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DESCRIPCION

Procedimiento de inhibicion de amplificacion de acidos nucleicos usando luz y procedimiento muy sensible de
amplificaciéon selectiva de acidos nucleicos

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento y a un kit para detectar selectivamente, por ejemplo, un acido
nucleico mutado que coexiste en una pequefia cantidad pequefia junto con acidos nucleicos de tipo silvestre usando
una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y a un aparato de amplificacion de acidos
nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de onda de 350 a 380 nm.

Técnica anterior

Después de completar la secuenciacion del genoma humano, se han activado movimientos para usar la informacion
génica obtenida en el campo médico tal como en diagndsticos. Los siguientes objetivos después de la secuenciacion
del genoma son analisis de perfiles de expresion génica, analisis de sustitucion de un Unico nucleétido (polimorfismo
de un unico nucledtido, SNP) en genes, y similares. Se han analizado los niveles de expresion de genes expresados
en diversas condiciones y mutaciones genéticas, y las funciones de genes y las relaciones de genes con
enfermedades o sensibilidad a farmacos se han revelado a partir de los analisis, y la informacion génica acumulada
se usa no solo para el diagndstico de enfermedades, sino también para la seleccién del tratamiento.

En particular, los SNP y las mutaciones son dianas importantes para ensayos genéticos tales como diagnésticos de
enfermedades o caracterizacion de riesgos, y se usan en diversos campos que incluyen diabetes, reumatismo,
cancer, enfermedad mental y cardiopatia. Como procedimiento para detector los SNP, se han desarrollado diversos
procedimientos. Los ejemplos concretos de dichos procedimientos incluyen un procedimiento invasor, un
procedimiento de francotirador, un procedimiento de PCR TagMan, un procedimiento de sonda de hibridaciéon, un
procedimiento SNPIT, un procedimiento de pirominisecuenciacion, un procedimiento de cromatografia liquida
desnaturalizante de alto rendimiento (DHPLC), un procedimiento de MALDI-TOF/EM y un procedimiento de
nanochip, como procedimiento para analisis rapidos y de alto rendimiento.

En el campo del cancer, se han desarrollado activamente farmacos dirigidos moleculares que se dirigen a una
molécula especifica en el organismo vivo y suprimen su funcién. La deteccion de sustitucion de un Unico nucleétido se
recomienda como un ensayo importante en la determinaciéon de la aplicacién de farmacos dirigidos moleculares
cuando se selecciona el tratamiento. Por ejemplo, se recomienda realizar el ensayo de analisis de mutacion para un
gen EGFR o un gen KRAS antes de usar los farmacos contra el cancer. Esto es porque la presencia o la ausencia de
mutacion causa efectos del farmaco diferentes y se orienta que un farmaco deberia administrarse considerando la
mutacion. Otro objetivo es seleccionar un paciente con un riesgo de efectos adversos graves en lugar de la eficacia
del farmaco y con efectos de dosificacion bajos examinando la presencia o la ausencia de dicha mutacién de
antemano. Debido a estas razones, la deteccién de, en particular, la sustitucién de un Unico nucleétido se recomienda
como un ensayo importante en el campo del cancer.

No obstante, en la deteccion de una mutacién adquirida tal como cancer, dado que las moléculas de acido nucleico
de tipo silvestre derivadas de células normales que son dominantes en un espécimen afectan como fondo, una
mutacién tal como la sustitucion de un Unico nucleétido no puede detectarse mediante técnicas de analisis tal como
se han descrito anteriormente en muchos casos. Para resolver este problema se han desarrollado un procedimiento
de Scorpion-ARMS y un procedimiento de fijacion por PCR de PNA-LNA (Literatura de patente 1).

El procedimiento de Scorpion-ARMS es un procedimiento de analisis de un producto obtenido amplificando
selectivamente una molécula mutada usando una combinacién de un cebador disefiado en base a una secuencia
mutada de modo que el punto de mutacion esté ubicado cerca del extremo terminal 3’ del cebador y otro cebador
mediante un procedimiento de deteccion fluorescente, un procedimiento de Scorpion. El procedimiento de fijacion por
PCR de PNA-LNA es un procedimiento en el que se bloquea selectivamente una molécula de tipo silvestre con un
cebador de fijacion que esta disefiado en el punto de mutacién y es complementario con la secuencia de tipo silvestre,
y una molécula mutada se amplifica selectivamente y se detecta usando un LNA mutado como sonda de deteccion
fluorescente.

Estos procedimientos usan una diferencia en la estabilidad térmica en el sistema en equilibrio de un hibrido que se
forma a partir de un cebador o una sonda y una molécula de plantilla. La diferencia entre la formacion del hibrido
cuando el cebador o la sonda son completamente complementarias con la molécula de plantilla y la formacion del
hibrido incompleta cuando el cebador o la sonda no son complementarias con la molécula de plantilla en uno o varios
nucledtidos es meramente una diferencia en la estabilidad térmica. Por lo tanto, las condiciones apropiadas capaces
de distinguir la molécula de tipo silvestre de la molécula mutada son diferentes segun la secuencia de nucledtidos de
interés, y las condiciones que cambian la estabilidad térmica actian igualmente sobre ambas moléculas incluso en
condiciones apropiadas. Es decir, en la medida en que solo la diferencia en la estabilidad térmica de la formacién del
hibrido en el sistema en equilibrio se use como el principio de la distincién entre ambas, tenemos que seleccionar
condiciones de temperatura que incluyan compromisos entre el equilibrio de la especificidad y la sensibilidad, y la
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anchura del intervalo de condiciones de temperatura seleccionable es extremadamente estrecha en muchos casos vy,
por lo tanto, el disefio de la sonda y el cebador es a menudo dificil para algunas secuencias génicas.

En estas circunstancias de técnicas de deteccion, se proporcionan limitaciones estrictas para la recogida de
especimenes en el ensayo actual de deteccion de mutacién para cancer. Mas particularmente, se recomienda que se
preparen especimenes patolégicos a partir de tejidos cancerosos, el sitio de tumor se identifique a partir de
especimenes tefiidos y solo se recoja el tumor a partir de especimenes no tefiidos de secciones seriadas (The
Guidance on the measurement of KRAS gene mutations in colon cancer patients). No obstante, la identificacion del
sitio del tumor requiere conocimientos especializados de morfologia estructural y sus procedimientos son complicados y
de alto coste.

Por lo tanto, es deseable un procedimiento de deteccion con alta especificidad y alta sensibilidad, en el que existan
pocas limitaciones sobre la recogida de especimenes y la secuencia de nucledtidos de un gen diana como
requerimientos del ensayo.

Como procedimiento de deteccidn con alta especificidad y alta sensibilidad se ha desarrollado un procedimiento de
deteccion de un gen mutado usando un acido nucleico fotorreticulante. Por ejemplo, la Literatura de patente 2 divulga
un procedimiento de deteccion de un acido nucleico diana que tiene una secuencia de nucleétidos especifica basado
en la formacion del hibrido con una cadena complementaria, con alta especificidad y alta sensibilidad. En este
procedimiento, se usan un acido nucleico fotorreticulante complementario con el acido nucleico diana y un acido
nucleico fotorreticulado que tiene un resto basico capaz de fotorreticularse con el acido nucleico fotorreticulante en el
extremo terminal 3’ 0 5, y uno de los dos acidos nucleicos tiene una porcién de marcador y el otro esta inmovilizado
en un sustrato. Segun este procedimiento, el acido nucleico fotorreticulante y el acido nucleico fotorreticulado
presentes en la misma cadena se reticulan especificamente entre si, usando fotorreticulacion, solo cuando se forma
un hibrido completo, la molécula de acido nucleico con la porcién de marcador puede inmovilizarse covalentemente
sobre el sustrato, puede realizarse un lavado completo en condiciones en las que se disocian las cadenas
bicatenarias complementarias y lograrse una alta especificidad y una alta sensibilidad.

No obstante, la sensibilidad de la deteccion en este procedimiento tiene un limite inferior y, por lo tanto, este
procedimiento puede usarse para detectar la presencia o la ausencia de mutacion presente en una gran cantidad de
acidos nucleicos diana, pero no puede usarse para detectar una pequefa cantidad de acido nucleico mutado que
coexista con una gran cantidad de acido nucleico de tipo silvestre, debido a que el contenido del acido nucleico
mutado en una cantidad pequefia es inferior o igual a la sensibilidad de deteccion en muchos casos. Ademas, debido
a que el acido nucleico fotorreticulante esta unido covalentemente al acido nucleico fotorreticulado en la misma
cadena, la mutacién contenida en el acido nucleico diana que se va a detectar no puede amplificarse.

Por otra parte, la Literatura de patente 3 divulga un procedimiento en el que una muestra que contiene un acido
nucleico diana se somete en primer lugar a amplificacion por PCR y después se realiza el procedimiento divulgado
en la Literatura de patente 2, para detectar un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleétidos diana o dos o
mas secuencias de nucledtidos diana en la muestra de acido nucleico. Cuando el contenido del acido nucleico mutado
es pequefio, el porcentaje de contenido del acido nucleico de tipo silvestre no cambia, incluso si la amplificacion por PCR
puede realizarse y, por lo tanto, el acido nucleico no puede amplificarse al nivel detectable mediante la amplificacion
dentro del intervalo detectable in vitro. Por lo tanto, este procedimiento puede usarse para detectar la presencia o la
ausencia de mutacion contenida en una gran cantidad de acido nucleico diana, pero no puede usarse para detectar
una pequefia cantidad de acido nucleico mutado que coexiste con una gran cantidad de acido nucleico de tipo
silvestre. Ademas, dado que una muestra que contiene el acido nucleico diana se somete a amplificacion por PCR, si el
porcentaje de contenido del acido nucleico mutado es superior a un determinado nivel, existe una posibilidad de
detectar el acido nucleico mutado, pero este procedimiento precisa de varias etapas y es complicado y, por lo tanto, no
puede cumplir con la demanda de la escena clinica que requiere resultados de ensayo rapidos.

Otros documentos de la técnica anterior se refieren a procedimientos de deteccién de la cantidad de un acido
nucleico en una muestra o el enriquecimiento selectivo de polinucleétidos poco abundantes en una muestra; véase
el documento WO 2005/072133, el documento WO 2006/102569 o el documento WO 03/095680. También se
divulgan otros procedimientos de deteccién y/o cuantificacion de acidos nucleicos mutantes raros en poblaciones de
acidos nucleicos en las que los acidos nucleicos de tipo silvestre estan presentes con una abundancia sustancialmente
superior a la de los mutantes raros; véase el documento WO 2007/106534. Ademas, Qiagen "Sample & Assay
Technologies Q - Pure Detection", Rotor-Gene Q - Pure Detection, proporciona un aparato para la amplificacion y/o
cuantificacién génica.

Lista de referencias

Literatura de patente
[Literatura de patente 1] Patente japonesa N° 4216266
[Literatura de patente 2] documento W0O2007/058326

[Literatura de patente 3] Publicacion de patente japonesa no examinada (Kokai) N° 2009-213445
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Sumario de la invenciéon
Problema técnico

Un objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para detectar rapida y facilimente un acido
nucleico mutado que esta presente en una cantidad pequefia en una muestra de acidos nucleicos junto con acidos
nucleicos de tipo silvestre, con alta especificada y alta sensibilidad.

Solucién al problema

Los presentes inventores realizaron estudios intensivos para resolver el objeto y encontraron que una sonda de
fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia complementaria a un sitio diana
que tiene una secuencia de acido nucleico de tipo silvestre se reticula con un acido nucleico de tipo silvestre que
tiene el sitio diana, para inhibir selectivamente la amplificacién del acido nucleico de tipo silvestre. Es decir, dicho
acido nucleico fotorreticulante se usa para realizar especificamente la fotorreticulacion solo cuando se forma un
hibrido completo, y para mantener la unién (es decir, un estado de no equilibrio) en cualquier ciclo de temperatura de
una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos y, como resultado, puede inhibirse que la molécula diana funcione
como plantilla para la reaccion de amplificacion de acidos nucleicos. Dicho hallazgo posibilita tanto el efecto de fijacion
alto (es decir, la inhibicion) de un acido nucleico de tipo silvestre como la amplificacion de acidos nucleicos selectiva (es
decir, especifica) de un acido nucleico mutado.

La invencién se refiere a las realizaciones definidas en las reivindicaciones. Por lo tanto, se refieren a los puntos
siguientes:

1. Un procedimiento de deteccién de un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:
(a) permitir a

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acidos nucleicos de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico,

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacion con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

(c) someter el producto de reaccién obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccién de amplificacion de acido
nucleico y

(d) analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

2. Un procedimiento de deteccién de un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:
(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

(c) realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos y
(d) analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.
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El procedimiento seguin uno cualquiera de los puntos 1 0 2, en el que la reaccién de amplificacion de acidos
nucleicos es un procedimiento de PCR.

El procedimiento segun uno cualquiera de los puntos 1 o 2, en el que la reaccion de amplificacion de acidos
nucleicos es un procedimiento de PCR en tiempo real.

El procedimiento segun uno cualquiera de los puntos 1 o 2, en el que la sonda de fijacion tiene una
secuencia complementaria a la cadena sentido y/o la cadena antisentido de la molécula de acido nucleico
diana.

El procedimiento segun uno cualquiera de los puntos 1 a 5, en el que la longitud de cadena de la sonda de
fijacion es de 7 a 30 nucledtidos.

El procedimiento segin uno cualquiera de los puntos 1 a 6, en el que la fotoirradiacion se realiza a una
longitud de onda de 350 a 380 nm.

El procedimiento seguin uno cualquiera de los puntos 1 a 7, en el que la fotoirradiacion se realiza una o mas
veces en un ciclo de temperatura en el que las cadenas complementarias ordinarias se unen y se disocian
entre si, a una temperatura en la que las cadenas complementarias pueden unirse entre si.

El procedimiento segun uno cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que la fotoirradiacion se realiza usando un
aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiaciéon a una longitud de onda de
350 a 380 nm.

Uso de un kit para detectar un acido nucleico mutado en un procedimiento segun los puntos 1-9, que
comprende:

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre y

un cebador capaz de amplificar una region de deteccion que comprende un sitio diana,

en el que una regiéon de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

Uso de un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm para detectar un acido nucleico mutado en un procedimiento segun los puntos 1-9.

Uso de un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm para detectar un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:

(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a una sitio diana, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion y

(c) someter el producto de reaccion obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccion de amplificacion de
acidos nucleicos.

Uso de un aparato de amplificaciéon de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm para detectar un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:

(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a una sitio diana, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico que tiene el sitio diana;
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fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion y

realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos.

La presente divulgacion se refiere a:

[1] Un procedimiento para inhibir la amplificacion de una regién de deteccion que comprende un sitio diana,
realizandose dicha amplificacion mediante un procedimiento de amplificacion de acidos nucleicos que
comprende las etapas de:

permitir a

un acido nucleico que tiene un sitio diana, y

a una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana coexistir entre si y

fotorreticular el acido nucleico que tienen el sitio diana con la sonda de fijacién mediante fotoirradiacion.

[2] Un procedimiento de deteccion de un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:

(@)

(b)

()

()

permitir a

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

someter el producto de reaccion obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccion de amplificacion de acido
nucleico y

analizar el producto amplificado resultante,

en el que una regiéon de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

[3] Un procedimiento de deteccion de un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:

(@)

(b)

()

permitir a

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos y
analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

El procedimiento segun uno cualquiera de [1] a [3], en el que la reaccion de amplificacion de acidos nucleicos es un
procedimiento de PCR.

[5] El procedimiento segun uno cualquiera de [1] a [3], en el que la reaccion de amplificacion de acidos nucleicos es
un procedimiento de PCR en tiempo real.
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[6] El procedimiento segun uno cualquiera de [1] a [3], en el que la sonda de fijacién tiene una secuencia
complementaria a la cadena sentido y/o la cadena antisentido de la molécula de acido nucleico diana.

[7] El procedimiento seguin uno cualquiera de [1] a [6], en el que la longitud de cadena de la sonda de fijacion es de 7 a
30 nucleodtidos.

[8] El procedimiento segun una cualquiera de [1] a [7], en el que la fotoirradiacion se realiza a una longitud de onda
de 350 a 380 nm.

[9] El procedimiento segun uno cualquiera de [1] a [8], en el que la fotoirradiacion se realiza una o mas veces en un
ciclo de temperatura en el que las cadenas complementarias ordinarias se unen y se disocian entre si, a una
temperatura en la que las cadenas complementarias pueden unirse entre si.

[10] El procedimiento segun uno cualquiera de [1] a [9], en el que la fotoirradiacion se realiza usando un aparato de
amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de onda de 350 a 380 nm.

[11] Un kit para inhibir la amplificacion de una region de deteccién que comprende un sitio diana, realizandose dicha
amplificacion mediante un procedimiento de amplificacién génica que comprende:

una sonda de fijaciobn que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria al sitio diana y

un cebador capaz de amplificar la region de deteccion que comprende el sitio diana,
[12] Un kit para detectar un acido nucleico mutado que comprende:

una sonda de fijaciobn que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre y

un cebador capaz de amplificar una region de deteccion que comprende un sitio diana,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

[13] Un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacién a una longitud de onda de
350 a 380 nm.

[14] Un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacién a una longitud de onda de
350 a 380 nm que comprende las etapas de:

(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a una sitio diana, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion y

(c) someter el producto de reaccion obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccion de amplificacion de
acidos nucleicos.

[15] Un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacién a una longitud de onda de
350 a 380 nm que comprende las etapas de:

(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a una sitio diana y

una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacion con una molécula de acido
nucleico que tiene el sitio diana;
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(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion y

(c) realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos.

Efecto ventajoso de la invencion

Segun la presente invencion, la presencia o la ausencia de un acido nucleico mutado que esta presente en una
cantidad pequefia en una muestra de acidos nucleicos puede detectarse rapida y facilmente con alta especificidad y
alta sensibilidad.

Breve descripcion de los dibujos
La Fig. 1 es la formula estructural de 3-cianovinilcarbazol-1’-B3-desoxirribésido (CNVK).

La Fig. 2 es un grafico que muestra los resultados de confirmacion, usando un LightCycler, de la presencia o la
ausencia de inhibicion de la amplificacion por PCR de un gen de tipo silvestre mediante reaccion de
fotorreticulacion en el ejemplo 1.

La Fig. 3 es un grafico que muestra los resultados de confirmacion, usando un LightCycler, de la presencia o la
ausencia de inhibicion de la amplificacién por PCR de un gen mutado mediante reaccion de fotorreticulacion en
el ejemplo 2.

La Fig. 4 es una fotografia que muestra los resultados de confirmacion, mediante electroforesis en gel de
agarosa, de la presencia o la ausencia de amplificacion selectiva de un gen mutado en el caso de que la
reaccion de fotorreticulacion se haya realizado durante una reaccion de amplificacion por PCR en el ejemplo 4.

El carril 1 es un marcador (X174 Haelll digest), el carril 2 es el tipo silvestre y el carril 3 es el tipo mutado.

La Fig. 5 es un grafico que muestra los resultados de confirmacién, usando un LightCycler, de la deteccién de un
gen mutado en el caso de que la reaccion de fotorreticulacion no se haya realizado durante una reaccién de
amplificacion por PCR (control) en el ejemplo 5.

La Fig. 6 es un grafico que muestra los resultados de confirmacion, usando un LightCycler, de la sensibilidad de
deteccion de un gen mutado mediante una reaccién PCR de fijacion PNA-LNA (PNA-LNA clamp PCR) (sin una
reaccion de fotorreticulacion durante la reaccion de amplificacion por PCR) (ejemplo comparativo) en el ejemplo
5.

La Fig. 7 es un grafico que muestra los resultados de confirmacién, usando un LightCycler, de la deteccién de un
gen mutado en el caso de que la reaccién de fotorreticulacion se realizara durante una reaccion de amplificacion
por PCR en el gjemplo 5.

Descripcion de realizaciones

Las definiciones de los términos y las expresiones que se usan en el presente documento, tales como ADN, ARN,
acido nucleico, gen, expresion génica, cédigo, complementario, plantilla, promotor, sonda, cebador, hibridacion y
PCR, son las mismas que se usan habitual y comunmente en biologia molecular, genética, ingenieria genética y
similares.

La expresion "acido nucleico", tal como se usa en el presente documento no esta limitada, siempre que sea ADN o
ARN, o analogos de acidos nucleicos tal como se describen mas adelante. El acido nucleico puede ser un compuesto
de origen natural o un compuesto sintético. Los ejemplos de acidos nucleicos de origen natural incluyen ADN
genomico, ARNm, ARNt, ARNr y ARN recogidos de organismos. Los ejemplos de la sintesis de acidos nucleicos
incluyen ADN sintetizado mediante un procedimiento de sintesis quimica conocido tal como el procedimiento de la -
cianoetilfosforamidita o un procedimiento de sintesis en fase sélida de ADN, acido nucleico sintetizado mediante un
procedimiento de amplificacion de acidos nucleicos tal como PCR y ADNc sintetizado mediante una reaccion
transcripcional inversa.

La expresion "acido nucleico de tipo silvestre", tal como se usa en el presente documento, significa un acido nucleico
antes de la mutacién, normalmente, un acido nucleico que no tiene mutaciones y que contiene informacion genética
que tiene sus funciones normales originales. La expresion "informacion genética”, tal como se usa en el presente
documento, incluye no solo una region transcripcional que codifica informacion de ARNm, ARNt, ARNr, ARNsn y
similares, sino también una region reguladora tal como un promotor que se requiera para la expresion génica.

La expresion "acido nucleico mutado”, tal como se usa en el presente documento, significa un acido nucleico en el
que ha tenido lugar una mutacion. El término "mutacion”, tal como se usa en el presente documento, significa un
cambio en la secuencia de un acido nucleico tal como ADN y ARN, e incluye la sustitucion, insercion, delecion,
inversion, duplicacion, translocacion de una base y similares usadas en genética y similares. La region de la mutacion
en un acido nucleico mutado no esta limitada a una region transcripcional, sino que incluye una region reguladora tal
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como un promotor que se requiera para la expresion génica. A este respecto, la mutacion en un acido nucleico
mutado no requiere un cambio funcional. La "mutacién” incluye mutaciones congénitas y adquiridas.

La expresion "sitio diana", tal como se usa en el presente documento, significa un sitio que es una diana de una
sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante en una secuencia de acidos nucleicos y que tiene
una secuencia de nucledtidos que se hibrida con la totalidad o con parte de la sonda de fijacion.

La expresion "sitio diana", tal como se usa en realizaciones ordinarias, significa un sitio en el que una base mutada
existe en un acido nucleico mutado, y un sitio que se va a detectar con una diana en la presente invencion, que
incluye un acido nucleico de tipo silvestre. Por ejemplo, en el caso de la sustitucion de una base, el sitio diana es la
base que esta sustituida tanto en un acido nucleico de tipo silvestre como en un acido nucleico mutado. En el caso de
una insercion, el sitio diana en un acido nucleico mutado es una base insertada y el sitio diana en un acido nucleico de
tipo silvestre es un sitio en el que la base se inserta en el acido nucleico mutado. En el caso de una delecion, el sitio
diana en un acido nucleico mutado es un sitio en el que se ha eliminado una base por delecion y el sitio diana en un
acido nucleico de tipo silvestre es la base eliminada en el acido nucleico mutado. La secuencia de un sitio diana puede
ser una cadena que tiene una secuencia que codifica informacién genética (en adelante denominada una cadena
sentido) o una cadena que tiene una secuencia complementaria con la cadena sentido (en adelante denominada una
cadena antisentido).

La expresion "reaccion de amplificacion de acidos nucleicos”, tal como se usa en el presente documento, significa
una reacciéon de amplificacién de una plantilla de acidos nucleicos usando una reaccién de la polimerasa conocida.
La expresion "aparato de amplificacion de acidos nucleicos”, tal como se usa en el presente documento, significa un
aparato mediante el que puede realizarse la "reaccion de amplificacion de acidos nucleicos".

El procedimiento para inhibir la amplificacion de la presente invencién es un procedimiento en el que, aunque se
realice un procedimiento de amplificacién de acidos nucleicos ordinario usando cebadores capaces de amplificar una
region de deteccién que comprende un sitio diana, se inhibe la amplificacion de un acido nucleico (por ejemplo, un
acido nucleico de tipo silvestre), mientras que el otro acido nucleico (por ejemplo, un acido nucleico mutado) se
amplifica selectivamente, en base a la mutacion en el sitio diana.

En la presente invencion, el objeto de la inhibicion de la amplificacion no esta limitado, y pueden seleccionarse
apropiadamente o bien un acido nucleico de tipo silvestre o bien un acido nucleico mutado como el objeto segun este
fin. Por ejemplo, en el caso en el que existe una diferencia significativa en los contenidos en una muestra de acidos
nucleicos, la presencia o la ausencia de un acido nucleico que existe en una pequefia cantidad (por ejemplo, un
acido nucleico mutado) puede detectarse inhibiendo la amplificacion de un acido nucleico que existe en una gran
cantidad (por ejemplo, un acido nucleico de tipo silvestre) y amplificando selectivamente el acido nucleico que existe
en una pequefia cantidad.

A continuacién se explicara fundamentalmente el procedimiento de la presente invencion en base a una realizacion
de la presente invencion, un procedimiento para detectar un acido nucleico mutado para detectar la presencia o la
ausencia del acido nucleico mutado. No obstante, una caracteristica esencial del procedimiento de la presente
invencién es, tal como se describe en el presente documento, la inhibicion de la amplificacion de solo un acido
nucleico en base a la mutacién en el sitio diana aunque se realice un procedimiento de amplificacién de acidos
nucleicos ordinario usando cebadores capaces de amplificar una regién de deteccion que comprende el sitio diana.

La primera realizacion del procedimiento de la presente invencién es un procedimiento de deteccion de un acido
nucleico mutado que comprende las etapas de:

(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

(c) someter el producto de reaccion obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccion de amplificacion de acido
nucleico y

(d) analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccidon que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica selectivamente
para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.
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La segunda realizacion del procedimiento de la presente invencion es un procedimiento de deteccion de un acido
nucleico mutado que comprende las etapas de:

(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

(c) realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos y
(d) analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

En la presente invencion, un acido nucleico mutado puede detectarse con alta sensibilidad mediante esas etapas, es
decir, inhibiendo la amplificacion de un acido nucleico de tipo silvestre y amplificando selectivamente el acido
nucleico mutado.

A continuacién se explicara cada etapa individualmente. Dado que la primera realizacion es la misma que la segunda
realizacion excepto por la etapa (c), cada etapa se explicara principalmente en base a la primera realizacion y, después, la
segunda realizacion se explicara con respecto a las caracteristicas diferentes de las de la primera realizacion.

En la etapa (a), una sonda de fijacién que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre se permite coexistir
con una muestra de acido nucleico, y se forma especificamente un hibrido de la sonda de fijacion con una molécula
de acido nucleico diana que tiene la secuencia de acidos nucleicos de tipo silvestre. Esta reaccién puede realizarse
en condiciones convencionales adecuadas para la formacién de hibridos (temperatura, pH, concentracion salina,
tampodn y similares) y la formacion especifica del hibrido de la sonda de fijacion con el acido nucleico de tipo silvestre
puede promoverse afadiendo, por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO) o formamida a la soluciéon de reaccion. Con
respecto a esto, es preferible evitar la incorporacion de una sustancia que inhiba una reaccién de amplificacion de
acidos nucleicos que se realice después o simultaneamente a la formacién del hibrido. En particular, una formulacion
de reaccién adecuada para una reaccién de amplificacion de acidos nucleicos es preferible cuando la formacion del
hibrido se realiza al mismo tiempo que la reaccién de amplificacién de acidos nucleicos.

La "muestra de acidos nucleicos" usada en la etapa (a) no esta limitada, siempre que sea una muestra que contenga
acidos nucleicos y se sospeche que contenga un acido nucleico que comprenda un sitio diana. Es preferentemente
una muestra sospechosa de contener al menos un acido nucleico de tipo silvestre que tenga un sitio diana y su acido
nucleico mutado, y mas preferentemente una muestra sospechosa de contener ambos acidos nucleicos. Los ejemplos
de la muestra de acidos nucleicos incluyen ARN o ADN gendmico obtenidos de células completas contenidas en una
muestra tal como sangre o tejidos. El acido nucleico puede extraerse de una muestra mediante un procedimiento
convencional tal como un procedimiento de fenol/cloroformo. Con respecto a esto, el porcentaje de presencia del
acido nucleico mutado en los acidos nucleicos diana que se van a detectar no esta limitado. Por ejemplo, puede ser el
100 % de un acido nucleico de tipo silvestre, o el 50 % de un acido nucleico de tipo silvestre y el 50 % de un acido
nucleico mutado. La muestra de acidos nucleicos puede ser ADN obtenido de células, ARNm preparados a partir de
células o ADNc obtenidos mediante una reaccién de transcripcion inversa usando ARNm como plantilla. Ademas, la
muestra de acidos nucleicos puede ser una mezcla artificial de un numero de genes clonados, acido nucleico
amplificado artificialmente por un procedimiento de amplificacién de acidos nucleicos o una mezcla de los mismos.

El acido nucleico fotorreticulante que puede usarse en la presente invencién no esta limitado, siempre que puede
reticularse con acidos nucleicos en un sitio diana o acidos nucleicos cerca del sitio diana por fotorreticulacion. Por
ejemplo, pueden usarse derivados de psoraleno (Chang, E. y col. Biochemistry 1991, 30, 8283), derivados de
aminopurina (documento JP 2001-206896 A), o 4-tiouracilo. Dado que los derivados de psoraleno tienen
propiedades de que reaccionan especificamente con timina en la secuencia de nucleétidos 5’-AT-3’, y los derivados
de aminopurina no dependen de la secuencia, pero son especificos de citidina, la aplicacion de estos derivados es
limitada y, por lo tanto, los acidos nucleicos fotorreticulantes siguientes sin dichas limitaciones son preferentes.

Los primeros acidos nucleicos fotorreticulantes preferentes son acidos nucleicos que tienen, como resto basico, el
grupo de la férmula I:

[Prod. quim. 1]
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R
2 Ra
——
R4
N

en la que Ra es un grupo ciano, un grupo amida, un grupo carboxilo, un grupo alcoxi C,-Cr-carbonilo o un atomo de
hidrégeno y R1 y Ry son independientemente grupo ciano, un grupo amida, un grupo carboxilo, un grupo alcoxi Co-
Cr-carbonilo o un atomo de hidrégeno (Org. Lett., Vol. 10, N° 15, 2008, documento JP 2009-254279 A). En el caso de

5 que un acido nucleico unido al mismo sea ADN, el grupo carbazolilo de la formula | esta unido al atomo de carbono (C) en
la posicion 1 de 2-desoxirribosa en la posicion B, tal como se muestra en la formula I(a):

R
2 Ra
\
4R1
N
HO
o
OH

Los ejemplos concretos de los primeros acidos nucleicos fotorreticulantes incluyen 3-cianovinilcarbazol-1’-3-desoxirribdsido
CNV,
10 (7K.

[Prod. quim. 2]

Los segundos acidos nucleicos fotorreticulantes preferentes son acidos nucleicos que tienen el grupo de la férmula
Il

[Prod. quim. 3]

R

15 en la que R es -CN, -CONR'R? 0 -COOR® R" a R® son independientemente un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo
CnHan+1 (n21), y el limite superior de n no esta limitado, pero puede ser, por ejemplo, de 1 a 7, preferentemente de 1 a 5

11
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(Organic & Biomolecular Chemistry 2007, 5, 2583, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 15 (2005) 1299-1301, y
documento JP 2005-348645 A). En el caso de que un acido nucleico unido al mismo sea ADN, el grupo fenoxi de la
féormula Il esta unido al atomo de carbono (C) en la posicién 1 de 2-desoxirribosa en la posicion 8, tal como se muestra en
la féormula ll(a):

[Prod. quim. 4]

HO

OH

R
R es preferentemente -CN, -COOH o -COOMe, y mas preferentemente -COOH o -COOMe.

Los grupos de la formula | y la férmula 1l imparten propiedades fotorreticulantes al acido nucleico. Las propiedades
fotorreticulantes pueden impartirse a ADN y ARN, asi como a analogos de nucleétidos. Estos acidos nucleicos
fotorreticulantes pueden prepararse de un modo similar a un procedimiento convencional de produccién de acidos
nucleicos.

La "sonda de fijacion" usada en la etapa (a) significa una sonda de acidos nucleicos que comprende el acido
nucleico fotorreticulante mencionado anteriormente y que tiene una secuencia complementaria al sitio diana. La
sonda de fijacion puede contener el acido nucleico fotorreticulante que tiene el grupo de la férmula | o la férmula ll, y la
sonda de fijacion que comprende el grupo de la formula | es preferente. La sonda de fijacion puede ser ADN y ARN,
asi como analogos de nucledtidos.. El procedimiento para detectar un acido nucleico mutado de la presente
invencion esta caracterizado porque el acido nucleico fotorreticulante contenido en la sonda de fijacion tiene la
secuencia complementaria al sitio diana del acido nucleico de tipo silvestre. La secuencia de nucleétidos de la sonda
de fijacion y la posicion y el nimero de los acidos nucleicos fotorreticulantes no estan limitados, siempre que la
sonda de fijaciéon puede hibridarse especificamente con parte o la totalidad del sitio diana. La longitud de la sonda de
fijacion no esta limitada, siempre que puede hibridarse especificamente con la misma, y es preferentemente, por
ejemplo, de 7 o 30 nucledtidos.

El "analogo de nucledtido” significa un nucledtido no natural (es decir, producido artificialmente) que tiene las mismas
funciones que los nucledétidos de origen natural tal como desoxirribonucleotido (ADN) y ribonucleétido (ARN). Es decir,
los analogos de nucledtidos pueden formar una cadena mediante enlace fosfodiéster, como nucleétidos, y un cebador o
una sonda preparados usando analogos de nucleétidos pueden usarse en PCR o hibridacion, como un cebador o una
sonda preparados usando solo nucleétidos. Los ejemplos de dichos analogos de nucleétidos incluyen PNA (derivado
de nucleétido poliamidico), LNA (BNA) y ENA (acidos nucleicos puenteados con 2’-0,4’-C-etileno), asi como mezclas
de los mismos. El PNA es un compuesto en el que la cadena principal que consiste en fosfato y pentosa en ADN o
ARN esta sustituida por una cadena de poliamida. EI LNA (BNA) es un compuesto que tiene dos estructuras ciclicas
en el que el atomo de 6xido de la posicién 2’ del ribonucledsido esta unido al atomo de carbono de la posicion 4’ del
mismo mediante metileno.

La sonda de fijacion usada en la etapa (a) pueden prepararse no solo contra la cadena sentido, sino también contra
la cadena antisentido. En particular, en el caso en el que un acido nucleico presente en una muestra de acidos
nucleicos sea ADN bicatenario, el efecto de inhibiciéon de la amplificacion de acidos nucleicos del acido nucleico de
tipo silvestre puede aumentarse en la etapa (c) que se describe mas adelante, usando simultaneamente ambas
sondas de fijacion preparadas contra ambas cadenas y fotorreticulando las sondas de fijacion con los sitios diana de
ambas cadenas. Con respecto a las sondas de fijacion contra las cadenas sentido y antisentido, es preferente
introducir los acidos nucleicos fotorreticulantes en sitios en los que las sondas de fijacion no estan fotorreticuladas
entre si.

En la etapa (b), la sonda de fijacion y su molécula de acido nucleico de tipo silvestre complementaria, que forman un
hibrido, se someten a fotoirradiacion para fotorreticular la sonda de fijacién con la molécula de acido nucleico diana.
La fotorreticulacion resultante se genera formando un enlace covalente intermolecular entre el acido nucleico
fotorreticulante y la molécula de acido nucleico diana, debido a la fotorreaccion del resto basico artificial del acido
nucleico fotorreticulante y corresponde a reticulacion intermolecular. Dado que las moléculas fotorreticuladas no se
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ensamblan solo mediante estabilidad térmica, la unién se mantiene sin disociacién incluso cuando las moléculas
reticuladas estan bajo las condiciones en las que se disocian entre si cadenas bicatenarias complementarias.

La reaccion de fotorreticulacion de la etapa (b) puede llevarse a cabo en una solucion de reacciéon que contiene una sal
con actividad tamponadora. Los ejemplos de la sal con actividad tamponadora incluyen sal de cacodilato, sal de fosfato
y sal tris. La concentracion de la sal con actividad tamponadora es preferentemente de 5 a 250 mmol/l. Ademas, es
preferente que la solucion de reaccion contenga una sal de metal alcalino y/o sal de metal alcalinotérreo. Los ejemplos
del metal alcalino y/o metal alcalinotérreo incluyen cloruro de sodio y cloruro de magnesio. Ademas, la reaccion de
fotorreticulacion especifica entre la sonda de fijacion y el acido nucleico de tipo silvestre puede promoverse afiadiendo
un disolvente organico, tal como DMSO o formamida, a la solucién de reaccién. En asociacion a esto, es preferible
evitar la incorporacién de una sustancia que inhiba una reaccién de amplificacion de acidos nucleicos que se realice
después o simultaneamente a la fotorreticulacion. En particular, una formulaciéon de reaccién adecuada para una
reaccion de amplificacion de acidos nucleicos es preferente cuando la reticulacion se realiza al mismo tiempo que la
reaccion de amplificacion de acidos nucleicos.

En la fotoirradiacion de la etapa (b), la longitud de onda de la luz es generalmente de 350 a 380 nm, y
preferentemente de 366 nm. La luz laser de una unica longitud de onda a 366 nm es la mas preferente. En una
realizacion preferente, la reaccion de la luz mediante fotoirradiacién se realiza preferentemente en un periodo de uno o
varios segundos. Con respecto a esto, tomando en consideracion la transparencia optica de un recipiente de
reaccion y una solucién de reaccion, el tiempo de reaccion de la luz puede prolongarse.

Dado que la fotorreticulacion de la etapa (b) puede mantener la unién incluso en las condiciones en las que se
disocian entre si cadenas bicatenarias complementarias preparadas mediante formacién de hibridos convencional, tal
como se ha descrito anteriormente, la reticulacién de una molécula de acido nucleico de tipo silvestre complementaria
a la sonda de fijacién puede acumularse repitiendo la fotoirradiacion en un ciclo de temperatura en el que las cadenas
complementarias ordinarias se unen y se disocian entre si a una temperatura en la que las cadenas complementarias
pueden unirse entre si.

En el caso en el que la muestra de acidos nucleicos usada en las etapas (a) y (b) sea ARN tal como ARNm, después
de realizar una reaccion de fotorreticulacion con la sonda de fijacion, puede sintetizarse ADNc y someterse a una
reaccion de amplificacion tal como PCR, o puede realizarse una amplificacion génica mediante una PCR de 1 etapa
o similar. Como alternativa, después de sintetizar ADNc, puede amplificarse ARN mediante un procedimiento de
transcripcion in vitro.

En el caso en el que la muestra de acidos nucleicos usada en las etapas (a) y (b) sea ADN monocatenario tal como
ADNCc, después de realizar una reaccion de fotorreticulacion con la sonda de fijacion, el producto de reaccion puede
someterse a una reaccion de amplificacion tal como PCR, o puede amplificarse ARN mediante un procedimiento de
transcripcion in vitro.

En el caso en el que la muestra de acidos nucleicos usada en las etapas (a) y (b) sea ADN bicatenario tal como ADN
cromosoémico después de tratar en condiciones desnaturalizantes ADN bicatenario hibridado, tal como desnaturalizacion
con calor o condiciones acidas, para convertirlo en un ADN monocatenario, la etapa (a) puede realizarse de un modo
similar al caso del ADN monocatenario.

En la etapa (c), la muestra de acidos nucleicos que se ha sometido a la reaccion de fotorreticulacion se usa como
plantilla y se realiza un procedimiento de amplificacion de acidos nucleicos (por ejemplo PCR) usando cebadores de
amplificacion para amplificar una regién de deteccion que comprende el sitio diana. El cebador de amplificacion
usado en la etapa (c) es un cebador que es capaz de amplificar una region de deteccién que comprende el sitio
diana de un acido nucleico mutado y que es también capaz de amplificar una regién de detecciéon que comprende el
sitio diana de un acido nucleico de tipo silvestre con el que la sonda de fijacion no esta fotorreticulada. Dado que la
molécula que tiene la secuencia de tipo silvestre esta reticulada con la sonda de fijacion mediante fotoirradiacion, no
procede una reaccion de alargamiento a partir del nucleétido reticulado al extremo terminal 3’ y la molécula que tiene la
secuencia de tipo silvestre no se amplifica. Por el contrario, dado que casi todas las moléculas que tienen la secuencia
mutada no estan reticuladas con la sonda de fijacion, tiene lugar una reaccion de alargamiento, y como resultado, se
logra la amplificacion selectiva de acidos nucleicos.

En el caso en el que el procedimiento de amplificacién de acidos nucleicos sea PCR, los cebadores de amplificacion
usados en la etapa (c) son cebadores capaces de amplificar una secuencia de nucleétidos (secuencia de nucleétidos
para amplificacion) que comprende una secuencia de nucleotidos diana o dos o mas secuencias de nucledtidos
diana y dos clases de cebadores entre los que se encuentra emparedada la secuencia de nucledtidos para
amplificacion. Por ejemplo, los cebadores pueden ser dos clases de cebadores que consisten en un cebador directo
que tiene una secuencia de nucledtidos homdloga a la regidon cadena arriba de la secuencia de nucleétidos para
amplificacion y un cebador inverso que tiene una secuencia de nucleétidos complementaria a la region cadena debajo
de la secuencia de nucledtidos para amplificacion. Las concentraciones de los dos cebadores usados en PCR no
estan limitadas, siempre que la relacién de concentracién sea un valor capaz de obtener acidos nucleicos bicatenarios
como producto de PCR. Es preferente que se usen los dos cebadores en concentraciones iguales.
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Los cebadores usados en PCR pueden disefiarse y sintetizarse segun procedimientos convencionales, en base a la
informacion de secuencia de una secuencia de nucleétidos que comprende la secuencia de nucleétidos diana.

Los cebadores usados en PCR son compuestos en los que una o mas moléculas seleccionadas del grupo que
consiste en nucléotidos y analogos de nucledtidos estan unidas mediante un enlace fosfodiéster. La longitud del
cebador puede seleccionarse aproximadamente segun el valor de Tm del cebador, el tipo de la secuencia de
nucledtidos que se va a amplificar y similares y el cebador en el que estan unidas de 10 a 100 moléculas es
preferente.

La PCR puede realizarse mediante un procedimiento convencional, segun un protocolo usado comiunmente, usando
cantidades usadas comiunmente de reactivos usados comunmente. La ADN polimerasa usada en PCR no esta
limitada, siempre que se use comunmente en PCR, y es preferente una polimerasa termostable.

Dado que la reticulacion con una molécula diana mediante fotoirradiacion inhibe la reaccion de alargamiento por
polimerasa, no se requiere la resistividad de la sonda de fijacion de por si contra la actividad de nucleasa. Por lo tanto,
puede usarse una polimerasa que tenga actividad de nucleasa. En el caso en el que el acido nucleico que actia como
cebador y causa la reaccion de alargamiento por polimerasa se use para sonda de fijacion, es preferente que el valor de
Tm se seleccione de modo que el acido nucleico se disocie de la molécula diana a una temperatura en la que tenga lugar
la reaccién de alargamiento por polimerasa, o que el extremo terminal 3' de la sonda de fijacion se modifique con una
sustancia que inhiba la reaccién de alargamiento de modo que el acido nucleico no actie como cebador de amplificacion.

En la etapa (d), los ejemplos de un procedimiento para analizar el producto amplificado obtenido mediante la etapa (c)
incluyen los procedimientos conocidos siguientes. Por ejemplo, como procedimiento que usa el producto amplificado
obtenido mediante la etapa (c), en el caso en el que el acido nucleico mutado contenido en el producto amplificado
tenga una mutacioén conocida, la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado puede determinarse usando un
ensayo de sustrato tal como una micromatriz. Ademas, cuando se usa un procedimiento RFLP, existe un caso en el
que la presente o la ausencia del acido nucleico mutado puede evaluarse mediante la presencia o la ausencia de
digestion con una enzima de restriccion. Ademas, cuando se considera que el sitio diana contiene un acido nucleico
mutado desconocido, la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado puede evaluarse determinando la secuencia
de nucledtidos del producto amplificado de la regién de deteccion.

Por otra parte, por ejemplo, en el caso en el que el acido nucleico mutado que se va a evaluar sea una mutacion
conocida, la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado puede evaluarse o cuantificarse realizando una PCR
en tiempo real conocida en la etapa (c). Esta realizacion en la que se realizan la etapa (c) y la etapa (d) al mismo
tiempo es preferente, debido a que la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado puede evaluarse rapida y
facilmente. El procedimiento en el que se realizan la amplificacion del acido nucleico mutado y la evaluacion al mismo
tiempo mediante una PCR en tiempo real puede realizarse con referencia a la Literatura de patente 1.

A continuacion, la segunda realizacion se explicara en base a las caracteristicas diferentes de las de la primera
realizacion.

A diferencia de la primera realizacion, la etapa (a) y la etapa (b) se realizan durante la reacciéon de amplificacion de
acidos nucleicos de la etapa (c). Mas particularmente, por ejemplo, en la PCR, se realiza la fotoirradiacion en
condiciones de temperatura capaces de formar el hibrido de la molécula diana con la sonda de fijacion (es decir, la
etapa (a)), y el acido nucleico diana se une al acido nucleico fotorreticulante contenido en la sonda de fijacion (es
decir, la etapa (b)), para amplificar directa y selectivamente el acido nucleico mutado.

La fotoirradiacion puede realizarse una o mas veces. Dado que la amplificacién del acido nucleico de tipo silvestre
puede inhibirse mas completamente repitiendo la fotoirradiacién en cada ciclo de amplificacién, es preferente repetir
la fotoirradiacion en cada ciclo de PCR. La fotoirradiacion puede realizarse en todos los ciclos de amplificacion, o la
fotoirradiacion puede iniciarse o finalizarse en cualquier ciclo de amplificacion.

La reaccion PCR de la etapa (c) puede realizarse usando una formulacién de reaccién adecuada para una reaccion
de amplificacion por PCR convencional. Ademas, puede afadirse una sustancia que afecta a las condiciones de
hibridacién, tal como DMSO o formamida, a la solucién de reacciéon para promover la reaccion de amplificacion
selectiva del acido nucleico mutado.

El kit de la presente divulgacion es un kit para detectar un acido nucleico mutado que comprende:

una sonda de fijaciobn que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

un cebador capaz de amplificar una region de deteccion que comprende un sitio diana,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado. El kit puede contener también,
por ejemplo, un tampon, polimerasa para amplificacion y similares.
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El aparato de la presente invencién es un aparato de amplificacién de acidos nucleicos con una unidad de
fotoirradiacion a una longitud de onda de 350 a 380 nm. El aparato de amplificacion de acidos nucleicos no esta
limitado, siempre que pueda realizar cada reaccion de la presente invencion e incluya una unidad de amplificacién de
acidos nucleicos conocida. Puede usarse preferentemente un aparato de PCR en tiempo real capaz de cuantificar acido
nucleico amplificado. Puede afiadirse a dicho aparato una unidad de fotoirradiacion a una longitud de onda de 350 a
380 nm.

El aparato de la presente invencién puede comprender preferentemente
un programa que puede realizar las etapas (a) a (c) siguientes de la primera realizacién de la presente invencion:

(a) permitir a una sonda de fijacién que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria con un sitio diana y una muestra de acido nucleico coexistir entre si, y formar especificamente
un hibrido de la sonda de fijacion con una molécula de acido nucleico que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion, y

(c) someter el producto de reaccién obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccion de amplificacion de acidos
nucleicos y/o

un programa que puede realizar las etapas (a) a (c) siguientes de la segunda realizacion de la presente invencion:

(a) permitir a una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una
complementariedad de secuencia con un sitio diana y una muestra de acido nucleico coexistir entre si, y formar
especificamente un hibrido de la sonda de fijacion con una molécula de acido nucleico que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion, y

(c) realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos.
Ejemplos

La presente invencion se ilustrara adicionalmente ahora mediante los ejemplos siguientes, pero no esta limitada de
ningn modo a los mismos.

«Ejemplo 1»

Evaluacion de la inhibicion de la amplificacion por PCR con respecto al gen de tipo silvestre
(Material y procedimientos)

1. Preparacion de sondas de fijacion fotorreticulantes

Los puntos de mutacién Gly12 y Gly13 de un gen KRAS se seleccionaron como el sitio diana, y se disefié una sonda
de fijacion complementaria a la cadena sentido capaz de hibridarse con el sitio diana que tenia la secuencia de tipo
silvestre. De forma similar, se disefid una sonda de fijacién contra la cadena antisentido. Se introdujo un acido nucleico
fotorreticulante, 3-cianovinilcarbazol-1’-3-desoxirribsido (CNVK) (preparado mediante un procedimiento descrito en el
documento JP 2009-254279 A., obtenido de Fujimoto lab., School of Materials Science, Japan Advanced Institute of
Science and Technology), en las sondas de fijacién en los sitios en los que las sondas de fijacion no se habian
fotorreticulado entre si. La sintesis de las sondas de fijacion se encomend6 a FASMAC Co., Ltd. Las secuencias de las
sondas de fijacion se muestran en la tabla 1. La férmula estructural de CNVK se muestra en la figura 1.

Tabla 1
3%22?6:9 Secuencia Comentarios
ODNO09 GCCTAYVKGCCACCAGC Complementaria a la cadena ser_1tido de la secuencia de KRAS de tipo
silvestre
0DN10 TTGGA™KCTGGTGGCG Complementaria a la cadena antlssiclecélsti?ede la secuencia de KRAS de tipo

2. Preparacion del fragmento génico de KRAS de tipo silvestre

Se prepard6 ADN genoémico humano a partir de sangre periférica de una persona sana mediante un procedimiento
convencional. EI ADN resultante se us6 como plantilla para amplificar una region del exén 2 de KRAS que
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comprende los puntos de mutacion Gly12 y Gly13, usando cebadores F1 y R1, en condiciones de reaccion PCR
convencionales. Las secuencias de cebadores usados en la reaccion de PCR son las siguientes:

F1: 5-AAAGGTACTGGTGGAGTATTTG-3’ (SEC ID N°: 1)
R1: 5-TGAAAATGGTCAGAGAAACC-3’ (SEC ID N°: 2)

El producto amplificado por PCR resultante se clond insertandolo en el vector pGEMT easy (Promega KK) de
acuerdo con el protocolo asociado al mismo. A continuacion, este se usé como el plasmido de tipo silvestre. Este
plasmido se us6 como plantilla para realizar la amplificacién usando el conjunto de cebadores de F1 y R1 en
condiciones de reaccion de PCR convencionales, para obtener un fragmento génico de KRAS de tipo silvestre lineal. El
fragmento de ADN resultante se purificd usando un kit de purificacién por PCR (Qiagen) y se us6 como plantilla en los
experimentos siguientes.

3. Reaccion de fotorreticulacion de sondas de fijacion con fragmento génico de KRAS de tipo silvestre

A tubos de 1,5 ml se afiadieron 2 yl de 1 nmol/l de fragmento génico de KRAS de tipo silvestre, 2 pl de 10 umol/l de
sonda de fijacion para cadena sentido de tipo silvestre (ODNQ9) y 2 ul de 10 pymol/l de sonda de fijacion para cadena
antisentido de tipo silvestre (ODN10) y se ajusté a un volumen total de 20 pl, a una concentracion final de tampdn
13PCR (10 mmol/l de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mmol/l de KCI, 1,5 mmol/l de MgCl, y el 0,001 % (p/v) de gelatina).
Ademas, se proporcionaron otros tubos a los que no se afiadieron ODN y sus volimenes se reemplazaron por agua
estéril. Cada tubo se sometié a tratamiento térmico en un bloque térmico mantenido a 95 °C durante 3 minutos, se
dejoé en un bloque térmico mantenido a 55 °C durante 3 minutos y se irradi6 con UV-LED a 366 nm durante 5
segundos. Como control, se proporcioné una muestra no irradiada con luz a 366 nm.

4. Confirmacion de la reaccion de amplificacion por PCR usando LightCycler

A 20 pl de cada preparacion obtenida anteriormente se afadieron 80 ul de agua estéril y se mezclé bien y 5 pl de
una parte alicuota de cada mezcla se us6 como plantilla para realizar la reaccion PCR usando los cebadores NF1 y
NR1, asi como un LightCycler (Roche). Se usé el LightCycler Fast Start DNA Master SYBER Green | (Roche) como
reactivo de reaccion PCR. Las secuencias de cebadores son las siguientes:

NF1: 5-AACCTTATGTGTGACATGTTCTAA-3’ (SEC ID N°: 3)
NR1: 5-GTCCTGCACCAGTAATATGC-3’ (SEC ID N°: 4)
(Resultados y discusion)

Los resultados se muestran en la figura 2.El eje vertical del grafico indica intensidad de fluorescencia y el eje
horizontal indica el nimero de ciclos de PCR.

Comparando la curva de amplificacion de muestra de plantilla (4) a la que se afiadieron los ODN y se realiz6é una
fotoirradiacion con la de la muestra de plantilla (3) a la que se afiadieron los ODN pero no se realiz6 ninguna
fotoirradiacion, el valor del CP (cruce) de la muestra de plantilla irradiada con luz aumenté. Con respecto a las curvas de
amplificacién de las muestras de plantilla sin la adicion de los ODN, la comparacion de la muestra de plantilla (2) con
fotoirradiacion con la muestra de plantilla (1) sin fotoirradiacion muestra que los valores de CP de ambas fueron
aproximadamente los mismos. Con respecto a las curvas de amplificaciéon de las muestras de plantilla sin la
fotoirradiacion, la comparacion de la muestra de plantilla (3) con la adicion de los ODN con la muestra de plantilla (1)
sin la adicién de ODN muestra que los valores de CP de ambas fueron aproximadamente los mismos. Se hallé a partir
de estos resultados que la reaccion de amplificacion génica por PCR no se inhibi6 realizando solo o bien la adicion
de los ODN o bien la fotoirradiacion a 366 nm, y que la fijacion se formo solo realizando una fotoirradiacion a 366 nm
en presencia de los ODN, y como resultado, la amplificacion del fragmento génico de KRAS se inhibié. Ademas, dado
que la amplificacion génica pudo inhibirse formando la fijacion frente a la molécula de plantilla antes de la reaccion
PCR, se confirmé que los ODN que se habian unido una vez con la molécula de plantilla no se disociaron entre si (es
decir, un estado de no equilibrio), incluso en las condiciones de temperatura a las que una formacién de hibrido
ordinaria se disocia entre si. Ademas, pudo estimarse a partir de la comparacién relativa de los valores de CP que
aproximadamente el 97 % de la cantidad original de la plantilla se fotorreticulé con los ODN por medio de la reaccion
de fotorreticulacion.

«Ejemplo 2»

Evaluacion de la inhibicion de la amplificaciéon por PCR con respecto al gen mutado
(Material y procedimientos)

1. Preparacion de fragmento génico de KRAS

Se introdujo la mutacion de Gly12Ser, usando el kit basal de mutagénesis PrimeSTAR (marca registrada) (Takara-
Bio), en el plasmido de tipo silvestre preparado en el ejemplo 1. Es decir, la base 342 "G" del gen Kras se cambi6 a "A"
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por medio del procedimiento. A continuacién, este se usé como el plasmido mutado. Este plasmido se usé como
plantilla para realizar la amplificacion usando el conjunto de cebadores de F1 y R1 descritos en el ejemplo 1-2 en
condiciones de reaccion de PCR convencionales, para obtener un fragmento génico de Kras mutado lineal. El fragmento
de ADN resultante se purificd usando un kit de purificacion por PCR (Qiagen) y se us6 como plantilla en los
experimentos siguientes.

2. Reaccion de fotorreticulacion de sondas de fijacion con fragmento génico de KRAS mutado

A tubos de 1,5 ml se afiadieron 2 pl de 1 nmol/l de fragmento génico de KRAS mutado, 2 pl de 10 ymol/l de ODNOQ9
y 2 pl de 10 pmol/l de ODN10 y se ajusté a un volumen total de 20 pl, a una concentracion final de tampén 13PCR.
Las secuencias de las sondas de fijacion fueron las mismas que se han descrito en el ejemplo 1. La reaccion de
fotorreticulacion se realizd en las mismas condiciones que las descritas en el ejemplo 1-3. Como control, se
proporcioné una muestra no irradiada con luz a 366 nm.

3. Confirmacién de la reaccion de amplificacion por PCR usando LightCycler
La reaccion de amplificacion por PCR se realizé de un modo similar al descrito en el ejemplo 1-4.
(Resultados y discusion)

Los resultados se muestran en la figura 3.El eje vertical del grafico indica intensidad de fluorescencia y el eje
horizontal indica el numero de ciclos de PCR.

Los valores de CP de la muestra fotoirradiada en presencia de los ODN y la muestra no fotoirradiada en presencia de
los ODN fueron aproximadamente los mismos, y se observé una pequefia inhibicion de amplificacién por PCR. Dado
que casi todos los ODN para la secuencia de tipo silvestre no se fotorreticularon con el fragmento génico mutado, se
sugirié que el fragmento génico mutado podia amplificarse selectivamente.

«Ejemplo 3»

Confirmacién de la amplificacion selectiva de acido nucleico mutado
(Material y procedimientos)

1. Preparacion de muestra de mezcla de tipo silvestre y mutado de KRAS

Los fragmentos génicos de tipo silvestre y mutados de KRAS preparados respectivamente en los ejemplos 1y 2 se
mezclaron a una relacién 99:1 para preparar 107 copias/ml de muestra de mezcla génica de KRAS.

2. Reaccion de fotorreticulacion con sondas de fijacion

A tubos de 1,5 ml se afiadieron 2 pl de la muestra de mezcla preparada, asi como 2 yl de 10 ymol/l de ODNQO9 y 2 ml
de 10 mmol/l de ODN10 como sondas de fijacion y se ajusté a un volumen total de 20 pl, a una concentracion final
de tampdn 13PCR. Las secuencias de las sondas de fijacion fueron las mismas que las descritas en el ejemplo 1. La
reaccion de fotorreticulacion se realizé en las mismas condiciones que las descritas en el ejemplo 1-3.

3. PCR después de la reaccion de fotorreticulacion y clonacion de producto PCR

A 20 pl de cada liquido de reaccion de fotorreticulacion obtenido anteriormente se afiadieron 80 ul de agua estéril y
se usaron 5 yl de una parte alicuota de cada mezcla como plantilla para realizar una reaccion PCR (35 ciclos)
usando los cebadores NF1 y NR1 descritos en el ejemplo 1-4 en condiciones de PCR convencionales. El producto
PCR se clond insertandolo en el vector pGEMT easy (Promega KK) de acuerdo con el protocolo asociado al mismo.
Las células de HB101 competentes (Takara-Bio) se transformaron con al plasmido resultante y se cultivaron en placas de
LB ampicilina durante la noche para formar colonias de E. coli.

4. Confirmacién de la relacién de mezcla tipo silvestre/tipo mutado mediante secuenciacion

Se realiz6 una reaccion PCR usando 100 colonias como plantillas, asi como los cebadores M13F y M13R, usando la
secuencia del vector en condiciones de PCR convencionales. Estos productos PCR se usaron como plantillas para
determinar la secuencia de nucleétidos de cada clon mediante un procedimiento de secuenciacion directo. Los
cebadores usados en la reaccion de secuenciacion fueron SP6 y T7 y se uso el kit de secuencia de ciclo BigDye
Terminator V1.1 (Applied BioSystems) como reactivo de reaccion de secuenciacion.

A continuacion se muestran las secuencias de cebadores:
M13F: 5-CAGGGTTTTCCCAGTCACGA-3’ (SEC ID N° 5)
M13R: 5-TCACACAGGAAACAGCTATG-3' (SEC ID N° 6)
SP6 : 5-ATTTAGGTGACACTATAGAA-3’ (SEC ID N° 7)
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T7 : 5-AATACGACTCACTATAGGG-3' (SEC ID N° 8)
(Resultados y discusion)

Con respecto a la muestra con la relacion de mezcla (tipo silvestre/mutado) de 99/1 antes de la fotoirradiacion, se
confirmé que la relacién de mezcla aumento a 87/13 después de la fotoirradiacion.

«Ejemplo 4»

Confirmacion de la amplificacion selective de gen mutado en caso de realizacion de una fotorreticulacion en
la reaccion de amplificacion por PCR

(Material y procedimientos)
1. Preparacion de la solucién de reaccion PCR

Se preparo la solucion de reaccion para PCR siguiente y se us6 como solucion de reaccion para la amplificacion
génica:

Tampon PCR (10 mmol/l Tris-HCI (pH 8,3), 50 mmol/l de KClI, 1,5 mmol/l de MgClz y 0,001 % (p/v) de gelatina);
200 pymol/l de cada dNTP (= dATP, dTTP, dCTP y dGTP) y 0,75 U/ul de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems).

A la solucién de reaccion para amplificacion génica se afiadieron 0,2 ymol/l de NF1 y 0,2 pmol/l de NR1 como cebadores
de amplificacion. Posteriormente se afiadieron 0,4 umol/l de ODNO9 y 0, 4 umol/l de ODN10 como sondas de fijacion.
Las secuencias de los cebadores de amplificacion y las sondas de fijacion fueron las mismas que las descritas en el
ejemplo 1. La solucion de reaccion resultante para la amplificacion génica se vertié en tubos discretos y se afiadieron
por separado 1 pl de 100 pmol/l de fragmento génico de KRAS de tipo silvestre y 1 ul de 100 pmol/l fragmento génico
de KRAS mutado como cada plantilla a los tubos discretos para su uso en la reaccion PCR siguiente. Cada
fragmento génico usado como plantilla de este reaccién corresponde a 10’ copias.

2. Implementacion de la reaccion PCR con reaccién de fotorreticulacion

La solucion de reaccion y cada fragmento génico plantilla se afiadieron a tubos de 0,2 ml para la PCR tal como se ha
descrito anteriormente y se realizé la PCR. La reacciéon PCR se realizd calentando a 94 °C durante 10 minutos,
repitiendo un ciclo compuesto de reacciones a 94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos y a 72 °C
durante 30 segundos 35 veces, y calentando a 72 °C durante 3 minutos. En todos los 35 ciclos, los tubos se irradiaron
con luz a 366 nm durante 5 segundos, usando UV-LED, en cada etapa de hibridacién a 55 °C durante 30 segundos
para formar la fijacion. Ambas soluciones de reaccion se sometieron después de la PCR a electroforesis usando un
gel de agarosa al 3% y el gel se tifid con bromuro de etidio para confirmar productos amplificados usando un
transiluminador.

(Resultados y discusion)

Los resultados se muestran en la figura 4. No se detectd ningun producto amplificado por PCR derivado del
fragmento génico de tipo silvestre mediante tincién con bromuro de etidio después de la electroforesis, mientras que
se detectd un producto amplificado por PCR derivado del fragmento génico mutado. Se hallé a partir de los
resultados que la reaccion de fotorreticulacion con las sondas de fijacion para tipo silvestre pudo reconocerse una
ligera mutacion tal como una sustitucion de una base y esto provocé una diferencia en la cantidad de acido nucleico
amplificado mediante PCR entre las secuencias de tipo silvestre y la mutada. Se considera que puede establecerse
un procedimiento para detectar selectivamente un acido nucleico mutado con alta sensibilidad usando dichas sondas
de fijacion con alta especifidad.

«Ejemplo 5»

Confirmacion de la sensibilidad de deteccion de genes mutados en caso de realizacion de una
fotorreticulacion en la reaccion de amplificacion por PCR

(Material y procedimientos)
1. Preparacion de sondas de fijacion fotorreticulantes

El punto de mutacion Leu858 de un gen EGFR se seleccion6 como el sitio diana, y se disefié una sonda de fijacion
complementaria a la cadena sentido capaz de hibridarse con el sitio diana que tenia la secuencia de tipo silvestre.
De forma similar se disefi6 una sonda de fijacion contra la cadena antisentido. Se introdujo el acido nucleico
fotorreticulante descrito en el ejemplo 1, CNVK, a las sondas de fijacion en los sitios en los que las sondas de fijacion
no estaban fotorreticuladas entre si. La sintesis de las sondas de fijacion se encargd a FASMAC Co., Ltd. Las
secuencias de las sondas de fijacion se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2
ngnd?’de Secuencia Comentarios
ijjacion
ODN11 CA™KTTT GGCCAGCCC Complementaria a la cadena ser_mdo de la secuencia de EGFR de tipo
silvestre
ODN12 GA™KTTTGGGCTGGCCA Complementaria a la cadena antlssif:(:lsc:?ede la secuencia de EGFR de tipo

2. Preparacion de fragmentos génicos de tipo silvestre y mutados en la regién del exon 21 de EGFR

Se prepard6 ADN genoémico humano a partir de sangre periférica de una persona sana mediante un procedimiento
convencional. EI ADN resultante se usé como plantilla para amplificar una regiéon de exéon 21 de EGFR que
comprende el punto de mutacion Leu858, usando cebadores exén 21F de EGFR y exén 21R de EGFR en condiciones
de reaccion PCR convencionales. Las secuencias de cebadores usados en la reaccion de PCR son las siguientes:

exén 21F de EGFR: 5-GCATGAACTACTTGGAGGAC-3’ (SEC ID N° 9)
exén 21R de EGFR: 5-ACCTAAAGCCACCTCCTTAC-3’ (SEC ID N° 10)

El producto amplificado por PCR resultante se clond insertandolo en el vector pGEMT easy (Promega KK) se
acuerdo con el protocolo asociado al mismo. A continuacion, este se us6 como el plasmido de tipo silvestre. Después,
se introdujo la mutacion Leu858Arg usando el kit basal de mutagénesis PrimeSTAR (marca registrada) (Takara-Bio)
en el plasmido de tipo silvestre. Es decir, la 25732 base "T" del gen EGFR se cambi6 a "G" mediante el
procedimiento. A continuacién, este se usé como el plasmido mutado.

Estos plasmidos se usaron como plantillas para realizar la amplificacién usando el conjunto de cebadores de ex6n
21F de EGFR y ex6n 21R de EGFR descritos anteriormente en condiciones de reaccion PCR convencionales, para
obtener fragmentos génicos de tipo silvestre y mutados lineales de exon 21 de EGFR. Los fragmentos de ADN
resultantes se purificaron usando el kit de purificacion PCR (Qiagen).

Los porcentajes en peso de los fragmentos génicos de tipo silvestre y mutados purificados de exén 21 de EGFR se
determinaron usando el espectrofotémetro NanoDrop (Thermo Scientific) y teniendo en cuenta la longitud de cada
fragmento amplificado se calculé el nimero de copias de cada fragmento génico. Los fragmentos génicos de tipo
silvestre y mutados se mezclaron como se muestra en la tabla 3 y estas muestras se usaron como plantillas en los
experimentos siguientes.

Tabla 3
Tipo silvestre/mutado Muestra a Muestra b Muestra c
Cantidades mezclad?nsl)(numero de copias/4 10510° 10510° 10%/0
Relacion de mezcla 100:1 1000: 1 1:0

3. Reaccion de amplificacion por PCR con reaccién de fotorreticulacion

Se preparo una solucion de reaccion para la amplificacion génica que tenia la misma formulacion que se describe en
el ejemplo 4. A esta solucion de reaccion se afadieron 0,2 umol/l de exén 21NF de EGFR y 0,2 umol/l de exén 21NR
de EGFR como cebadores de amplificacion. Estas secuencias de cebadores son las siguientes:

exén 21NF de EGFR: 5-CTTGGAGGACCGTCGCTTG-3' (SEC ID N° 11)
exén 21NR de EGFR: 5-CCACCTCCTTACTTTGCCTC-3' (SEC ID N° 12)

Posteriormente se afiadieron 0,4 pmol/l de ODN11 y 0,4 pmol/l de ODN12 como sondas de fijacién a la solucion de
reaccion para la amplificaciéon génica.

A tubos de 0,2 ml para PCR se afiadieron por separado 4 ul de cada mezcla de fragmentos génicos de plantilla con
diferentes relaciones de mezcla y la solucién de reaccién para la amplificacion génica se afiadié posteriormente y se
realizé la PCR. La reaccién PCR se realiz6 calentando a 94 °C durante 10 minutos, repitiendo un ciclo compuesto de
reacciones a 94 °C durante 30 segundos, a 55 °C durante 30 segundos y a 72 °C durante 30 segundos 35 veces, y
calentando a 72 °C durante 3 minutos. En todos los 35 ciclos, los tubos se irradiaron con luz a 366 nm durante 5
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segundos, usando UV-LED, en cada etapa de hibridacién a 55 °C durante 30 segundos. Como controles se
proporcionaron muestras no irradiadas con luz a 366 nm.

4. Confirmacion del numero de copias mediante reaccion PCR usando LightCycler

Se vertieron partes alicuotas de los productos amplificados por PCR resultantes obtenidos en los ejemplos 5-3 en
tubos y se diluyeron con agua estéril para preparar muestras diluidas de 100 veces a 100.000 veces. Se realizé una
reaccion PCR usando 5 ml de cada muestra como plantilla y los cebadores exén 21NF de EGFR y exén 21NR de
EGFR aS| como un nghtCycIer (Roche). Con respecto a esto, se proporcionaron series diluidas (nimero de copias =
10° a 10®) del fragmento génico de tipo silvestre como patrdn, y se sometieron a la reaccion PCR al mismo tiempo. Se
uso el LightCycler Fast Start DNA Master SYBER Green | (Roche) como reactivo de reaccion PCR.

Después de la reaccion PCR, se prepard una curva de calibracion a partir de la curva de amplificacion del patréon y
se calculo el nimero de cada soluciéon de muestra original a partir del valor de CP de cada muestra. En base a los
valores resultantes, cada producto amplificado por PCR obtenido en el ejemplo 5-3 se diluyd con agua estéril a 10°
copias/4 ul.

5. Preparacion de la solucién de reaccién para la PCR cuantitativa en tiempo real

Se preparé una solucién de reaccion para PCR cuantitativa en tiempo real mezclando los reactivos siguientes. Mas
particularmente, se afiadieron 5 pmol de ex6n 21NF de EGFR y 5 pmol de exén 21NR de EGFR como cebadores de
amplificacion a 12,5 pl de 23Premix Ex Taq (marca registrada) (Takara-Bio) y se afiadieron posteriormente 2,5 pmol
de sonda de deteccion de la mutacion, de la que el extremo terminal estaba marcado de forma fluorescente. La
secuencia de la sonda de deteccion de la mutacion es la siguiente:

Sonda de deteccion de L858R: 5-(6-FAM)tttggccCgceccaa(BHQ1)-3. Las letras en minuscula de la secuencia
representan ADN, la letra mayuscula C representa LNA, 6-FAM es un tinte fluorescente y BHQ1 es un
inactivador, respectivamente. La sintesis de la sonda de deteccion de la mutacién se encargé a IDT. Los
volumenes y las cantidades anteriores de la soluciéon de reaccion eran cantidades por muestra y se preparo
una cantidad requerida de la solucién de reaccion.

6. Preparacion de la solucion de reaccion para PCR de fijacion PNA-LNA

A la solucion de reaccion para la PCR cuantitativa en tiempo real preparada en el ejemplo 5-5 se afadieron 12,5
pmol de PNA (L858c) como la muestra de fijacion para L858R para preparar una solucion de reaccion para PCR de
fijacion PNA-LNA. La secuencia de PNA (L858c) es la siguiente:

PNA (L858c): NH.-TTTGGCCAGCCCAA-CONH:2

La sintesis de PNA (L858c) se encarg6 a Panagene. El volumen superior de la solucion de reaccioén fue una cantidad
por muestra y se prepard una cantidad requerida de solucion de reaccion.

7. Confirmacion de la sensibilidad de deteccion de genes mutados mediante PCR cuantitativa en tiempo real

Los productos amplificados por PCR irradiados con luz a 366 nm en los ejemplos 5-3 se diluyeron con la solucién de
reaccion para PCR cuantitativa en tiempo real preparada en el ejemplo 5-5 a 10° copias/4 pl segun el procedimiento
seguido en el ejemplo 5-4, y 4 ul de cada dilucién se afiadié por separado como plantillas a pocillos. Se afadioé agua
destilada a los pocillos de modo que se obtuvieran 25 pl de volumen final, y se realizé6 una PCR cuantitativa a tiempo
real usando un LightCycler LC480 (Roche). Como controles, los productos amplificados por PCR no irradiados con
luz a 366 nm en el ejemplo 5-3 se diluyeron a 10° copias/4 pl segun el procedimiento descrito en el ejemplo 5-4, y se
realizé una PCR cuantitativa en tiempo real.

Com ejemplos comparativos, los productos amplificados por PCR no irradiados con luz a 366 nm en los ejemplos 5-3
se diluyeron con la solucién de reaccion para PCR de fijacion PNA-LNA preparada en el ejemplo 5-6 a 10° copias/4
pl segun el procedimiento seguido en el ejemplo 5-4, y 4 pl de cada dilucidon se afiadieron por separado como
plantillas a pocillos. Se afiadid agua destilada a los pocillos de modo que se obtuvieran 25 pl de volumen final, y se
realizé una PCR cuantitativa a tiempo real al mismo tiempo. La PCR se realiz6 calentando a 95 °C durante 10 segundos
y repitiendo un ciclo compuesto de reacciones a 95 °C durante 3 segundos y a 56 °C durante 30 segundos 45 veces.

(Resultados y discusion)

Los resultados se muestran en las figuras 5 a 7. El eje vertical de cada grafico indica intensidad de fluorescencia y el
eje horizontal indica el numero de ciclos de PCR. La figura 5 muestra el resultado de las muestras en las que no se
realizd la reaccion de fotorreticulacion durante la reaccion de amplificacion por PCR (control). La figura 6 muestra los
resultados de las muestras en las que la reaccién de PCR de fijacion de PNA-LNA se realizé con respecto a las
muestras de control (es decir, las muestras en las que la reacciéon de fotorreticulacion no se realizd durante la
reaccion de amplificacion por PCR) (ejemplo comparativo). La figura 7 muestra los resultados de las muestras en las
que se realizé la reaccion de fotorreticulacion (la presente invencion). Los simbolos "a" a "c" indican las relaciones de

mezcla de los genes de tipo silvestre y mutados usados como plantillas en cada reaccion PCR. El simbolo "a" es
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100:1, "b" es 1000:1 y "c" es el gen de tipo silvestre solo. Como se muestra en la figura 5, en las muestras en las que
no se realizo la reaccién de fotorreticulacion ni la reaccion de PCR de fijacion PNA-LNA, incluso cuando la cantidad
del gen mutado mezclado fue de 1/100 (a), se observé una pequefia diferencia con la sefal (fondo) del gen de tipo
silvestre solo (c), y el gen mutado no pudo detectarse. En la muestra en la que se realizé la reaccion de PCR de fijacion
PNA-LNA, cuando la cantidad del gen mutado mezclado era 1/100 (a), la sefial pudo detectarse, pero cuando la
cantidad fue 1/1000 (b), no se observo diferencia con la sefial del gen de tipo silvestre solo (c). Es decir, la sensibilidad
de la deteccidon del gen mutado fue del 1 %. Por otra parte, en las muestras en las que se realizo la reaccion de
fotorreticulacion con luz a 366 nm (figura 7), incluso cuando la cantidad del gen mutado mezclado fue de 1/1000 (d),
pudo detectarse suficiente sefial y la sensibilidad de la deteccion se confirmé que era del 0,1 %.

Se reveld a partir de los resultados anteriores que segun la presente invencion, usando la reaccion de
fotorreticulacion, el gen EGFR mutado que incluye la mutacion puntual contenido en un conjunto de genes pudo
detectarse, incluso cuando la relacion de mezcla era del 0,1 %. Teniendo en cuenta el hecho de que la limitacién de la
sensibilidad de deteccion fiable era aproximadamente del 10 % en un procedimiento convencional tal como
inmunotransferencia Southern o secuenciacion directa, y de que la limitacion de la sensibilidad de deteccion de la
mutacion era del 1 % en el procedimiento de PCR de fijacion PNA-LNA, que se realizd6 como ejemplos comparativos, el
procedimiento de deteccion de un gen mutado de la presente invencidon tiene una sensibilidad de deteccion
extremadamente alta.

En el procedimiento de PCR de fijacion PNA-LNA, la sensibilidad de deteccion de la mutacion se mejora usando un
efecto de competencia entre PNA (sonda de fijacion) y LNA (sonda de deteccion de la mutacion). Es decir, la
formacion de la fijacion y la reaccion de deteccion se realizan al mismo tiempo. Cuando se usa la reaccién de
fotorreticulacion, la formacion de la fijacion y la reaccion de deteccion pueden realizarse independientemente, como se
muestra en los ejemplos, la mutacion puede detectarse con alta sensibilidad incluso mediante una PCR cuantitativa en
tiempo real convencional que no usa dicho efecto de competencia. Se considera que este hecho puede lograrse dejando
que la unién de la sonda de fijacion fotorreticulante con la molécula de plantila esté en un estado de no equilibrio y
muestra la superioridad de la presente invencion.

Aplicabilidad Industrial

Segun la presente invencion, puede detectarse una pequefia cantidad de gen mutado que esta contenido en genes de
tipo silvestre con alta especificidad y alta sensibilidad. La presente invencion permite la deteccion temprana de
cancer, o una terapia personalizada para la evaluacion de la eficacia de un farmaco, dirigiéndose a una mutacion
conocida reconocida como la causa del cancer, o una mutacion conocida en la que se ha sugerido una relacion con
la eficacia del farmaco. La presente invencion permite una deteccion a partir de una muestra de sangre o similar que se
recoja de un paciente con cancer y que contenga una pequefa cantidad de moléculas de acido nucleico mutadas. La
presente invencion permite la confirmacion de efectos de tratamiento, o ensayos de seguimiento, que habian sido
realmente dificiles debido solo a especimenes muy invasivos, tales como muestras de biopsia o tejidos cancerosos
recogidos por cirugia, pueden manipularse mediante un procedimiento convencional, y la presente invencion es
industrialmente util.

Texto libre en listado de secuencias

Las secuencias de nucleétidos de SEC ID N° 5 a 8 del listado de secuencias son secuencias de cebadores.
Listado de secuencias

<110> Mitsubishi Chemical Medience Corporation

<120> Procedimiento de inhibiciéon de la amplificacion de acidos nucleicos mediante fotoirradiacion y
procedimiento de amplificacién selectiva de acidos nucleicos con alta sensibilidad

<130> MCM-891

<150> JP 2010-203054
<151> 2010-09-10

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 22

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 1

aaaggtactg gtggagtatt tg

<210> 2
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2

tgaaaatggt cagagaaacc

<210> 3

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 3

aaccttatgt gtgacatgtt ctaa

<210> 4
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

gtcctgeacc agtaatatge

<210>5
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 5
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cagggttttc ccagtcacga 20

<210>6
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 6

tcacacagga aacagctatg 20

<210>7
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de secuencia artificial: cebador

<400> 7

atttaggtga cactatagaa 20
<210> 8

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripciéon de secuencia artificial: cebador

<400> 8
aatacgactc actataggg 19
<210>9
<211> 20
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 9

gcatgaacta cttggaggac

<210> 10
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

acctaaagcc acctecttac

<210> 11
<211>19
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

cttggaggac cgtcgcettg

<210> 12
<211> 20
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

ccacctcctt actttgecte
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REIVINDICACIONES
Un procedimiento de deteccién de un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:
(a) permitira

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico,

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

(c) someter el producto de reaccion obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccion de amplificacion de
acidos nucleicos, y

(d) analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

Un procedimiento de deteccién de un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:
(a) permitir a

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

a una muestra de acido nucleico.

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico de tipo silvestre que tiene el sitio diana;

(b) fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion;

(c) realizar las etapas (a) y (b) durante una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos y
(d) analizar el producto amplificado resultante,

en el que una region de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que la reaccion de amplificacion de
acidos nucleicos es un procedimiento de PCR.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o0 2, en el que la reaccion de amplificacion de
acidos nucleicos es un procedimiento de PCR en tiempo real.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que la sonda de fijacion tiene una
secuencia complementaria a la cadena sentido y/o la cadena antisentido de la molécula de acido nucleico
diana.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la longitud de cadena de la
sonda de fijacion es de 7 a 30 nucledtidos.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la fotoirradiacion se realiza a
una longitud de onda de 350 a 380 nm.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la fotoirradiacion se realiza una
0 mas veces en un ciclo de temperatura en el que las cadenas complementarias ordinarias se unen y se
disocian entre si, a una temperatura en la que las cadenas complementarias pueden unirse entre si.

El procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la fotoirradiacion se realiza
usando un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm.
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10. Uso de un kit para detectar un acido nucleico mutado en un procedimiento segun las reivindicaciones 1-9, que
comprende:

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a un sitio diana que tiene una secuencia de un acido nucleico de tipo silvestre, y

un cebador capaz de amplificar una region de deteccion que comprende un sitio diana,

en el que una regiéon de deteccion que comprende un sitio diana del acido nucleico mutado se amplifica
selectivamente para detectar la presencia o la ausencia del acido nucleico mutado.

11. Uso de un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm para detectar un acido nucleico mutado en un procedimiento segun las reivindicaciones

1-9.

12. Uso de un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm para detectar un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:

(@)

(b)

()

permitir a

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a una sitio diana, y

a una muestra de acido nucleico,

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico que tiene el sitio diana;

fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion, y

someter el producto de reaccion obtenido en las etapas (a) y (b) a una reaccidon de amplificacion de
acidos nucleicos.

13. Uso de un aparato de amplificacion de acidos nucleicos con una unidad de fotoirradiacion a una longitud de
onda de 350 a 380 nm para detectar un acido nucleico mutado que comprende las etapas de:

(@)

(b)

()

permitir a

una sonda de fijacion que comprende un acido nucleico fotorreticulante y que tiene una secuencia
complementaria a una sitio diana, y

a una muestra de acido nucleico,

coexistir entre si, y formar especificamente un hibrido de la sonda de fijacién con una molécula de acido
nucleico que tiene el sitio diana;

fotorreticular la sonda de fijacion/molécula de acido nucleico diana que forman el hibrido mediante
fotoirradiacion, y

realizar las etapas (a) y (b) durante una reacciéon de amplificacion de acidos nucleicos.
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Figura 1

CN
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Figura 2

Intensidad de fluorescencia

Eficacia de fijacion:
Aproximadamente 97,1 %

Nlmero de ciclos de PCR

Tipo silvestre ODN (-), Fotoirradiacion (-) valor de CP 9,2
Tipo silvestre ODN (-), Fotoirradiacion (+) valor de CP 9,1
Tipo silvestre ODN (+), Fotoirradiacion (-) valor de CP 9,0
Tipo silvestre ODN (+), Fotoirradiacion (+)  valor de CP 14,1
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Intensidad de fluorescencia

Eficacia de fijacion:
0- Aproximadamente 14,6 %

NiUmero de ciclos de PCR

Tipo mutado ODN (+), Fotoirradiacion (-) valor de CP 9,3
Tipo mutado ODN (+), Fotoirradiacién (+) valor de CP 9,6
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Figura 5
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Figura 6
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NiUmero de ciclos de PCR
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Figura 7
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NiUmero de ciclos de PCR
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