

8.1.1. Una delecién o insercion en una realizacion de homopolimero corto de A adyacentes a un sitio de
restriccion Bbr71 (GAAGAC (7/11) (Figura 10A(i)) se detecta usando ES-PCR (Figura 10A(iv)) (véase la siguiente
Seccion 8.1.1.1) o usando un cebador especifico después de la extension del extremo 3' usando transferasa terminal
(Figuras 10A(ii) y 10A(iii)). ElI cebador mostrado en la Figura 10A (iii)) aparea con el producto de la molécula de ADN
original més corta y la cebara de forma eficaz, mientras que forma un desapareamiento de 3 bases con el producto de la
molécula mas larga y no la cebara. El producto de la molécula méas corta después puede amplificarse usando un
cebador inverso adecuado desde dentro de la secuencia.

8.1.1.1 Amplificacion por ES-PCR. La cadena inferior escindida de la molécula corta (‘secuencia corta’, Fig.
10A(i)) cebara de forma eficaz sobre un oligonucleétido molde que tiene la secuencia de &acido nucleico complementaria
en su region 3'y un extremo 3' bloqueado por amina. La secuencia terminal recién incorporada a partir de la extension
3' de la molécula marcada como diana puede usarse en combinacion con un segundo oligonucleétido interno para la
amplificacion durante la ES-PCR. En contraste, el extremo escindido de la molécula larga (‘secuencia larga’, Fig. 10A(i))
tiene un desapareamiento de 3 bases, y por lo tanto no cebara sobre el oligonucle6tido molde y por tanto sera
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refractaria a la amplificacion.

8.2. Se muestra un segundo ejemplo en la Figura 10B. La mayoria de las enzimas con sitios de corte fuera de
su secuencia de reconocimiento escinden para dar extremos escalonados que pueden actuar como sustratos para el
ligamiento de engarce y la posterior PCR. En el presente ejemplo, un sitio Mmel (TCCGAC (20/18)) esta adyacente a
una realizacion de mononucleoétido corto (Figura 10B(i)). El sitio cortado esta 20 bases del sitio de reconocimiento en la
cadena superior y 18 en la cadena inferior. Se muestran variantes de la secuencia con 10 0 9 T. Los extremos
generados cuando se corta con Mmel se muestran en la Figura 10B(ii). Para amplificar de forma selectiva la molécula
"nueve", puede ligarse un engarce con una extension 3' CA mostrada, como se muestra en la Figura 10B(iii). Esta
molécula podria detectarse por PCR, donde el cebador directo tendria la secuencia mostrada en la Fig. 10B(iii) en
combinacién con un cebador inverso desde dentro de la regién a amplificar. La molécula "diez" alternativa da un
extremo con desapareamiento que ligara mal y su amplificacion estara adicionalmente comprometida por el
desapareamiento con el cebador.

8.2.1 Amplificacién por ES-PCR. Como alternativa, los extremos 3' generados pueden discriminarse usando
ES-PCR con el oligonucleétido molde mostrado en la Figura 10C. La molécula "nueve" aparea perfectamente con la
region 3' del oligonucleétido molde y por lo tanto lo cebara, mientras que la molécula "diez" produce un
desapareamiento en su extremo 3', evitando de este modo la extensién 3' complementaria a la cola 5' del
oligonucledtido molde, y no logrando de este modo que se amplifique en la reaccion.

En muchos casos, no estara localizado adecuadamente un sitio enddgeno para una enzima de restriccion que
corta fuera de su secuencia de reconocimiento. En dichos casos, es posible introducir un sitio apropiado usando un
cebador para introducir mutaciones para producir un sitio que flanquee la regién de interés y analizar el producto de
PCR resultante como un procedimiento de dos etapas. Como alternativa, si hay otro sitio de restriccion localizado cerca,
puede introducirse un nuevo sitio cortando con la primera enzima y ligando un adaptador que contenga el sitio
enzimatico deseado. En el ejemplo de la Figura 10B, la secuencia mostrada se obtiene de un sitio dentro del gen
TGFRB2, donde una delecién de una Unica base en la secuencia de un tramo de diez A es habitual en cancer
colorrectal. El sitio Mmel se introduce hipotéticamente cortando en un sitio EcoRIl flanqueante y ligando un adaptador
gue contiene el sitio Mmel.

Las secuencias de microsatélites proporcionan un ejemplo de relevancia clinica donde se desea detectar
inestabilidad de repeticiones simples cortas, normalmente detectando la presencia de formas delecionadas mas cortas
(Ejemplo 8.3).

La presencia de una insercion también puede detectar como se muestra en el Ejemplo 8.4.
8.3: Deteccion de delecidn en el microsatélite NR22.

El microsatélite NR-22 se describio por Suraweera y col. (2002). Un sitio de restriccion Mboll esté localizado al
lado de la repeticion de mononucledtido del microsatélite (Figura 11A(i)). Mboll corta a una distancia de su sitio de
reconocimiento, GAAGA, 8 nucledtidos desde el extremo de su secuencia de reconocimiento en la cadena superior y a
7 nucleétidos en la cadena inferior. La secuencia adyacente al nuevo extremo resultante dependera de la longitud de la
repeticion de mononucleétido. En las Figuras 11A(ii) y 11 A(iii) solamente se muestra la cadena inferior por simplicidad.
En la practica, la cadena superior también se toma en cuenta porque durante la PCR se copia, dando un nuevo extremo
3' extensible. Se muestran ejemplos para la longitud de 22 (normal) 20, 18 y 16 pares de bases. (La clonacion y
secuenciacion de esta region a partir de la linea celular de cancer colorrectal HCT116 dio longitudes de 16 pb y 18 pb
para la repeticion de mononucleétido NR-22.)

Se muestran dos oligonucleétidos de molde en las Figuras 11A(ii) y 11A(iii), respectivamente, alineados con el
ADN cortado con Mboll (cadena inferior) obtenido de repeticiones de mononucleétidos de diferente longitud de 16 a 22
bases. La extension de los oligonucledtidos molde sobre el ADN gendmico se evita o reduce por la presencia de
desapareamientos en el extremo 3', asi como sitios abéasicos después de la escision por uracil ADN glucosilasa de los
oligonucledtidos que contienen U. La Figura 11A(ii) muestra el oligonucleétido molde de control 04FNR22-0. Los
productos del corte de repeticiones de diferente longitud estan todos disponibles para cebar FINR22-0 y el producto
extendido se amplificara posteriormente por el cebador LUX, FAMLUX1. La amplificacion a partir de las repeticiones
mas cortas puede ser menos eficaz debido a la longitud més corta de la region de hibridacion. El segundo
oligonucleétido molde J5NR22-4 esta disefiado para permitir de forma selectiva la amplificacién solamente a partir de
secuencias de repeticion mas cortas. Las bases subrayadas en el extremo 3' del ADN cortado con Mboll de repeticiones
de 20 6 22 bases forman desapareamientos con el oligonucle6tido molde y evitaran su extension. En contraste, los
extremos obtenidos de repeticiones méas cortas de 16 6 18 bases cebaran de forma eficaz conduciendo a la posterior
amplificacion por el cebador JOELUXS5 y deteccion por fluorescencia de JOE.

En resumen, se espera que la longitud normal del microsatélite NR-22 solamente dé fluorescencia de FAM en
la PCR mientras que deleciones de NR-22 tales como de 4 pb o 6 pb daran fluorescencia tanto de FAM como de JOE.

Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl; 4 mM, dNTP 0,2 mM,
FINR22-0 2 nM, J5NR22-4 10 nM, NR22R1 80 nM, cebador LUX fluorescente JOELUX5 80 nM, cebador LUX
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fluorescente FAMLUX1 20 nM, 0,04 unidades de uracil ADN glucosilasa (New England Biolabs), 0,5 unidades de
endonucleasa de restriccion Mboll (New England Biolabs), 0,5 unidades de polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un
Corbett RotorGene 3000 se ajustéd para funcionar a 37C durante 5 minutos, 95C durante 90 segundos, después 5 ciclos
de (95C 10 segundos, 60C 40 segundos, 70C 10 segundos), y después 60 ciclos de (95C 5 segundos, 70C 15
segundos). Se control6 la fluorescencia de JOE y FAM. Los ensayos se hicieron por duplicado. Se afiadieron 5
nanogramos de ADN aislado de la linea celular HCT116 o de sangre de un sujeto normal a las reacciones.

Como se observa en la Figura 11B, en el caso de fluorescencia de FAM (Figura 11B(i)), el ADN sanguineo se
amplifica antes del ADN de células HCT116 que porta deleciones dentro del microsatélite NR-22. Ademas, la
fluorescencia de FAM, en el caso del ADN sanguineo, es mayor al final de la reaccion. Esto sugiere que este ensayo
podria desarrollarse en un ensayo de punto final, uno que no requiera acceso a una maquina de PCR a tiempo real. En
el caso de HCT116, sucederan tanto reacciones de FAM como de JOE porque las deleciones en esta linea celular
permitiran el copiado de ambos oligonucledtidos molde en la reaccién. Sin embargo, el oligonucleétido molde que es
especifico para el ADN que porta la delecién se usa a una concentracion mayor que la desvia de este modo hacia la
reaccion de JOE. Como el cebador inverso NR22R1 se usa a solamente 80 nM, se espera que las dos reacciones
compitan entre si, lo que explica la diferencia en la sefial FAM final entre los dos ADN introducidos. En el caso de la
sefial JOE (Figura 11B(ii)), solamente el ADN delecionado de HCT116 da cadenas cortadas con Mboll capaces de
cebar sobre el oligonucleétido molde J5NR22-4 que porta la cola que permite la incorporacion de JOELUXS5.

8.4: Deteccién de inserciones.

En la Figura 12A, solamente se muestra la cadena inferior de un fragmento de ADN por simplicidad (aunque
debe recordarse que las enzimas de restriccién en general cortan ADN bicatenario). Se muestra la localizacién de un
sitio de reconocimiento de enzimas de restriccion (no a escala). Un ejemplo de una enzima de restriccién que corta
fuera de su sitio de reconocimiento es Acul, que corta a una distancia de 14 desde el extremo de su sitio de
reconocimiento cuando se considera la cadena ‘inferior'.

Se disefia un oligonucleétido molde tal que después de la hibridaciéon con el extremo cortado, se reduzca o
bloquee la extension sobre el oligonucledtido molde por la presencia de uno o mas 2' O-metil nucleétidos. Los
especialistas conocen bien otros medios para bloquear la extension, tales como el uso de sitios abasicos en el
oligonucledtido molde o el uso de desapareamientos (como se describe en este documento). La extension se evita en
este caso porque el extremo 3' del ADN cortado no esta hibridado con un nucleétido de ADN sino a un 2' O-metil
nucledtido.

Se muestra un ejemplo de una mutacion de insercion en la parte inferior de la Figura 12A. La insercion de 4
pares de bases entre el sitio de reconocimiento para una cortadora externa tal como Acul y su sitio de corte desplazara
la posicion de corte 4 pares de bases a la izquierda. Cuando el ADN cortado resultante hibrida con el oligonucleétido
molde que contiene 2' O-metilo, el complejo resultante tiene un tramo de 4 nucledtidos ADN-ADN apareados que
permite de este modo la extension del extremo 3' cortado.

Los datos para mostrar la eficacia de este enfoque se obtuvieron empleando oligonucledtidos sintéticos que
imitan las diferentes cadenas inferiores cortadas que se generarian a partir de corte de ADN 'normal' o ADN que
contiene una insercion 1 pb o 4 pb (Figura 12B).

La PCR finalmente esta dirigida por los dos cebadores externos, JOELUX y CommR5, JOELUX es un cebador
LUX marcado con JOE. Aparea 15 nucledtidos del oligonucleétido molde y de este modo se incorpora después de que
se copie el oligonucledtido molde. CommRS5 tiene 11 nucleétidos en comin con los oligonucleétidos de ensayo y puede
llegar a incorporarse después de que JOELUX copie un oligonucledtido de ensayo.

Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 4 mM, dNTP 0,2 mM,
oligonucledétido molde 10 nM, cebador LUX fluorescente JOELUX 40 nM, CommR5 200 nM, 108 oligonucleétidos de
ensayo, 0,04 unidades de uracil ADN glucosilasa (New England Biolabs), 0,5 unidades de polimerasa Platinum Taq
(Invitrogen). Un Corbett RotorGene 3000 se ajusto para funcionar a 37°C durante 5 minutos, 95°C durante 90 segundos,
después 5 ciclos de (95°C 30 segundos, 55°C 40 segundos, 65°C 15 segundos), y después 55 ciclos de (95°C 5
segundos, 65°C 15 segundos). Se detectd la fluorescencia de JOE. Los ensayos se hicieron por triplicado. La
incubacién de 5 minutos a 37°C fue para dar tiempo a la digestién con uracil ADN glucosilasa.

Puede observarse en la Figura 12C que la amplificacién de 108 oligonucleétidos de ensayo (lineas continuas)
gue corresponde a la cadena inferior de ADN 'normal' después del corte con la cortadora externa es solamente evidente
después del ciclo 30. Los oligonucleétidos de ensayo correspondientes a inserciones de 1 par de bases (lineas de
puntos) o 4 pares de bases (lineas discontinuas) se amplifican aproximadamente 10 ciclos antes, lo que muestra que
este sistema experimental podria usarse para amplificar de forma selectiva ADN a partir de mutantes de insercion.

Ejemplo 9: Disefios de oligonucleo6tido molde.

Se uso6 un sistema modelo para evaluar modificaciones de un oligonucleétido molde para su utilidad en los
procedimientos de la invencidn. Se prepararon dos ADN de ensayo y se usaron como dianas. El ADN diana llamado
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‘cortado’ corresponde a la cadena inferior de un elemento Alu que se ha cortado por la enzima de restriccién BstUI. El
corte satisfactorio de elementos Alu en el sitio BstUl solamente sucede si este sitio esta sin mutilar. En este experimento
no se usan enzimas de restriccién porque se emplean 'miméticos' de oligonucleétido diana. El segundo ADN diana se
llama 'no cortado' y es un mimético de un fragmento cortado o roto en una posicion diferente a donde BstUI corta, que
tiene una extension de 5 T. Ambos oligonucledtidos diana se muestran en la orientacion 3' a 5' en la Figura 13A. AluRev
es el cebador inverso. Aparea completamente con su secuencia diana y también se muestra en la orientacion 3'a 5'.

Se us6 AluPhB y una serie de oligonucledtidos relacionados como oligonucleétidos de molde (Figura 13A).
Estos se muestran en la orientacion 5' a 3'. La extension de AluPhB esta impedida por la presencia de un fosfato en el
extremo 3' en lugar del grupo OH normal. AluPhB tiene una cola 5' (subrayada, Figura 13A) que una vez copiada por
extension de una secuencia diana adyacente a un extremo 3', permite la incorporacion del cebador externo marcado
con JOE llamado JOELUX. La amplificaciéon por PCR se controlé por fluorescencia de JOE segun el cebador llega a
incorporarse en el producto de PCR.

Las PCR se realizaron en 25 microlitros de Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 4 mM, dNTP 0,2 mM,
oligonucle6tido molde 10 nM (AluPhB u otro), AluRev 40 nM, cebador LUX fluorescente JOELUX 40 nM, 0,04 unidades
de uracil ADN glucosilasa (New England Biolabs), 0,5 unidades de polimerasa Platinum Taq (Invitrogen). Un Corbett
RotorGene 3000 se ajust6 para funcionar a 37°C durante 5 minutos, 95°C durante 2 minutos, después 5 ciclos de (95°C
10 segundos, 60°C 40 segundos, 70°C 5 segundos), y después 40 ciclos de (95°C 1 segundo, 65°C 15 segundos). Se
detectd la fluorescencia de JOE. Los ensayos se hicieron por duplicado. La incubacién de 5 minutos a 37°C se incluyé
solamente para que las condiciones de ciclado fueran idénticas a otros experimentos en los que se requeria digestion
con enzimas de restriccion antes de la PCR. Esto hizo que la comparacién de los resultados de los diferentes
experimentos fuera més directa. La uracil ADN glucosilasa (UDG) se afiadié a la reaccion para digerir el oligonucleétido
molde que contiene nucleétidos U. A cada reaccion se afiadieron 10’ ADN diana cortado o 10 no cortado.

El oligonucleétido molde de referencia AluPhB tiene una region de hibridacion de 23 bases con la secuencia
diana 'cortada’ y tiene la extension bloqueada por un fosfato en su extremo 3'. La Figura 13C(i) muestra la amplificacion
de 10" moléculas "cortadas" y una cantidad 1000 veces mayor de la molécula "no cortada". Si no hubiera selectividad se
esperaria un retardo de aproximadamente 10 ciclos en la amplificacion de las moléculas "cortadas”. La amplificacion en
un nimero de ciclo equivalente es indicativa de una selectividad de aproximadamente 1000 veces. El grado de
selectividad puede estar limitado por la extension del oligonucleétido molde (por ejemplo, si se retira el fosfato 3' o si se
mella el oligonucle6tido molde) o por el cebado inadecuado de las moléculas "no cortadas" sobre el oligonucle6tido
molde, en este caso por cebado inadecuado sobre AluPhB. Se han desarrollado oligonucleétidos molde alternativos que
muestran selectividad mejorada a causa de ciertas caracteristicas incorporadas.

La serie de oligonucledtidos molde alternativos difiere en las modificaciones 3' disefiadas para evitar la
extension del oligonucledtido molde. Las modificaciones mostradas incluyen incorporar una amina C7 o un espaciador
C3 o un desapareamiento terminal de 3 bases (AluUUG, donde las dos U formaran sitios abasicos después del
tratamiento con UDG) y/o modificaciones internas que proporciona un bloqueo a la extension si hay cebado aberrante
desde cadena arriba del sitio de cebado apropiado. Estas incluyen bases modificadas con 2' O-metilo en AluMeAm y
AluMeMult (letra mindscula negrita), la inclusién de un sitio abasico (X en AluAbSp) o de bases de uracilo que pueden
convertirse en sitios abasicos por tratamiento con UDG (Figura 13B).

La incorporacion de modificaciones de bloqueo de la extensiéon en el oligonucleétido molde inhibia
sustancialmente la amplificacion de las moléculas "no cortadas”, lo que conduce a una selectividad de factor 1000 o
mayor. La comparacion de AluMeAm y AluMeMult muestra una selectividad con una cantidad mayor de bases
modificadas, aunque su presencia probablemente también esté reduciendo la eficacia del cebador correcto.

La secuencia de AluHL es tal que sus extremos 5' y 3' pueden formar una estructura de horquilla (teniendo el
extremo 3' multiples desapareamientos con la molécula "cortada" diana que evitara el cebado. La estructura de horquilla
posiblemente evita tanto el cebado incorrecto por el oligonucleétido molde como el cebado incorrecto sobre el
oligonucleétido molde por la molécula de acido nucleico "no cortada”.

Estos experimentos muestran que puede evitarse la extension de los oligonucleétidos molde de diferentes
modos, y que modificaciones que reducen o evitan el copiado de la parte de hibridacion de los oligonucleétidos de
molde pueden aumentar la especificidad de la ES-PCR.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la amplificacion selectiva de una muestra de una molécula de acido nucleico que tiene
una secuencia diana adyacente a un extremo 3', comprendiendo el procedimiento

(i) poner en contacto la muestra con un oligonucle6tido molde que tiene

(a) una regioén 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' de
una molécula de acido nucleico;

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de acido nucleico tal que se forma una cola 5' libre
cuando el oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3,
proporcionando la cola 5' un molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la
secuencia complementaria a la cola 5' del oligonucleétido molde provocando la adicién de la secuencia
complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la region 3' que retarda la extension 3' de dicho oligonucleétido molde;

(ii) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para cebar en una direccidn inversa el
oligonucledtido molde, y opcionalmente un tercer oligonucle6tido que comparte la secuencia de nucleétidos con la cola
5' del oligonucleétido molde;

(iii) realizar la amplificacion de la muestra en la que

(a) la hibridacién del oligonucleétido molde con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' se
estabiliza por copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde por extension desde el extremo 3' de la secuencia
diana en presencia de extensién 3' retardada de dicho oligonucleétido; y

(b) en la que la consecuente hibridacién del oligonucleétido molde estabilizada con la secuencia diana
adyacente a un extremo 3' potencia la eficacia de la extensién 3' del oligonucleétido molde, y

(c) en la que la amplificacion sucede usando el oligonucleétido molde y/o el tercer oligonucle6tido en
combinacién con el segundo oligonucleétido, provocando la amplificacion selectiva de la secuencia diana
adyacente a un extremo 3'.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la amplificacion selectiva es de una muestra de una molécula
de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3' en presencia de moléculas que
comprenden la secuencia diana incluida dentro de la molécula, donde la hibridacion del oligonucleé6tido molde con la
secuencia diana adyacente a un extremo 3' esta estabilizada en comparacion con la hibridacién de dicho oligonucleétido
con la secuencia diana incluida dentro de la molécula de modo que la eficacia de la extension 3' del oligonucleétido
molde cuando hibrida con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' est4 potenciada en comparacion con la
extension del oligonucledétido molde hibridado con la secuencia diana incluida dentro de la molécula.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la amplificacion selectiva es de una muestra de una molécula
de &cido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3' en presencia de una poblacion mixta de
moléculas que tienen diferentes extremos 3', donde la hibridacion del oligonucle6tido molde con la secuencia diana
adyacente a un extremo 3' esti estabilizada en comparacion con la hibridacién de dicho oligonucleétido con una
secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3' de modo que la eficacia de la extension 3' del molde
oligonucleotidico cuando hibrida con la secuencia diana adyacente a un extremo 3' esta potenciada en comparacion con
la extension del oligonucledtido molde hibridado con la secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3'.

4, El procedimiento de la reivindicacion 2 6 3, en el que la molécula de acido nucleico que tiene una secuencia
diana adyacente a un extremo 3' es el resultado de la escision de la molécula, donde la escision se debe opcionalmente
a una endonucleasa de restriccion especifica de secuencia.

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que una modificacion en la
region 3' del oligonucledtido molde que retarda la extensién 3' del oligonucleétido se selecciona entre el grupo
constituido por

(i) la incorporacion de un desapareamiento de nucleétido 3' terminal,

(i) la incorporacion de uno o mas desapareamientos de nucle6tidos en la regién 3' del oligonucleétido molde
cerca del extremo 3',

(iii) la incorporacion de una delecion en la regién 3' del oligonucleétido molde cerca del extremo 3',
(iv) la incorporacion de una insercion en la region 3' del oligonucledétido molde cerca del extremo 3, y
(v) cualquier combinacién de modificaciones (i)-(iv).

6. Un procedimiento para la amplificacion selectiva de una muestra de una molécula de acido nucleico que tiene
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una secuencia diana adyacente a un extremo 3', comprendiendo el procedimiento
(i) poner en contacto la muestra con un oligonucle6tido molde que tiene

(a) una regién 3' sustancialmente complementaria a la secuencia diana adyacente al extremo 3' a una
molécula de acido nucleico; y

(b) una cola 5' que comprende una secuencia de &cido nucleico tal que se forma una cola 5' libre
cuando el oligonucledtido molde hibrida con la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3/,
proporcionando la cola 5' un molde para la extension del extremo 3' de la secuencia diana que incorpora la
secuencia complementaria a la cola 5' del oligonucleétido molde provocando la adicion de la secuencia
complementaria a la cola 5' a la secuencia diana; y

(c) una modificacion en la regién 3' que bloquea la extension 3' de dicho oligonucleétido molde, o una
modificacién en la region de hibridacién del oligonucleétido molde que permite la extension 3' pero impide o
bloquea el copiado en la region 3' de dicho oligonucledtido;

(i) poner en contacto la muestra con un segundo oligonucleétido para el cebado en una direccion inversa del
oligonucleétido molde;

(iii) poner en contacto la muestra con un tercer oligonucleétido que comparte la secuencia de nucleétidos con la
cola 5' del oligonucleétido molde y a partir del cual la extension 3' procede sin impedimentos;

(iv) realizar la amplificacion de la muestra en la que

(a) la hibridacién del oligonucleétido molde con las moléculas de &cido nucleico en la muestra esta
seguida por el copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde cuando el oligonucleétido molde hibrida con la
secuencia diana adyacente a un extremo 3' pero no en presencia de extension 3' bloqueada del oligonucleétido
molde, o en presencia de extension 3' no impedida de un oligonucledtido molde a partir del cual el posterior
copiado esta impedido o bloqueado; y

(b) en la que la amplificacion procede con el segundo y tercer oligonucle6tidos, amplificando de forma
selectiva la secuencia diana localizada adyacente a un extremo 3' debido a la cola 5' copiada.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que la amplificacion selectiva es de una muestra de una molécula
de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3' en presencia de moléculas que
comprenden la secuencia diana incluida dentro de la molécula, donde el copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde
no sucede cuando el oligonucleétido molde hibrida con la secuencia diana incluida dentro de la molécula de modo que
no procede la amplificacion de la secuencia diana incluida dentro de la molécula.

8. El procedimiento de la reivindicacion 6, en el que la amplificacion selectiva es de una muestra de una molécula
de acido nucleico que tiene una secuencia diana adyacente a un extremo 3' en presencia de una poblacion mixta de
extremos 3', donde el copiado de la cola 5' del oligonucleétido molde no sucede cuando el oligonucleétido molde hibrida
con una secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3', de modo que no procede la amplificacion de la
secuencia no complementaria adyacente a un extremo 3.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7 u 8, en el que la molécula de &cido nucleico que tiene una secuencia
diana adyacente a un extremo 3' es el resultado de la escision de la molécula, donde la escision se debe opcionalmente
a una endonucleasa de restriccion especifica de secuencia.

10. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que la modificacién en la
region 3' del oligonucledtido molde que bloquea la extension 3' del oligonucleétido molde se selecciona entre el grupo
gue consiste en

(i) la incorporacion de uno o mas restos o analogos de nucleotidos no extensibles en su extremo 3',

(i) la incorporacién de una combinacién de un resto o analogo de nucleétido no extensible 3' terminal y uno o
mas desapareamientos de nucledtidos en la region 3' del oligonucledtido molde cerca de su extremo 3/,

(iii) la incorporacion de uno o mas sitios abésicos en la region 3' del oligonucleotido molde cerca de su extremo
3y

(iv) la incorporacién de una combinacion de uno o més sitios abasicos y uno o mas desapareamientos de
nucledtidos en la region 3' del oligonucledtido molde cerca de su extremo 3'.

11. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que el uno o mas restos o analogos de nucleétidos
no extensibles se seleccionan entre el grupo que consiste en

(i) un 2', 3' didesoxinucledtido,

(i) un espaciados 3' C3, C18 o de otra longitud,
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(iii) un nucleotido 3' fosforilado,

(iv) una base de acido peptidonucleico,

(v) un engarce amina,

(vi) uno o mas uracilos tratados con uracil ADN glucosilasa,
(vii) ARN,

(viii) uno o0 mas restos de 2' O-metil ARN, y

(ix) cualquier combinacion de (i)-(viii).

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que una modificacion en la
region 3' que permite la extension 3' pero impide o bloquea el copiado en la region 3' de dicho oligonucleétido se
selecciona entre el grupo que consiste en

(i) la insercién dentro de la region 3' del oligonucledtido molde de uno o mas analogos de bases,
(i) la insercién de uno o mas nucledtidos de ARN,

(iii) la insercion de uno o mas sitios abasicos, y

(iii) cualquier combinacién de (i) - (iii).

13. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que los extremos 3' de las moléculas de acido
nucleico en la muestra que incluye el extremo 3' de la molécula de acido nucleico marcada como diana, son el resultado
de la digestién de la muestra con una endonucleasa de restriccion cortadora flanqueante, y opcionalmente donde la
modificacion en la regién 3' que bloquea la extension 3' de dicho oligonucleétido molde es la incorporacion de uno o méas
analogos de bases, uno 0 mas sitios abasicos o cualquier combinacion de éstas en su extremo 3'.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el oligonucledtido molde incorpora
adicionalmente una modificacién en la regién 3' que bloquea la extensién 3' de la secuencia diana.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la modificacidn es la incorporacion en la regién
3' del oligonucledtido molde de uno o mas analogos de bases.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 15, en el que el oligonucle6tido molde incorpora un
desapareamiento de nucleétido 3' terminal, uno o mas sitios abasicos y la incorporacion de uno o mas analogos de
bases.

17. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que el segundo
oligonucledtido es un oligonucleétido molde adicional.

18. Un kit para la amplificacion selectiva de ADN escindido de una muestra de ADN que comprende ADN escindido
y no escindido, comprendiendo el kit (i) un oligonucleétido molde, (i) un segundo oligonucleétido, y (iii) un tercer
oligonucledtido; definido de acuerdo con el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17.

19. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 4 6 9, en el que la endonucleasa de restriccion es una
endonucleasa de restriccion sensible a metilacion especifica de secuencia, seleccionada entre el grupo que consiste en
Hpall, Hhal, Bstul, Notl, Smal, Sacll, Glal y Bisl.

20. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3 o reivindicacion 8, para detectar la presencia o ausencia de
una delecién o insercién en un acido nucleico en una muestra,

en el que la molécula de acido nucleico en la muestra se digiere con una enzima de restriccién que tiene un sitio de
escision fuera de su sitio de reconocimiento,

y en el que la delecion o insercion sucede entre el sitio de reconocimiento y el sitio de escisién de la enzima de
restriccion.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 4 6 9, en el que la endonucleasa de restriccion se elige para
distinguir entre la presencia o ausencia de un sitio de restriccion en las moléculas de acido nucleico de la muestra.

22. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 usado para la deteccién de un polimorfismo o
mutacion de un Unico nucleétido, para la deteccion de inestabilidad en repeticiones de nucleétidos simples, o para la
determinacion del estado de metilacion de una molécula de acido nucleico.
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ADN cortado ADN no cortado
3 I— & 3=t I— &
.. & 5t l o
3 — . § il fl~— &
5' l Si tension de ADN sobre el mold bad
3'\\ 0 - 5 I in extension de sobre el molde cebador J
Cebador de L
desapareamiento
5 Desapareamiento incorporado en la cadena de ADN
-~ | ] ot 3’
= 5L —ff—— &' = Permitir el cebado eficaz para la posterior PCR

o
Cebador bloqueado

5

S ——O

SN——

,§ 1. 5.
3 3 v Cebador correspondiente a la region de cola solo

¢ » o solapante en la secuencia terminal del
fragmento usado para la posterior PCR

3.§ . AF/— 5 .

FIGURA 1

27



ES 2357746 T3

(AL DJE

ejliBau ua uesyssnw as sojuaiweasedessp
so1 "sepefeiqns ue}sanw s eueIp SBIOUANI3S U0 uealede anb saiopeqad so| ap saseq seT

< DOVIDINYILIVYDOYDDDIIOVODIIOND I/OHTWALDTZ

‘S UGGBH&GUUHO«UUUEBUUUUUUOdUBUﬁwHOOUU¢0400Uﬁu00&4&99404090&@0<HHﬁdﬁﬁaouaooowowwahdwuUB '€

€ DODYVILIDOYIIODOITDIODNIIDLOYOLOYIIIDIOLIOOIOIOLIIVY. LD IOVOYII IVY LIIVYOOVOOOIOIIVYIIOOY , S
DdIDTZ ¥ODDHIOHIDIODOVIIOY >

0pEI0d OU NAV 2190S D 1b1Z A 1/OHTN41bLZ esed Jopeqad |ap somis

< DOVIOIVYLILIVYOOVODODIOVIOIIOVD L/OHTWIIDTZ

+S DODIINOIDILOYIDIDILODIDDDOVILOVYOLODOOVIVDIIVODIVYOLIVOVOLIIVOVLIVYYIIIOIOODD €
|

+€  DIDVYLIDOYILODOOYIDODIDILOVOLIVIIIOIOLIDOILODOLILOVYIDIOVOVIIIVNYILINYDOYODDD S
D¥IbTZ .S ¥DDDOIODDDDDOYIIDY >

INisg uod opeod NAV @1qos J¥1b1z A 1/OHTN4Lb1Z elted topeqad |ap sonig

28



ES 2357746 T3

K562  CpGenome (ADN metilado)
Norm. Fiuoro. l ;
0,1] 5 .
: i
0,05 - : :
j :
Umbral .
0] - :
) 's 10 s '20 i25 ‘30 '35
Numero de ciclos
3 ng de ADN introducido Ct Ct Promedio Diferencia
K562 19,7 18,6 19,1
CpGenome (metilado) 31,8 32,8 32,3 13,2
FIGURA 3A
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29/99 Normal apareada Muestra tumoral 30/99

Norm. Fluoro. I { ' . ,
0,1, : ;
05| - o
“Umbral
tl %ﬂb—
o s "0 15 % 25 '30 T35 t
Namero de ciclos
3 ng de ADN introducido Ct Ct Promedio | Diferencia
29/99 normal apareada con
30/99 31,2 309 31,0
Muestra tumoral 30/99 28,6 28,4 28,5 2.5

FIGURA 3B
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34/03 Normal apareada Muestra tumoral 35/03

Norm. Fluoro, i

1 '

| ; i
- H

i .

1

!

ops| . i

Umbral

]
0 '5 40 "5 20 25 '30 '35
Numero de ciclos
3 ng de ADN introducido | Ct Ct Promedio | Diferencia
34/03 normal apareada con
35/03 29,9 29,7 29,8
Muestra tumoral 35/03 26,7 26,9 26,8 3,0

FIGURA 3C

31




ES 2357746 T3

Cebador molde especifico de extremo directo 21qTFMLHC/T

Cebador molde especifico de extremo inverso 21qTRM13

CACTCCCACTCGGGAGGARTTTAATCTAGC > 21QgTFMLHC/T

5’ CGGGAGGAATTTAATCTAGAGTCTAACTTGCGTGGCTGTCCCCACTGAGTCCCGGGCACGEGTCAGGCTAACCG 3
21qQTRM13 < TCAGTCCGATTGGCTCACACTCCC

FIGURA 4A
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% K562 % CpGenome | Ct de SYBR

(Metilado) Green
-. 100 0 26,4
—. 10 90 30,0
L 1 i 33,6
—. 0, 99,9 40,2
L : 100 47,3

|| sinADN afadido 56,0 N

Curvas de amplificacion con SYBR Green:

Norm, Fluoro, ' _ 5

N 0 20 0 T30 m Ciclo

FIGURA 4B
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Sitio Hpall dentro del gen Myc marcado como diana por el cebador de desapareamiento

Myc no cortado 5’ GAGCGCCAGAGGAGGAACGAGCTAAAACGGAGCTTTTTTGCCCTGCGTGACCAGATCCCGGAGTTGGARAA

MycFCl1 CGCCAGAGGAGGAACGAGCTAA 3' >>
Myc cortado con Hpall GAGCGCCAGAGGAGGAACGAGCTAARACGGAGCTTTTTTGCCCTGCGTGACCAGATCC 3
<< 3’ CCGCACTGGTCTAGGTCCCTGCTCC
MycRM1

FIGURA 5A
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1 ng de ADN cortado Ct promedio Diferencia de
on Hpall Ctde SYB SYB Ct PavE Ct promedio

K562 (hipometilado) 29,0 27,8 284

CpGenome (Metilado) 33,9 433 38,6 10,2

34/03 (apareada normal) 278 27.5 27,6

35/03 (muestra tumoral) 23,6 23,7 23,6 4.0

K562 (Gris) CpGenome (Negro)

Norm. Fluoro.

01

0,05

1 ng de ADN cortado con Hpall

 Umbral

19

34/03 (Normal, negro)
Norm. Fluoro, 1

0,1

: '
0,05 | !

"o

20 25
Numero de ciclos

35/03 (Tumoral, gris)
: : { ;

1O

s

Umbral _:_: g
| o

- P
20 125 0

o 5

kT

Numero de ciclos

FIGURA 5B
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ADN no cortado de LINE, sitios Hpall en negrita

S ' NNNNCCGGTCTACAGCTC - - -CCAGCGTGAGCGACGCAGAAGACGGGTGATTTCTGCATTT- - ~-CCATCTGAGGTACCGGNNNN 3/
3 ' NNNNGGCCAGATGTCGAG - - -GGTCGCACTCGCTGCGTCTTCTGCCCACTARAGACGTAAA - - -GGTAGACTCCATGGCCNNNN 5/

LINE cortado con Hpall (y copiado)

5’ CGGTCTACAGCTC---CCAGCGTCAGCGACGCAGAAGACGEGGTGATTTCTGCATTT - - -CCATCTGAGGTACCG
3’ GCCAGATGTCGAG- - ~GGTCGCACTCGCTGCGTCTTCTGCCCACTAAAGACGTAAA- - ~GGTAGACTCCATGGC

HEX- CGACGCAGAAGACGGGTGATTICTG BH1 5/ Sonda LPAHex

CACGCAGGGTCCGTCTACAGCTCgtgCCAGCE L1FES3-6 >»>

<< L1RE13 CGTAAACtgGGTAGACTCCATGGCTCCGACGTCC

FIGURA 6A
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Resultados de SYBR Green

5ngde ADN |} Ctde |Ctde | Prom. Dif.
ngas syB | syB
2 | K562 Hpall 233 | 230 | 23,2 | 14,9
CpGenHpall | 386 | 37,5 | 38,1
3| TEX - - -
dorm. Fluoro,
A
SYBR oy .
Fluorescence
0,05
s i
0f Umbral; z : =—§i1&DN:
T - T3 G5 %45 Ciclo

orm. Fluoro,

0,05

Fluorescencia
de JOE e

Numero de ciclos

Resultados de la sonda HEX

5ngde ADN | Ctde |Ctde |Prom. | Dif.
HEX |HEX n
2 | K562 Hpall | 26,5 | 26,2 | 26,4 | 14,5
4 1 CpGen
Hpall 41,8 | 40,0 | 40,9
3 | TEX = e -

3 "m i15 'zo '25 S0 '35 '40
Numero de ciclos

FIGURA 6B
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JOELUX CACAGGTTCTCACCATTCCGCCCTGTG >>
BAFMLJ15 CcGGTGGCTCACGeCT Fosfato

Diana cortada con BstUI 5! CGGTCEGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGCGG-~-
3' GCCACCGAGTGCGGACATTAGGGTCGTGAAACCCTCCGGCTCCGCC- -~

<< AluRev2l TCGTGAAACCCTCCGGCTCCG 5’

FIGURA 7A
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1 ng de ADN Ct de JOE Ct de JOE | Ct promedio de JOE Diferencia
K562 (Hipometilado) 19,3 19,7 19,5
CpGenome (Metilado) 257 26,1 259 6,4
Sin ADN de control 33.6 33,9 33,7

Norm. Fluoro. : !

Numero de ciclos

FIGURA 7B
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Tabla que muestra los valores de Ct

ADN Ctde JOE Ct Diferencia
promedio | debida aGlal
1 | ADN completamente metilado CpGenome + Glal 39 40 37 38,6 6,0
2 | ADN completamente metilado CpGenome, sin Glal 46 42 46 44,5
3 | Sin control de ADN 48 47 47,2
4 | ADN sanguineo + Hhal 36 | 36 | 37 36,1 8,4
0,15 | :
Fluorescencia ;
de JOE ’
0,1]
0,05]

10

/ 1 ADN metilado + Glal

7 -~ 2 ADN metilado no cortado

FIGURA 8B
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Figura 9A(i)

BRFMX
5' CCTCACAGTARAAAATAGGTGATTITGGTCTAGCTCTAG>

CCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGARATCTCGATGGAGTGGGTCCCA
CCTCACAGTAAARAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAGARATCTCGATGGAGTGGGTCCCA

Figura 9A(ii)

BRFR1

5/ AATGGATCCAGACAACTGTTCARACT 3’
Figura 9A(iii)

BRAF-T(WT) :
CCTCACAGTAAARAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTCTAGTGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCA

BRAF-A (Mutante)
CCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTCTAGAGAAATCTCGATGGAGTGGGTCCCA

FIGURA 9A

BRF2 << ACCCAGGGTAGTCAAACTTG
BRAF-A << TCTTTAGAGCTACCTCACCCAGGGTAGTCAAACTTG
BRFU 5' CCGCCCTGTGCAGAAATCTCGATGGUUG
JOELUX S5’ CACAGGTTCTCACCATTCCGCCCTGtG >>

FIGURA 9B
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FIGURA 9C
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Fig.10A(i) Escision con enzimas de restriccion

Secuencia corta . .GAAGACACTTTTT-3'...
. .CTTCTGTGAAAAAAAAA.,
Secuencia larga . .GAAGACACTTTTT-3’
. . CTTCTGTGAAAAAAAAA

o |

Fig. 10A(ii) Transferasa terminal (cadena inferior)

. TTTTTTTCAGCCTTCTG. .
.. .3’ -AAAGTCGGAAGTC. .

TTTTTTTTTTCAGCCTTCTG. .
3' -AAAAAAGTCGGAAGTC. .

Secuencia corta 3’/ -TTTTTTTTTTAAAGTCGGAAGTC. .

Secuencia larga 3/ -TTTTTTTTTTARAAAAGTCGGAAGTC. .

l

Fig. 10A(iii) cebado selectivo

Secuencia corta 3/ -TTTTTTTTTTAAAGTCGGAAGTC. .
5’ AAAAAAAAAATTTCAG> cebado
Secuencia larga 3/ -TTTTTTTTTTAAAAARAGTCGGAAGTC. .
5’ AAAAAAAABAATTTCAG> sin cebado
Fig. 10A(iv) ES-PCR
Secuencia corta 3'- <AAAGTCGGAAGTC. .
Oligo molde 5’ ACCATTCCGCCCTGTGCGGATTTCAGCCTTCAG-NH2
Secuencia larga 3’- AAARAAGTCGGAAGTC. .
Oligo molde 5’ ACCATTCCGCCCTGTGCGGATTTCAGCCTTCAG-NH2

FIGURA 10A
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_Fig. 10B(i)
Diez T:

CCGCGTTATCCGACCAGGC\TTTTTTTT_CCTTCATAATGCACTTTGGAGAAGCAGCAm.
GGCGCAATAGGCTGGTCCGAAAAAAAAPAGGAAGTATTACGTGAAACCTCTTCGTCCT. .. .

Nueve T:

CCGCGTTATCCGAC CAGGchTr' ’TTTTTT'T{:CTTCATAATGCACTTTGGAGAAGCAGCA.. .
GGCGCAATAGGCTGGETCCGAAAAANAAAGGAAGTATTACGTGARACCTCTTCGTCGT. ...

Fig. 10B(ii)

Extremos 3’ generados cuando se corta con Mmel:

Diez 5’ ATAATGCACTTTGGAGAAGCAGCA...
3’ AGTATTACGTGAAACCTCTTCGTCGT...

Nueve 57 TAATGCACTTTGGAGAAGCAGCA....
3’ GTATTACGTGAAACCTCTTCGTCGT...

Fig. 10B(jii
Engarce
CACCGACCGTCGAGCA TAATGCACTTTGGAGAAGCAGCA....
GTGGCTGGCAGCTC GTATTACGTGAAACCTCTTCGTCGT...

Cebador directo
CACCGACCGTCGAGTCATAATG
Fig. 10B(iv)

3’ AGTATTACGTGAAACCTCTTCGTCGT
5/ ACCATTCCGCCCTGTGCGGAACATAATGCACTTTG-NH2

3’ <GTATTACGTGAAACCTCTTCGTCGT...
5/ ACCATTCCGCCCTGTGCGGAACATAATGCACTTTG-NH2

FIGURA 10B
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Figura 11A(i): Region del microsatélite NR22

57 GAAGATTTTTTTTTTTTITTITTTTTTAATATGCAGTTTGTAAGAACAAAACTGGATGGCATCAG
3/ CTTCTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC

Mboll

Sitio NR22R1 del cebador inverso

Figura 11A (ii): Hibridacion con el oligo molde de control FINR22-0:

22

3' AAAAAAAAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTIGTTTTGACCTACCGTAGTC

5' CAGATCCTCTTCCTCCGTGAGTTTTTTTTTTTTTITAATATGCAGTTTGGUUC 3/

20

3’ AAAAAAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC

5’ CAGATCCTCTTCCTCCGTGAGTTTITTTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGGUUC 3

18

3’ AARAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC

5’ CAGATCCTCTTCCTCCGTGAGTTTITTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGCUUC 3

16

3’ AAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC

5’ CAGATCCTCTTCCTCCGTGAGTTTTTTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGGUUC 3

5’ CACGGTCCAGATCCTCTTCCTCCGTG >> FAMLUX1

Figura 11A(iii): Hibridacion con el oligo molde de ensayo J5NR22-4:

22
51

20
51

is
5

16
5¢

3' AAAAAAAAAAAARATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC
GGCTGGACGCATCGTAGAGTTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGGUUC 3’

3' AAAAAAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC
GGCTGGACGCATCGTAGAGTTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGGUUC 3

3’ AAAAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC
GGCTGGACGCATCGTAGAGTTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGGUUC 3'

3’ AAAAAAAATTATACGTCAAACATTCTTGTTTTGACCTACCGTAGTC
GGCTGGACGCATCGTAGAGTTTTTTTTTTAATATGCAGTTTGGUUC 3’

5 CTACGAGTGGCTGGACGCATCGTAG >> JOELUXS5

FIGURA 11A
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Normal 3’ CCGAGTGCGGACATTAGGGTTAGAAGAGGC 57

Insercion de 1 pb 3’ ACCGAGTGCGGACATTAGGGTTAGAAGAGGC 57

Insercion de 4 pb 3’ GCCACCGAGTGCGGACATTAGGGTTAGAAGAGGC 57

Oligonucleétido molde CCATTCCGCCCTGTGTCGGTygeuCACGCCTGTAATCCCTUUG 37

JOELUX 5 CACAGGTTCTCACCATTCCGCCCTGTG >> << TTAGAAGAGGCGGAGCGGAG 57 ConmR5

Oligonucledtidos usados en el Ejemplo 8.2
Los nucleédtidos 2’ O - metilo en el oligonucleétido molde estan subrayados asi como
los nucleétidos de ADN en el ADN cortado que hibridan con ellos.

FIGURA 12B
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AluRev <<TCGTGAAACCCTCCGGCTCCG 5

No cortado 3/ TTTTTGCCACCGAGTGCGGACATTAGGATCETGAAACCCTCCEGCTCCELCC 5
Cortado 3¢/ GCCACCGAGTGCGGACATTAGGGTCGTGAAACCCTCCGGCTCCGLC 5
AlurhB 5’ CCATTCCGCCCTGTGTCEGTGGCTCACGCCTGTAATCCCP 37
5' cacaggTTCTCACCATTCCGCCCTGTG >> JOELUX

FIGURA 13A

AluPhB CCATTCCGCCCTGTGTCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCC 3’ fosfato
AluMeAm CCATTCCGCCCTGTGTCgGTGGCTCACGCCTGTAATCCC 37 C7-amina.
AluAbSp CCATTCCGCCCTGTGTCGXTGGCTCACGCCTGTAATCCC 3’ Espaciador C3

AluHL CCATTCCGCCCTGTGTCGGTGGCTCACGCCTGGCGGAATGG 3¢

AluMeMult CCATTCCGCCCTGTGTCgguggCTCACGCCTGTAATCCC 3 C7-amina

AluUUG CCATTCCGCCCTGTGTCGGUUGCTCACGCCTGTAATCCCTUUG 37
FIGURA 13B
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Fig. 13C(i) Fig. 13C(ii)
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