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DESCRIPCION
Uso de G-Clamp para mejorar la PCR especifica de alelo
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere al campo de la amplificacion de acidos nucleicos y, especificamente, al campo de la
amplificacion especifica de alelo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La amplificacion especifica de alelo de acidos nucleicos permite la amplificacién y el analisis simultaneos de la
secuencia diana. La amplificacion especifica de alelo se usa comunmente cuando se sospecha que el acido nucleico
diana tiene una o mas subpoblaciones con una variacién (polimorfismo) en su secuencia. Los polimorfismos de ADN se
usan en el analisis del perfil de ADN (medicina forense, pruebas de paternidad, tipificacion de tejidos para trasplantes de
6rganos), cartografia genética, asi como la deteccibn de mutaciones raras, como las que aparecen en células
cancerosas en el fondo de células con ADN normal.

En una amplificacién especifica de alelo exitosa, la variante deseada del acido nucleico diana se amplifica, pero no asi
las otras variantes, al menos no a un nivel detectable. Un ensayo tipico de amplificacion especifica de alelo implica una
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la que al menos un cebador es complementario de la regién con un
presunto polimorfismo. El disefio del cebador especifico del alelo es tal que la extension del cebador aparece solo
cuando esta presente cierta variante del polimorfismo. En su forma mas simple, el cebador especifico de alelo tiene un
nucledtido del extremo 3' complementario de la variante deseada del nucleétido polimorfico en la diana. A menudo, un
unico emparejamiento errdbneo en el extremo 3' del cebador es suficiente para impedir la amplificacion de las variantes
no deseadas de la secuencia diana. Sin embargo, la especificidad de la amplificacién varia mucho entre las diferentes
secuencias del extremo 3" algunos emparejamientos errobneos bloquean eficazmente la extension por la polimerasa,
mientras que otros no lo hacen, véase la patente de EE. UU. n.° 5.639.611.

El éxito de la discriminacion alélica depende de la incapacidad de la ADN polimerasa para extender los cebadores con
emparejamientos erroneos. Esta incapacidad de la ADN polimerasa se puede modular ajustando las condiciones de
reaccién para conseguir la maxima selectividad. No obstante, la escasa selectividad de la PCR especifica de alelo sigue
siendo un problema para muchas secuencias polimérficas.

Un enfoque para aumentar la especificidad implica insertar uno o mas nucleoétidos internos con emparejamientos
erroneos en cebadores de amplificacion. Este enfoque result6 exitoso en algunos sistemas, véase la patente de EE. UU.
5.137.806.

Otro enfoque para aumentar la especificidad implica la modificacion quimica de los cebadores. Por ejemplo, se encontré
que ciertas modificaciones en los carbonos 2'-C y 4'-C de la desoxirribosa de algunos nucleétidos del cebador potencian
la discriminacion alélica por la polimerasa, véase Gaster, J. y Marx, A. (2005) Chem. Eur. J. 11:1861-1870. En otro
estudio, se encontré que la discriminacion alélica se potencia mediante el uso de una base de pirimidina antinatural en
uno de los nucledtidos del cebador, especificamente, pseudoisocitidina con diversos sustituyentes en la posicion 6 del
anillo de pirimidina, véase la patente de EE. UU. n.° 7.408.051, o modificaciones especificas, por ejemplo, terc-butil-
bencil-dA o -dC o metil-dA o -dC, en el grupo amino exociclico, véase el documento WO 2012/084173. En otro enfoque
para mejorar la amplificacién especifica de alelo, se usan analogos de acido nucleico biciclico conocidos como acido
nucleico bloqueado (LNA) como una modificacién en la posicion -1 de la base mutada de un cebador, véase el
documento US 2009/0181378.

En el contexto de la PCR especifica de alelo en tiempo real, la selectividad del ensayo se puede medir como la
diferencia en el numero de ciclo umbral (Ct) entre los moldes con emparejamientos correctos y con emparejamientos
erroneos. Una diferencia mayor indica un mayor retraso en la amplificacion del molde con emparejamientos erréneos v,
por tanto, una mayor discriminaciéon entre alelos. Se ha mostrado que la desoxirribosa modificada da como resultado
diferencias en el Ct de entre 1 y 14 ciclos. El uso de pseudoisocitidina dio como resultado un retraso de 7 ciclos en la
amplificacion del molde con emparejamientos erréneos. Este grado de discriminacion es insuficiente para muchas
aplicaciones, en las que la muestra contiene varias variantes del molde, compitiendo todas por la amplificacién. A
menudo, el molde con emparejamientos erréneos esta presente en cantidades mucho mayores que el molde con
emparejamientos correctos. Por ejemplo, en muestras tisulares, solo una pequefia fraccion de células pueden ser
malignas y portar la mutacion («molde con emparejamientos correctos») a la que se dirige el ensayo de amplificacion
especifica de alelo. El molde presente en células normales se puede amplificar de manera menos eficiente, pero el
abrumador nimero de células normales compensara cualquier retraso en la amplificacion y eliminara cualquier ventaja
del molde mutante. Para detectar mutaciones raras en presencia del molde de tipo silvestre es necesario mejorar la
especificidad del ensayo de amplificacién especifica de alelo.
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Se han propuesto muchas maneras de potenciar la especificidad de alelo de los cebadores. Sin embargo, para muchas
dianas de acidos nucleicos clinicamente relevantes, la falta de especificidad de la PCR sigue siendo un problema. Por lo
tanto, son necesarios enfoques novedosos para el disefio de cebadores especificos de alelo.

La G-clamp o 9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina es una aminoetoxifenoxazin-2'-desoxicitidina triciclica, que es un
analogo de citosina, que se muestra en la Figura 1. La G-clamp, cuando se incorpora a los oligonucleétidos, reconoce
simultaneamente las caras de Watson-Crick y Hoogsteen de una guanina complementaria dentro de una hélice. Por
ello, la G-clamp que contiene oligonucleotidos potenciaba sustancialmente la estabilidad térmica helicoidal y la
discriminacién de emparejamientos erroneos cuando hibridaba con cadenas complementarias de ADN y ARN. Estas
propiedades de afinidad y especificidad potenciadas son de interés en los campos del diagnéstico basado en acidos
nucleicos y el direccionamiento especifico de secuencia de ARN mediante el enfoque antisentido. Las caracteristicas
adicionales de G-clamp y derivados de pirimidina relacionados se divulgan en la patente de EE. UU. n.° 6.414.127, la
patente de EE. UU. n.° 6.951.931, la patente de EE. UU. n.° 7.511.125 y la patente de EE. UU. n.° RE39.324.

SUMARIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento de amplificacion especifica de alelo de una variante de
una secuencia diana, existiendo la diana en forma de varias secuencias variantes, comprendiendo el procedimiento (a)
hibridar un primer y un segundo oligonucleétidos con al menos una variante de la secuencia diana; en el que el primer
oligonucleétido es al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana, y el segundo
oligonucleétido es al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana, y tiene al
menos un nucledtido selectivo complementario de solo una variante de la secuencia diana; en el que el segundo
oligonucleétido incorpora al menos un nucleétido "G-clamp" (9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina); (b) extender el
segundo oligonucleétido con una acido nucleico polimerasa, en el que la polimerasa es capaz de extender el segundo
oligonucleétido de manera eficiente cuando el segundo oligonucle6tido hibrida con una variante de la secuencia diana
que es complementaria de al menos un nucle6tido selectivo, y de manera sustancialmente menos eficiente cuando el
segundo oligonucleétido hibrida con una variante de la secuencia diana que no es complementaria de al menos un
nucledtido selectivo.

Se divulga adicionalmente un kit para la amplificacion especifica de alelo de una secuencia diana, existiendo la diana en
forma de varias secuencias variantes, comprendiendo el kit: (a) un primer oligonucleétido al menos parcialmente
complementario de una o mas variantes de la secuencia diana; y (b) un segundo oligonucleétido al menos parcialmente
complementario de una o mas variantes de la secuencia diana que tiene al menos un nucleétido selectivo
complementario de solo una variante de la secuencia diana; en el que el segundo oligonucleétido incorpora al menos un
nucleétido "G-clamp" (9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina).

La divulgaciéon describe adicionalmente un oligonucleétido para realizar una amplificacion especifica de alelo de una
secuencia diana, existiendo la diana en forma de varias secuencias variantes, comprendiendo el oligonucledétido, (a) una
secuencia al menos parcialmente complementaria de una porcion de una o mas variantes de dicha secuencia diana; (b)
al menos un nucleétido selectivo complementario de solo una variante de la secuencia diana; (c) al menos un nucleoétido
"G-clamp" (9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina).

La divulgacion describe aun adicionalmente una mezcla de reaccién para la amplificacién especifica de alelo de una
secuencia diana, existiendo la diana en forma de varias secuencias variantes, comprendiendo la mezcla: (a) un primer
oligonucleétido al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana; y (b) un segundo
oligonucleétido al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana, pero que tiene al
menos un nucleétido selectivo complementario de solo una variante de la secuencia diana; en el que dicho segundo
oligonucleétido incorpora al menos un nucleétido "G-clamp" (9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra la interaccion de enlace de hidrogeno entre la desoxiguanina y la desoxicitidina (A) y entre la
desoxiguanina y la G-clamp (B).

La FIG. 2 (A-C) muestra la secuencia de codificacion del gen de EGFR humano de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1).
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Al describir y

reivindicar la presente invencién, se usaran las siguientes definiciones.

El término «acido nucleico» se refiere a polimeros de nucleétidos (por ejemplo, ribonucleétidos, desoxirribonucleétidos,
analogos de nucledtidos, etc.) y que comprenden &cidos desoxirribonucleicos (ADN), acidos ribonucleicos (ARN),
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hibridos ADN-ARN, oligonucleoétidos, polinucleotidos, aptameros, acidos peptidonucleicos (APN), conjugados APN-ADN,
conjugados APN-ARN, etc., que comprenden nucleétidos unidos covalentemente, ya sea de forma lineal o ramificada.
Un acido nucleico es tipicamente monocatenario o bicatenario y, en general, contendra enlaces fosfodiéster, aunque en
algunos casos se incluyen analogos de acidos nucleicos que pueden tener cadenas principales alternativas, incluyendo,
por ejemplo, fosforamida (Beaucage et al. (1993) Tetrahedron 49(10):1925); fosforotioato (Mag et al. (1991) Nucleic
Acids Res. 19:1437; y la patente de EE. UU. n.° 5.644.048), fosforoditioato (Briu et al. (1989) J. Am. Chem. Soc.
111:2321), enlaces O-metilfosforoamidita (véase Eckstein, Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach,
Oxford University Press (1992)), y cadenas principales y enlaces de acidos peptidonucleicos (véase Egholm (1992) J.
Am. Chem. Soc. 114:1895). Otros acidos nucleicos analogos incluyen aquellos con cadenas principales cargadas
positivamente (Denpcy et al. (1995) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 6097); cadenas principales no i6nicas (patentes de
EE. UU. n.° 5.386.023, 5.637.684, 5.602.240, 5.216.141 y 4.469.863) y cadenas principales sin ribosa, incluyendo las
descritas en las patentes de EE. UU. n.° 5.235.033 y 5.034.506. Los acidos nucleicos que contienen uno o mas
azucares carbociclicos estan también incluidos dentro de la definicion de acidos nucleicos (véase Jenkins et al. (1995)
Chem. Soc. Rev. pag. 169-176), y se describen también analogos en, por ejemplo, Rawls, C & E News 2 de junio de
1997, pagina 35. Estas modificaciones de la cadena principal de ribosa-fosfato se pueden hacer para facilitar la adicion
de restos adicionales tales como marcadores, o para alterar la estabilidad y la semivida de dichas moléculas en
entornos fisiologicos.

Ademas de las bases heterociclicas de origen natural que se encuentran tipicamente en acidos nucleicos (por ejemplo,
adenina, guanina, timina, citosina y uracilo), los analogos de nucleétidos también pueden incluir bases heterociclicas de
origen no natural, tales como las descritas, por ejemplo, en Seela et al. (1999) Helv. Chim. Acta 82:1640. Ciertas bases
usadas en analogos de nucleétidos actian como modificadores de la temperatura de fusién (Tm). Por ejemplo, algunos
de estos incluyen 7-desazapurinas (por ejemplo, 7-desazaguanina, 7-desazaadenina, etc.), pirazolo[3,4-d]pirimidinas,
propinil-dN (por ejemplo, propinil-dU, propinil-dC, etc.) y similares; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.°
5.990.303. Otras bases heterociclicas representativas incluyen, por ejemplo, hipoxantina, inosina, xantina; derivados 8-
aza de 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 2-amino-6-cloropurina, hipoxantina, inosina y xantina; derivados 7-desaza-8-
aza de adenina, guanina, 2-aminopurina, 2,6-diaminopurina, 2-amino-6-cloropurina, hipoxantina, inosina y xantina; 6-
azacitidina; 5-fluorocitidina; 5-clorocitidina; 5-yodocitidina; 5-bromocitidina; 5-metilcitidina; 5-propinilcitidina;  5-
bromoviniluracilo;  5-fluorouracilo;  5-clorouracilo;  5-yodouracilo;  5-bromouracilo;  5-trifluorometiluracilo;  5-
metoximetiluracilo; 5-etiniluracilo; 5-propiniluracilo y similares.

«Nucledsido» se refiere a un componente del acido nucleico que comprende una base o grupo basico (que comprende
al menos un anillo homociclico, al menos un anillo heterociclico, al menos un grupo arilo y/o similares) unido
covalentemente a un resto de azlcar (un azucar ribosa o un azucar desoxirribosa), un derivado de un resto de azucar, o
un equivalente funcional de un resto de azucar (por ejemplo, un anillo carbociclico). Por ejemplo, cuando un nucleésido
incluye un resto de azucar, la base esta tipicamente unida a una posicién 1' de ese resto de azucar. Como se ha
descrito anteriormente, una base puede ser una base de origen natural o una base de origen no natural. Los
nucledsidos ejemplares incluyen ribonucledsidos, desoxirribonucledsidos, didesoxirribonucledsidos y nucledsidos
carbociclicos.

«Nucleétido» se refiere a un éster de un nucledsido, por ejemplo, un éster fosfato de un nucleésido, que tiene uno, dos,
tres o mas grupos fosfato unidos covalentemente a una posicion 5' de un resto de azucar del nucleésido.

«Nucleétido purinico» se refiere a un nucleétido que comprende una base de purina, mientras que «nucleétido
pirimidinico» se refiere a un nucleétido que comprende una base de pirimidina.

Un nucleétido "G-clamp" se refiere al anélogo de citosina, 9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina (AP-dC) y se divulga
en el documento US 6.414.127. Por ejemplo, AP-dC se puede incorporar en cebadores para generar productos de
amplificacién a partir de una secuencia diana, la secuencia YKL0O55c de S. cerevisiae (véase "The Glen Reports 19-2", 1
de diciembre de 2007, XP055047527, Sterling Virginia/EE. UU.). Ademas, se describen oligonucleétidos con AP-dC en
el extremo 3' y oligonucleétidos correspondientes sin la extension AP-dC en el extremo 3', véase "The Glen Reports 18-
1", 1 de junio de 2006, XP055047827, Sterling, Virginia/EE. UU.

«Oligonucledtido» se refiere a un polimero de acido nucleico que incluye al menos dos, pero tipicamente 5-
50 nucledtidos y, mas tipicamente, entre 15 y 35 nucleétidos. El tamafio exacto de un oligonucleétido depende, en
general, de diversos factores, incluyendo el uso o funcién final del oligonucleétido. Los oligonucleétidos se pueden
preparar mediante cualquier procedimiento adecuado conocido en la técnica, incluyendo, por ejemplo, clonacién y
digestion con enzimas de restriccion de secuencias apropiadas, o sintesis quimica directa mediante un procedimiento tal
como el procedimiento del fosfotriéster de Narang et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:90-99; el procedimiento del
fosfodiéster de Brown et al. (1979) Meth. Enzymol. 68:109-151; el procedimiento de la dietilfosforamidita de Beaucage et
al. (1981) Tetrahedron Lett. 22:1859-1862; el procedimiento del triéster de Matteucci et al. (1981) J. Am. Chem. Soc.
103:3185-3191; procedimientos de sintesis automatizados; el procedimiento en un soporte sélido de la patente de
EE. UU. n.° 4.458.066 o cualquier otro procedimiento quimico conocido en la técnica.

Un «acido nucleico cebador» o «cebador» es un oligonucleétido que puede hibridar con un &cido nucleico de molde y
permitir la extension o elongacién de la cadena usando un biocatalizador que incorpora nucleétidos. Aunque se utilizan
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a veces ofras longitudes de cebador, los cebadores varian tipicamente de 15 a 35 nucledtidos. Los acidos nucleicos
cebadores cortos utilizan, en general, temperaturas mas bajas para formar complejos hibridos suficientemente estables
con los acidos nucleicos de molde. Un acido nucleico cebador que es al menos parcialmente complementario de una
subsecuencia de un acido nucleico de molde es tipicamente suficiente para hibridar con el acido nucleico de molde para
que se produzca la extension. Sin embargo, el éxito de la extension requiere en general una mayor complementariedad
(es decir, menos emparejamientos erréneos con el molde) en el extremo 3' del cebador. Un &cido nucleico cebador se
puede marcar, si se desea, incorporando un marcador detectable mediante técnicas radiolégicas, espectroscopicas,
fotoquimicas, bioquimicas, inmunoquimicas o quimicas.

«Cebador extendido» se refiere a un cebador al que se han afiadido uno o mas nucledétidos adicionales. La «extension
del cebador» es la accidén de la enzima mediante la cual se ainaden nucleétidos adicionales al cebador.

«Acido nucleico de molde», «molde» o «diana» se refiere a un acido nucleico con el que un acido nucleico cebador
puede hibridar y extender en condiciones adecuadas. En el contexto de la amplificacion de acidos nucleicos, la «diana»
es preferentemente una regién de acido nucleico bicatenario, que consiste en las secuencias al menos parcialmente
complementarias de al menos dos secuencias cebadoras y la secuencia interviniente. Una diana puede ser también un
acido nucleico monocatenario que consiste en una secuencia al menos parcialmente complementaria de un cebador y
una secuencia parcialmente idéntica al segundo cebador. Los &acidos nucleicos de molde pueden existir como
fragmentos de acido nucleico aislados o formar parte de un fragmento de acido nucleico mayor. Los acidos nucleicos
diana se pueden derivar o aislar de esencialmente cualquier fuente, tales como microorganismos cultivados,
microorganismos no cultivados, mezclas biolégicas complejas, tejidos, sueros, tejidos o muestras antiguos o
conservados, aislamientos ambientales o similares. Ademas, opcionalmente, los acidos nucleicos de molde incluyen o
se derivan de ADNc, ARN, ADN gendmico, ADN gendémico clonado, genotecas de ADN genomico, ADN o ARN
fragmentado enzimaticamente, ADN o ARN fragmentado quimicamente, ADN o ARN fragmentado fisicamente o
similares. Los acidos nucleicos de molde también se pueden sintetizar quimicamente usando técnicas conocidas en la
técnica.

Como se usa en el presente documento, «gen» se refiere a cualquier segmento de ADN asociado a una funcion
biolégica. Por ello, los genes incluyen secuencias codificantes y, opcionalmente, las secuencias reguladoras requeridas
para la expresion de las secuencias codificantes.

Los acidos nucleicos se «extienden» o «elongan» cuando se incorporan nucleétidos adicionales a los acidos nucleicos,
por ejemplo, mediante un biocatalizador que incorpora nucleétidos, en el extremo 3' de un 4cido nucleico.

«Resto» o «grupo» se refiere a una de las partes en las que se divide algo, tal como una molécula (por ejemplo, un
grupo funcional, un grupo sustituyente o similar). Por ejemplo, un nucleétido comprende tipicamente un grupo de bases
(por ejemplo, adenina, timina, citosina, guanina, uracilo o un analogo), un resto de azlcar y uno o mas grupos fosfato.

Un «cebador especifico de alelo» es un cebador que puede hibridar con varias variantes del acido nucleico de molde,
pero que permite la elongacion por la polimerasa cuando hibrida con solo algunas de las variantes del acido nucleico de
molde. Con otras variantes del acido nucleico de molde, el hibrido cebador-molde no se puede extender o se extiende
de manera menos eficiente por la polimerasa.

Los acidos nucleicos se «extienden» o «elongan» cuando se incorporan nucleétidos adicionales a los acidos nucleicos,
por ejemplo, mediante un biocatalizador que incorpora nucleétidos, en el extremo 3' de un &cido nucleico.

Un ensayo de amplificaciéon es «selectivo» o «selectivo de alelo» si produce un predominio (es decir, una mayoria pero
menos del 100 %) de un producto sobre otros posibles productos. Un ensayo se describe como «selectivo de alelo»
siempre y cuando la amplificacion de la variante no deseada (con emparejamientos erréneos) de la secuencia diana sea
detectable. El término «especifico» o «especifico de alelo» con respecto al ensayo de amplificacion se usa si se forma
exclusivamente uno de los posibles productos. Un ensayo en el que la amplificacion de la diana no deseada sea
indetectable se denomina «especifico de alelo». Sin embargo, se entiende que a medida que los procedimientos de
deteccién se vuelven mas sensibles, algunos ensayos previamente conocidos como especificos de alelo resultan ser
selectivos de alelo, es decir, se puede detectar cierta amplificaciéon de variantes no deseadas de la diana. Por lo tanto,
en el contexto de la presente invencion, el término «especifico de alelo» pretende abarcar tanto la amplificacion
estrictamente especifica de alelo como la selectiva de alelo.

«Genotipo» se refiere a toda o parte de la constitucion genética de una célula o sujeto, o grupo de células o sujetos. Por
ejemplo, un genotipo incluye las mutaciones y/o alelos particulares (por ejemplo, polimorfismos, tales como
polimorfismos mononucleotidicos [SNP] o similares) presentes en un locus dado o distribuidos en un genoma.

«Acido nucleico polimerasa» se refiere a una enzima que cataliza la incorporacién de nucleétidos a un acido nucleico.
Los ejemplos de acido nucleico polimerasas incluyen ADN polimerasas, ARN polimerasas, transferasas terminales,
transcriptasas inversas, telomerasas y similares.
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«Enzima termoestable» se refiere a una enzima que es estable (es decir, resiste a la degradacion o desnaturalizacion) y
retiene suficiente actividad catalitica cuando se somete a temperaturas elevadas durante periodos de tiempo
seleccionados. Por ejemplo, una polimerasa termoestable retiene suficiente actividad para efectuar reacciones
subsiguientes de extension del cebador cuando se somete a temperaturas elevadas durante el tiempo necesario para
desnaturalizar acidos nucleicos bicatenarios. Las condiciones de calentamiento necesarias para la desnaturalizaciéon de
acidos nucleicos son bien conocidas en la técnica, y se ejemplifican en las patentes de EE. UU. n.° 4.683.202 y
4.683.195. Como se usa en el presente documento, una polimerasa termoestable es tipicamente adecuada para su uso
en una reaccion de termociclacion, tal como la reaccion en cadena de la polimerasa («PCR»). Los ejemplos de acido
nucleico polimerasas termoestables incluyen ADN polimerasa Taq de Thermus aquaticus, polimerasa de Thermus sp.
Z05, polimerasa de Thermus flavus, polimerasas de Thermotoga maritima tales como las polimerasas TMA-25 y TMA-
30, ADN polimerasa Tth y similares.

Enzima «modificada» se refiere a una enzima que comprende un polimero de aminoacidos en el que al menos un
mondmero difiere de la secuencia de referencia, tal como una forma nativa o de tipo silvestre de la enzima u otra forma
modificada de la enzima. Las modificaciones ejemplares incluyen inserciones, deleciones y sustituciones de
mondémeros. Las enzimas modificadas también incluyen enzimas quiméricas que tienen secuencias de componentes
identificables (por ejemplo, dominios estructurales o funcionales, etc.) derivadas de dos o mas enzimas originales.
También se incluyen en la definicion de enzimas modificadas aquellas que comprenden modificaciones quimicas de la
secuencia de referencia. Los ejemplos de polimerasas modificadas incluyen ADN polimerasa G46E E678G CS5, ADN
polimerasa G46E L329A E678G CS5, ADN polimerasa G46E L329A D640G S671F CS5, ADN polimerasa
G46E L329A D640G S671F E678G CS5, una ADN polimerasa G46E E678G CS6, ADN polimerasa Z05, polimerasa
AZ05, polimerasa AZ05-Gold, polimerasa AZO5R, ADN polimerasa E615G Taq, polimerasa E678G TMA-25, polimerasa
E678G TMA-30 y similares.

El término «actividad nucleasa 5' a 3'» o «actividad nucleasa 5'-3'» se refiere a una actividad de una acido nucleico
polimerasa, tipicamente asociada a la sintesis de las hebras de acido nucleico, por la que los nucleétidos se eliminan
del extremo &' de la hebra de acido nucleico, por ejemplo, la ADN polimerasa | aislada de E. coli tiene esta actividad,
mientras que el fragmento Klenow no la tiene.

Una polimerasa que «carece sustancialmente de la actividad nucleasa 5'-3'» se refiere a una polimerasa que tiene una
actividad nucleasa 5'-3' de un 50 % o menos (por ejemplo, <25 %, <20 %, <15 %, <10 %) de la de la ADN polimerasa
Taq. Los procedimientos de medicion de la actividad nucleasa 5'-3' y las condiciones para la medicidbn son bien
conocidos en la técnica; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.466.591. Los ejemplos de ADN polimerasas
que carecen sustancialmente de actividad nucleasa 5' a 3' incluyen el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | aislada
de E. coli y una ADN polimerasa aislada de Thermus aquaticus (Taq) que carece de los 235 aminoacidos N-terminales
(por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 5.616.494 y comunmente conocida en la técnica como el
«fragmento Stoffel»). Otros ejemplos incluyen una ADN polimerasa termoestable que tiene suficientes deleciones (por
ejemplo, deleciones N-terminales), mutaciones o modificaciones para eliminar o inactivar el dominio responsable de la
actividad nucleasa 5'-3'; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.795.762.

El término «actividad nucleasa 3' a 5'» o «actividad nucleasa 3'-5'» o «actividad de correccién» se refiere a una actividad
de una acido nucleico polimerasa por la que los nucleétidos se eliminan del extremo 3' de la hebra de acido nucleico.
Por ejemplo, la ADN polimerasa Il aislada de E. coli tiene esta actividad, mientras que la ADN polimerasa aislada de
Thermus aquaticus (Taq) no la tiene.

«Fidelidad» o «fidelidad de replicacién» es la capacidad de una acido nucleico polimerasa de incorporar un nucleétido
correcto durante la polimerizacion dependiente de molde. En el contexto de la fidelidad de replicacion, el «nucleotido
correcto» en la hebra nucleotidica naciente es el nucleétido apareado con el nucle6tido de molde a través del
apareamiento de bases de Watson-Crick. La fidelidad de replicacion de una polimerasa particular es el resultado de una
combinacion de incorporar nucleétidos correctos y eliminar nucledtidos incorrectos del extremo 3' de la hebra de
nucleétidos naciente a través de la actividad nucleasa 3'-5' de la polimerasa. Se revisan diversos procedimientos para
medir la fidelidad de una nucleétido polimerasa en Tindall et al. (1988) "Fidelity of DNA synthesis by the Thermus
aquaticus DNA polymerase", Biochemistry, 27:6008-6013. Tipicamente, las polimerasas con capacidad nucleasa 3'-5'
(con actividad de correccion) tienen mayor fidelidad que las polimerasas sin la actividad de correccién.

«Marcador» se refiere a un resto unido (covalentemente o no covalentemente) a una molécula y capaz de proporcionar
informacién sobre la molécula. Los marcadores ejemplares incluyen marcadores fluorescentes, marcadores
colorimétricos, marcadores quimioluminiscentes, marcadores bioluminiscentes, marcadores radioactivos, grupos
modificadores de masa, anticuerpos, antigenos, biotina, haptenos y enzimas (incluyendo peroxidasa, fosfatasa, etc.).

«Inicio en caliente», en el contexto de una reaccion de amplificaciéon de acido nucleico, se refiere a un protocolo en el
que al menos un reactivo critico se retiene de la mezcla de reaccién (o, si esta presente en la mezcla de reaccion, el
reactivo permanece inactivo) hasta que la temperatura se eleva suficientemente para proporcionar la especificidad de
hibridaciéon necesaria del cebador o cebadores. Una «enzima de inicio en caliente» es una enzima, tipicamente una
acido nucleico polimerasa, capaz de actuar como el reactivo «retenido» o inactivo en un protocolo de inicio en caliente.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2656 961 T3

«Apareamiento de bases de Watson-Crick» o, simplemente, «apareamiento de bases» se refiere a la formacion de
enlaces de hidrégeno «convencionales» dentro de una molécula de acido nucleico bicatenario. El apareamiento de
bases de Watson-Crick es la formacion de enlace de hidrégeno entre la adenina y la timina, entre la guanina y la
citosina, entre la adenina y el uracilo, y entre los analogos de estas bases.

Un «nucleodtido selectivo» es un nucleétido en un cebador especifico de alelo que confiere selectividad por el alelo al
cebador. El nucleétido selectivo es complementario de un nucleétido correspondiente en la variante deseada de los
acidos nucleicos diana, pero no complementario del nucleé6tido correspondiente en las variantes no deseadas del acido
nucleico diana. En un cebador, mas de un nucleétido puede ser complementario de un nucleétido en las variantes
deseadas de los acidos nucleicos diana, pero no complementario del nucleétido correspondiente en las variantes no
deseadas del acido nucleico diana. Sin embargo, el nucleétido selectivo se localiza en una posicién dentro del cebador
que afecta a la especificidad del cebador. El nucleétido selectivo permite una amplificacion eficiente o ineficiente del
acido nucleico diana, dependiendo de si encuentra o no encuentra un nucleétido complementario en el acido nucleico
diana. Un cebador puede contener mas de un nucleétido selectivo.

La expresion «en el que dicha polimerasa es capaz de extender dicho segundo oligonucle6tido de manera eficiente
cuando dicho segundo oligonucleétido hibrida con una variante de la secuencia diana que es complementaria de al
menos un nucleotido selectivo, y de manera sustancialmente menos eficiente cuando dicho segundo oligonucleétido
hibrida con una variante de la secuencia diana que no es complementaria de al menos un nucleétido selectivo» significa
que la extension del segundo oligonucleétido por la polimerasa es mas eficiente cuando el nucleétido selectivo forma un
par de bases con la diana que cuando dicho nucleétido selectivo no forma un par de bases con la diana.

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencion se refiere a un procedimiento de amplificacién especifica
de alelo que comprende (a) proporcionar una muestra, que posiblemente contiene al menos una variante de una
secuencia diana; (b) proporcionar un primer oligonucleétido al menos parcialmente complementario de mas de una
variante de la secuencia diana; (c) proporcionar un segundo oligonucleétido, al menos parcialmente complementario de
una o mas variantes de la secuencia diana, que tiene un nucleoétido selectivo complementario de solo una variante de la
secuencia diana; en el que dicho segundo oligonucleétido incorpora al menos un nucleétido 9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-
desoxicitidina; (d) proporcionar condiciones adecuadas para la hibridaciéon de dichos primer y segundo oligonucleétidos
con al menos una variante de la secuencia diana; (e) proporcionar condiciones adecuadas para la extension de los
oligonucleétidos mediante una acido nucleico polimerasa; en el que dicha polimerasa es capaz de extender dicho
segundo oligonucleétido cuando hibrida con la variante de la secuencia diana para la que tiene dicho nucle6tido
selectivo complementario y sustancialmente menos cuando dicho segundo oligonucleétido hibrida con la variante de la
secuencia diana para la que tiene un nucleétido selectivo no complementario.

El segundo oligonucleétido, al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana, que
tiene un nucledtido selectivo complementario de solo una variante de la secuencia diana, se conoce como
«oligonucledtido selectivo», «cebador selectivo» o «cebador selectivo de alelo». El oligonucleétido selectivo de la
presente invenciéon comprende 10-50, mas preferentemente 15-35 nucleétidos, la mayoria de ellos complementarios de
una secuencia en mas de una variante de la secuencia diana. El nucle6tido selectivo del oligonucleétido es
complementario de una variante de la secuencia diana que ha de ser amplificada y no complementario de otras
variantes. En un modo de realizacion, el nucleétido selectivo es el nucleétido del extremo 3'. El oligonucledétido selectivo
de la presente invencion incluye uno o mas nucleétidos "G-clamp" (9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina). En
algunos modos de realizacién, el nucleétido "G-clamp" aparece en el nucleétido del extremo 3'. De acuerdo con la
invencion, el nucleotido "G-clamp" aparece 1, 2 o 3 nucleétidos en direccion 5' del nucledtido del extremo 3'. En otros
modos de realizacion, el nucleétido con una base modificada es el nucle6tido del extremo 3'. En algunos modos de
realizacioén, el nucleétido "G-clamp" aparece tanto en el extremo 3' como al menos en una posicién mas, en otra parte
del oligonucleétido.

El cebador especifico de alelo de la presente invencion puede incorporar diversos aspectos del disefio de cebadores
conocidos en la técnica. Por ejemplo, el cebador puede adoptar la forma de una combinacion cebador-sonda
unimolecular denominada «Scorpions» y descrita en Whitcombe et al., (1999) "Detection of PCR products using self-
probing amplicons and fluorescence", Nature Biotech. 17:804-807. El cebador Scorpions disefiado de acuerdo con la
presente invencién incorpora los elementos tipicos del Scorpions, a saber, una porcién de sonda, una porcién de
horquilla y una porcién de cebador. Ademas, en un Scorpions disefiado de acuerdo con la presente invencion, la porcién
de cebador tiene un extremo 3' complementario de la posicién de la variante. La porcién de cebador en un Scorpions
disefiado de acuerdo con la presente invencion contiene uno o mas nucleétidos "G-clamp", como se describe en el
presente documento.

En algunos modos de realizacion de la invencién, la amplificacién implica reaccién en cadena de la polimerasa, es decir,
ciclos repetidos de desnaturalizacion del molde, reasociacion (hibridacion) del cebador oligonucleotidico con el molde y
extensién del cebador por la acido nucleico polimerasa. En algunos modos de realizacion, la reasociacion y la extension
ocurren en la misma etapa de temperatura.

En algunos modos de realizacion, la reaccién de amplificacion implica un protocolo de inicio en caliente. En el contexto
de la amplificacién especifica de alelo, la selectividad de los cebadores especificos de alelo con respecto a la diana con



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2656 961 T3

emparejamientos errobneos se puede potenciar mediante el uso de un protocolo de inicio en caliente. Se conocen en la
técnica muchos protocolos de inicio en caliente, por ejemplo, el uso de cera, la separacion de los reactivos criticos del
resto de la mezcla de reaccion (patente de EE. UU. n.° 5.411.876), el uso de una acido nucleico polimerasa inactivada
reversiblemente por un anticuerpo (patente de EE.UU. n.° 5.338.671), una acido nucleico polimerasa inactivada
reversiblemente por un oligonucledtido que esta disefiado para unirse especificamente a su sitio activo (patente de
EE. UU. n.° 5.840.867) o el uso de una acido nucleico polimerasa con modificaciones quimicas reversibles como se
describe, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.° 5.677.152 y 5.773.528.

En algunos modos de realizacion de la invencion, el ensayo de amplificacion especifico de alelo es el ensayo de PCR
en tiempo real. En un ensayo de PCR en tiempo real, la medida de amplificacion es los «ciclos hasta el umbral» o valor
de Ct. Un valor de Ct mas temprano refleja la consecucién rapida del nivel umbral y, por tanto, una amplificacion mas
eficiente. El valor de Ct tardio puede reflejar una amplificacion ineficiente o inhibida. En el contexto de un ensayo de
PCR en tiempo real especifico de alelo, la diferencia en los valores de Ct entre los moldes con emparejamientos
correctos y con emparejamientos erréneos es una medida de la discriminacion entre los alelos o la selectividad del
ensayo.

El ensayo de amplificacién especifico de alelo puede emplear cualquier acido nucleico polimerasa adecuada conocida
en la técnica. Para un ensayo de PCR especifico de alelo se puede usar cualquier acido nucleico polimerasa
termoestable. A veces es deseable usar una enzima sin la actividad de correcciéon (exonucleasa 3'-5'), tal como, por
ejemplo, la ADN polimerasa Taq. También puede ser deseable usar enzimas sustancial o totalmente carentes de la
actividad nucleasa 5'-3', tal como se describe en la patente de EE. UU. n.° 5.795.762. Un ejemplo de dicha enzima es la
polimerasa AZ05. A veces puede ser deseable tener una enzima con capacidad de «inicio en caliente», tal como las
enzimas modificadas de forma reversible descritas en las patentes de EE. UU. n.° 5.677.152 y 5.773.528 Un ejemplo de
una enzima de inicio en caliente es la polimerasa AZ05-Gold.

La deteccion de los productos de amplificacion se puede conseguir mediante cualquier procedimiento conocido en la
técnica. Estos procedimientos incluyen el uso de cebadores y sondas marcados, asi como diversos colorantes de union
a acidos nucleicos. Los medios de deteccion pueden ser especificos de una variante de la secuencia diana, o pueden
ser genéricos para todas las variantes de la secuencia diana o incluso para todos los ADN bicatenarios. Los
procedimientos de deteccion inespecificos se pueden usar cuando la amplificaciéon de las variantes no deseadas de la
diana sea minima y se espera que caiga por debajo del limite de deteccién del procedimiento.

Los productos de amplificacion se pueden detectar después de haberse completado la amplificacion, por ejemplo,
mediante electroforesis en gel de los productos no marcados y tincién del gel con un colorante de uniéon a acido
nucleico. De forma alternativa, los productos de amplificacién pueden llevar un marcador radioactivo o quimico, ya sea
en virtud de su incorporacion durante la sintesis o en virtud de ser los productos de extension de un cebador marcado.
Después de la electroforesis o durante la misma, los productos de amplificacibn marcados se pueden detectar con
herramientas radiolégicas o quimicas adecuadas conocidas en la técnica. Después de la electroforesis, el producto
también se puede detectar con una sonda especifica de la diana marcada por cualquiera de los procedimientos
conocidos en la técnica. La sonda marcada también se puede aplicar a la diana sin electroforesis, es decir, en un
ensayo de «inmunotransferencia por puntos» o similar.

En otros modos de realizacion, la presencia del producto de amplificacion se puede detectar en un ensayo homogéneo,
es decir, un ensayo en el que el producto naciente se detecta durante los ciclos de amplificacién, o al menos en el
mismo tubo sin abrir, y no se requiere una manipulacion posterior a la amplificacion. Un ensayo de amplificacion
homogéneo se ha descrito, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 5.210.015. El ensayo de amplificacién homogéneo
usando colorantes intercalantes de &cidos nucleicos se ha descrito, por ejemplo, en las patentes de EE. UU. n.°
5.871.908 y 6.569.627. El ensayo homogéneo también puede emplear sondas fluorescentes marcadas con dos
fluoréforos que interactuan, tales como sondas de tipo «baliza molecular» (Tyagi et al., (1996) Nat. Biotechnol., 14:303-
308) o sondas de nucleasa marcadas con fluorescencia (Livak et al., (1995) PCR Meth. Appl., 4:357-362). En ciertas
variaciones de estas tecnologias también se puede identificar un producto de amplificacion en virtud de su temperatura
de fusion distintiva; véanse las patentes de EE. UU. n.° 5.871.908 y 6.569.627. Los productos de amplificacion también
se pueden detectar usando una combinacién cebador-sonda unimolecular denominada «Scorpions». Whitcombe et al.,
(1999) "Detection of PCR products using self-probing amplicons and fluorescence”, Nature Biotech. 17:804-807. La
porcion de cebador del oligonucleétido Scorpions puede ser un cebador especifico de alelo disefiado de acuerdo con la
presente invencion.

La presente divulgacion proporciona ademas una mezcla de reaccion para amplificar de forma especifica o selectiva
una variante seleccionada de la secuencia diana, que comprende un primer oligonucle6tido al menos parcialmente
complementario de mas de una variante de la secuencia diana, un segundo oligonucle6tido al menos parcialmente
complementario de mas de una variante de la secuencia diana, pero que tiene un nucleétido selectivo complementario
de solo una variante de la secuencia diana, en el que dicho segundo oligonucleétido incluye tanto al menos un
nucleétido "G-clamp" como un acido nucleico diana que se sabe que existe en mas de una variante de secuencia. En
algunos modos de realizacién, la mezcla de reaccién comprende ademas los reactivos y soluciones necesarios, en
general, para la amplificacién de acidos nucleicos, incluyendo una acido nucleico polimerasa, precursores de acidos
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nucleicos, es decir, trifosfatos de nucledsidos, e iones organicos e inorganicos, adecuados para el soporte de la
actividad de la acido nucleico polimerasa.

En otro aspecto, la presente divulgacién proporciona kits para llevar a cabo la amplificacién especifica de alelo de
acuerdo con la invencién. El kit incluye, en general, componentes especificos del ensayo, asi como componentes
requeridos en general para realizar ensayos de amplificacion de ADN. Como componentes especificos del ensayo, el kit
de amplificacion especifica de alelo de la presente invencién incluye tipicamente un primer oligonucleétido al menos
parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana y un segundo oligonucleétido al menos
parcialmente complementario de mas de una variante de la secuencia diana, que tiene un nucleétido selectivo
complementario de solo una variante de la secuencia diana y que tiene también al menos un nucleétido "G-clamp" vy,
opcionalmente, una secuencia de acidos nucleicos de control que comprende una cantidad de al menos una variante de
la secuencia diana de control, al menos parcialmente complementaria de los oligonucleétidos incluidos en el kit. En
algunos modos de realizacion se puede incluir mas de una variante de la secuencia de acidos nucleicos de control. En
ciertos modos de realizacién, entre las diversas variantes de la secuencia de acidos nucleicos de control incluidas en el
kit, al menos una variante es complementaria del nucleé6tido selectivo del oligonucleétido selectivo de alelo. Como
componentes requeridos en general para la amplificacion de acidos nucleicos, el kit de la presente invencién incluye
tipicamente uno o mas de una acido nucleico polimerasa, precursores de acidos nucleicos tales como trifosfatos de
nucleodsidos (trifosfatos de desoxirribonucledsidos o trifosfatos de ribonucleésidos), opcionalmente una pirofosfatasa
para minimizar la pirofosforélisis de &cidos nucleicos, una uracilo N-glicosilasa (UNG) para la proteccion frente a la
contaminacion por arrastre de las reacciones de amplificacion, reactivos y tampones previamente preparados
necesarios para la reaccién de amplificacion y la deteccion, y un conjunto de instrucciones para llevar a cabo la
amplificacion especifica de alelo de la presente invencion.

En otro aspecto mas, la presente divulgacién proporciona un oligonucleétido para uso en la PCR especifica de alelo. Un
oligonucleétido tipico para uso en la PCR especifica de alelo de la presente invencion comprende 10-50, mas
preferentemente 15-35 nucleétidos, la mayoria de ellos complementarios de una secuencia en mas de una variante de
la secuencia diana. Sin embargo, el nucleétido selectivo del oligonucleé6tido es complementario de una variante de la
secuencia diana y no complementario de otras variantes. Ademas, el oligonucleétido descrito para el uso de la presente
invencioén incluye uno o mas nucledétidos "G-clamp". En algunos modos de realizacion, el nucleétido "G-clamp" aparece
en el nucledtido del extremo 3'. En otros modos de realizacion, el nucleoétido "G-clamp" aparece entre 1 y 5. De acuerdo
con la presente invencién, al menos una 9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina se incorpora en una posicion 1,2 0 3
nucleétidos en direccién 5' del nucleotido del extremo 3'. En algunos modos de realizaciéon, el nucleotido "G-clamp”
aparece tanto en el extremo 3' como en otras partes del oligonucle6tido.

Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan para ayudar a la comprensiéon de la presente invencion, cuyo
verdadero alcance se expone en las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Cebadores para detectar la mutacion L858R en el gen de EGFR humano

Esta mutacion resulta del cambio de nucle6tidos 2573 T-> G en el gen de EGFR de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1). Los
cebadores y las sondas para detectar tanto el gen de EGFR de tipo silvestre como el mutante (SEQ ID NO: 2) se
muestran en la Tabla 1. Un cebador en cada par de cebadores de amplificacion presenta emparejamientos correctos
con la variante mutante y emparejamientos erroneos con la variante de tipo silvestre en el extremo 3'. El cebador y la

sonda restantes son comunes tanto para la diana mutante como para la diana de tipo silvestre.

Tabla 1

SEQIDNO:3 |[GCACCCAGCAGTTTGGCCA Cebador de tipo silvestre

SEQIDNO:4 [GCGCCCAGCAGTTTGGCCC Cebador mutante

Cebador mutante

SEQID NO: 5 |GCGCCCAGCAGTTTGGCCJ
J = G-clamp

Cebador mutante

SEQID NO: 6 |GCGCCCAGCAGTTTGGCJC
J = G-clamp

Cebador mutante
SEQID NO:7 |[GCGCCCAGCAGTTTGGJCC

J = G-clamp
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SEQIDNO: 8 |[GTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAAC Cebador comun

SEQIDNO: 9 [FTACTGGTGAAQAACACCGCAGCATGTP Sonda: F = treo-FAM, Q = BHQ-2, P = fosfato
SEQ ID NO: 10 |ATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCT Cebador de tipo silvestre

SEQ ID NO: 11 |ATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCG Cebador mutante

Cebador mutante

SEQ ID NO: 12 |ATGTCAAGATCACAGATTTTGGGJG
J = G-clamp

SEQID NO: 13 [CTGGTCCCTGGTGTCAGGAAAA Cebador comun

SEQ ID NO: 14 [FTACCATGCAGQAAGGAGGCAAAGTAAGGAGP |Sonda: F = FAM, Q = BHQ-2, P = fosfato

Para cada reaccion de amplificacion, el ADN genémico de tipo silvestre (K562) estaba presente en 10* copias por
reaccion. El ADN plasmidico mutante linealizado también estaba presente en 10* copias por reaccion. Se prepararon
plasmidos mutantes mediante insercién de 500 pb en un vector pUC19 (proporcionado como Minigenes de IDT; SEQ ID
NO: 15y 16).

Cada reaccion amplificaba 10* copias de cualquier diana mutante o de tipo silvestre (a 10* copias de entrada). La
variante con emparejamientos correctos era un ADN plasmidico con el inserto que incorporaba la secuencia mutante
EGFR L858R, mientras que la variante con emparejamientos erroneos era el ADNg K562. Los cebadores con
emparejamientos correctos estan no modificados o modificados con G-Clamp en el extremo 3' o en las posiciones N-1 o
N-2 del extremo 3'.

Cada reaccién de 12 pl contenia glicerol al 2,98 %, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), KCI 80 mM, dATP, dCTP y dGTP todos
200 uM, dUTP 400 uM, cebador directo 0,2 uM, cebador inverso 0,2 uM, sonda de detecciéon 0,05 uM, DMSO al 2,5 %,
Pierce Tween 20 al 0,02 %, azida sédica al 0,036 %, EDTA 0,1 mM, 0,2 U/ul de uracil-N-glucosilasa (UNG), aptamero
NTQ21-46A 200 nM, polimerasa mutada Z05 40 nM y acetato de magnesio 2,5 mM (con azida de sodio al 0,09 %).

La amplificacion y el analisis se realizaron usando el instrumento LightCycler 480 de Roche. Las reacciones se
sometieron al siguiente perfil de temperatura: 50 °C durante 5 minutos (etapa de UNG) seguido de 2 ciclos de 95 °C
durante 10 segundos y 62 °C durante 30 segundos; y 60 ciclos de 93 °C durante 10 segundos y 62 °C durante
30 segundos. Los datos de fluorescencia se recogieron al final de cada etapa a 62 °C durante los ultimos 60 ciclos.

Los resultados de un experimento se muestran en la Tabla 2. Los resultados de la amplificacién se expresan como un
cambio en la fluorescencia en el intervalo de longitudes de onda de 450-500 nm o 540-580 nm. La selectividad de la
amplificaciéon se mide por la diferencia en el valor de Ct (ACt) entre las dianas con emparejamientos correctos y las
dianas con emparejamientos erréneos. El ACt para cada experimento se indica en la Tabla 2. Los datos muestran que la
variante con emparejamientos correctos (mutante) de la diana se amplificaba selectivamente con respecto a la variante
con emparejamientos erréneos (tipo silvestre). La selectividad se potenciaba mediante la modificacion con G-clamp de
los nucleétidos del cebador.

Tabla 2
Cebador Ct de L858R promedio Ct de WT promedio ACt (WT-L858R)
SEQID NO: 3 36,7 21,6 -15,1
SEQ ID NO: 4 22,1 24,3 2,2
SEQID NO: 5 23,8 26,2 2,4
SEQ ID NO: 6 22,5 26,6 4.1
SEQID NO: 7 22,5 29,4 6,9

Ejemplo 2

Cebadores para detectar mutaciones en el gen PIK3CA

Un cebador en cada par de cebadores de amplificacion presenta emparejamientos correctos con la variante mutante y
emparejamientos erroneos con la variante de tipo silvestre en el extremo 3'. El cebador y la sonda restantes son

comunes tanto para la diana mutante como para la diana de tipo silvestre. El| ADN gendmico de tipo silvestre (K562)
estaba presente en 104 copias por reaccion. EI ADN plasmidico mutante linealizado estaba presente en 10* copias por
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reaccion. Se prepararon plasmidos mutantes mediante insercion de 500 pb en un vector pUC19 (proporcionado como
Minigenes de IDT).

Los cebadores estan no modificados o modificados con G-Clamp en cualquier posicidon de base desde N-1 hasta N-2.
En algunos disefios se introduce un emparejamiento errébneo adicional en la secuencia del cebador en o cerca del sitio
de modificacién con G-Clamp.

Cada reaccion de 12 pl contenia glicerol al 2,98 %, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), KCI 80 mM, dATP, dCTP y dGTP todos
200 pM, dUTP 400 pM, cebador directo 0,1 uM, cebador inverso 0,1 uM, sonda de deteccion 0,05 uM, DMSO al 2,5 %,
Pierce Tween 20 al 0,02 %, azida sédica al 0,036 %, EDTA 0,1 mM, 0,2 U/ul de uracil-N-glucosilasa (UNG), aptamero
NTQ21-46A 200 nM, polimerasa mutante Z05 40 nM y acetato de magnesio 2,5 mM (con azida de sodio al 0,09 %).

La amplificacion y el analisis se realizaron usando el instrumento LightCycler 480 de Roche. Las reacciones se
sometieron al siguiente perfil de temperatura: : 50 °C durante 5 minutos (etapa de UNG) seguido de 2 ciclos de 95 °C
durante 10 segundos y 62 °C durante 30 segundos; y 60 ciclos de 93 °C durante 10 segundos y 62 °C durante
30 segundos. Los datos de fluorescencia se recogieron al final de cada etapa a 62 °C durante los ultimos 60 ciclos.

Los resultados de un experimento se muestran en la Tabla 3. Los resultados de la amplificacion se expresan como un
cambio en la fluorescencia en el intervalo de longitudes de onda de 450-500 nm o 540-580 nm. La selectividad de la
amplificacion se mide por la diferencia en el valor de Ct (ACt) entre las dianas con emparejamientos correctos y las
dianas con emparejamientos erroneos. El ACt para cada experimento se indica en la Tabla 3. Los datos muestran que,
para el cebador mutante no modificado, la variante con emparejamientos correctos (mutante) de la diana se amplificaba
selectivamente con respecto a la variante con emparejamientos erroneos (tipo silvestre). La selectividad se potencio
mediante la modificacion con G-clamp de los nucleétidos del cebador mutante.

Tabla 3
Ct de mutante promedio Ct de WT promedio ACt (WT-Mutante)
Cebador de tipo silvestre 24,5 21,2 -3,3
Cebador mutante sin modificar 22,6 33,6 11,0
Cebador mutante con G-clamp 27,6 51,5 23,9

11




10

15

20

25

30

<110>

<120>

<130>

<150>

<151>

<160>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

Roche Diagnostics GmbH
F. Hoffmann-La Roche AG

USO DE G-CLAMP PARA MEJORAR LA PCR ESPECIFICA DE ALELO

27369 WO
61/538.650
23-09-2011

16

Patentin version 3.5
1

3633

ADN

Homo sapiens

misc_feature
Gen de EGFR de tipo silvestre

1

ES 2656 961 T3

LISTADO DE SECUENCIAS

12



atgcgaccct
gcgagtcggg
ttyggcactt
gtccttggga
accatccagg
ttggaaaacc
gtcttatcta
caggaaatec
agcatccagt
cagaaccacc
ggrgcaggag
gggcgctgee
acaggcecce
aaggacacct
cccgagggcea
gtgacagatc
gacggcgtec
ggtattggtg
aactgcacct

ttcacacata

ccgggacggce
ctctggagga
ttgaagatca
atttggaaat
aggtggetgy
tgcagatcat
actatgatgc
tgcatggege
ggcgggacat
tgggcagctyg
aggagaactg
gtggcaagte
gggagagcga
gceccecact
aatacagctt
acggctegtg
gcaagtgtaa
aatttaaaga
ccatcagtgg

ctcctecrct

cggggcageg
aaagaaagtt
ttttetcage
tacctatgtg
ttatgtcctc
cagaggaaat
aaataaaacc
cgtgcggttc
agtcagcagt
ccaaaagtgt
ccagaaactg
ccccagtgac
ctgecctggtce
catgctctac
tggtgccacc
cgtccgagcc
gaagtgcgaa
Ctcactetee
cgatctccac

ggatccacag
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ctcectggege
tgccaaggca
ctccagagga
cagaggaatt
attgccctca
atgtactacg
ggactgaagg
agcaacaacc
gactttctca
gatccaagct
accaaaatca
tgctgecaca
tgccgcaaat
aaccccacca
tgcgtgaaga
tgtggggeeg
gggccttgec
ataaatgcta
atcctgecgg

gaactggata

tgctggctgc
cgagtaacaa
tgttcaataa
atgatctttc
acacagtgga
aaaattccta
agctgcecat
ctgcecctgtg
gcaacatgtc
gtcccaatgg
tctgtgecca
accagtgtgc
tccgagacga
cgtaccagat
agtgtccecg
acagctatga
gcaaagtgtg
cgaatattaa
tggcatttag

ttctgaaaac

13

gctctgeecyg
gctcacgcag
ctgtgaggtg
cttcttaaag
gcgaattcct
tgccttagea
gagaaattta
caacgtggag
gatggacttc
gagctgctgg
gcagtgctec
tgcaggctgce
agccacgtgc
ggatgtgaac
taattatgtg
gatggaggaa
taacggaata
acacttcaaa
gggtgactcc

cgtaaaggaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200



atcacagggt
gagaacctag
gtcagcctga
gtgataattt
ttrgggacct
gccacaggcec
agggactgcg
cttctggagg
gagtgcctgc
cagtgtgccc
ggagaaaaca
catccaaact
cctaagatcc
gccetgggga
aggetgetge
caagctctct
ggtgcgttcg
ccegregeta
gatgaagcct
tgcercacct
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattgg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtct
ttccgtgagt
attcagggyg
ctgatggatg
cagggcettct
accagcaaca

aaggaagaca

trrtgctgat
aaatcatacg
acataacatc
caggaaacaa
ccggtcagaa
aggtctgcca
tctctigecyg
gtgagccaag
ctcaggccat
actacattga
acaccctggt
gcacctacgg
cgtccatcgce
teggectett
aggagaggga
tgaggatctt
gcacggtgta
tcaaggaatt
acgtgatogce
ccaccgtygea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
<ggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatect
acatrgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
ddgaagacat
tcagcagecc
attccaccgt

gcttettgea

tcaggcttgg
cggcaggacc
cttgggatta
aaatttgtgc
aaccaaaatt
tgccttgtge
gaatgtcagc
ggagtttgtg
gaacatcacc
cggcccecac
ctggaagtac
atgcactggg
cactgggatg
catgcgaagg
gcttgtggag
gaaggaaact

taagggactc

.aagagaagca

cagcgtggac
gctcatcacg
caatattggc
cttggagoac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgc
attctccaaa
gcatttgcca
ggacgacgtg
ctccacgtca
ggcttgcatt

gcgatacage
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cctgaaaaca
aagcaacatg
cgctcectea
tatgcaaata
ataagcaaca
tcccecegagy
cgaggcaggg
gagaactctg
tgcacaggac
tgcgtcaaga
gcagacgccg
ccaggtcttg
gtgggggccc
cgccacatcg
cctcttacac
gaattcaaaa
tggatcccag
acatctccga
aacccccacg
cagctcatge
tcccagtace
cgtcgcttgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccacc
ggatccaagc
gaacgectece
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactcccce
gatagaaatg

tcagacccca

ggacggacct
gtcagttttc
aggagataag
caataaactg
gaggtgaaaa
gctgetgggg
aatgcgtgga
agtgcataca
ggggaccaga
cctgcecgge
gccatgtgtg
aaggctgtcc
tcctcrrget
ttcggaagcg
ccagtggaga
agatcaaagt
aaggtgagaa
aagccaacaa
tgtgccygcect
ccttecggetg
tgctcaactg
tgcaccgcga
cagattttgg
gcaaagtgcec
agagtgatgt
catatgacag
ctcagccacc
acgcagatag
acccceageg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagetc
ggctgcaaag
caggcgectt

14

cecatgectet
tcttgcagtc
tgatggagat
gaaaaaactyg
cagctgcaag
cccggageec
caagtgcaac
gtgccaccca
caactgtatc
aggagtcatg
ccacctgtge
aacgaatggg
gctggtggty
cacgctgegg
agcteccaac
gctgggctec
agttaaaatt
ggaaatccte
gcrgggcatc
cctecctggac
gtgtgtgcag
cctggcagee
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgcc
catatgtacc
tcgcccaaag
ctaccttgtc
ctaccgtgcc
catcccacag
tctgagtgca
ctgtcccate

gactgaggac

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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agcatagacg
cccgetgget
agagacccac
actgtccagce
ggcagccace
gccaagcecaa

gcgeeacaaa
<210> 2

<211> 3633

<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<223>
<400> 2

atgcgacecet
gcgagtcggg
ttgggcactt
gtccttggga
accatccagg
ttggaaaacc
gtcttatcta
caggaaatcc
agcatccagt
cagaaccacc
ggtgcagoag
gggcgetgec
acaggcecec
aaggacacct
cccgagggea
gtgacagatc
gacggcgtec
ggtattggtg
aactgcacct

ttcacacata

acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgrgt
aaattagcect
atggcatcrt

gcagtgaatt

Homo sapiens

misc_feature

ccgggacgge
crctggagga
ttgaagatca
atttggaaat
aggtggctgg
tgcagatcat
actatgatgc
tgcatggege
ggcgggacat
tgggcagetg
aggagaactyg
gtggcaagtc
gggagagcga
gceccecccact
aatacagctt
acggctcgtg
gcaagtgtaa
aatttaaaga
ccatcagtgg

ctectectct

cccagtgect
tcctgtcetat
cccccacagce
caacagcaca
ggacaaccct
taagggercc

tattggagca

Gen de EGFR mutante 2573 T>G

cggggcageg
aaagaaagtt
ttrtcrcage
tacctatgtg
tratgrectc
cagaggaaat
aaataaaacc
cgtgcgattc
agtcagcagt
ccaaaagtgt
ccagaaactg
ccccagtgac
ctgcctggtc
catgctctac
tggtgccacc
cgtccgagcec
gaagtgcgaa
ctcactctec
cgatctccac

ggatccacag
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gaatacataa
cacaatcagc
actgcagtog
ttcgacagec
gactaccage
acagctgaaa

tga

crccrggcge
tgccaaggca
ctccagagga
cagaggaatt
artgeccctca
atgtactacg
ggactgaagg
agcaacaacc
gactttctca
gatccaagct
accaaaatca
tgctgccaca
tgccgcaaat
aaccccacca
tgcgtgaaga
tgtggggccg
gggccttgec
ataaatgcta
atcctgeegg

gaactggata

accagtcegt
ctctgaaccce
gcaacccecga
ctgeccactg
aggacttctt

atgcagaara

tgcrggetge
cgagtaacaa
tgttcaataa
atgatctttc
acacagtgga
aaaattccta
agctgcccat
ctgccctgrg
gcaacatgtc
gtcccaatgg
tergrgocca
accagtgtac
tccgagacga
cgtaccagat
agtgtccccg
acagctatga
gcaaagtgtg
cgaatattaa
tggcatttag

ttctgaaaac

15

tcccaaaagg
cgcgeecage
gtatctcaac
ggcccagaaa
tTCccaaggaa

cctaagggtc

gctctgeccg
gctcacgceag
ctgtgaggty
cttcttaaag
gcgaattcct
tgccttagca
gagaaattta
caacgtggag
gatggacttc
gagctgctgg
gcagtgctcc
tgcaggetge
agccacgtge
ggatgtgaac
taattatgtg
gatggaggaa
taacggaata
acacttcaaa
gggtgactce

cgtaaaggaa

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3633

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960

1020
1080
1140
1200



atcacagggt
gagaacctag
gtcagcctga
gtgataattt
tttgggacct
gccacaggec
agggactgcg
cttctggagg
gagtgcctge
cagtgtgeee
ggagaaaaca
catccaaact
cctaagatec
gccctgggga
aggctgetge
caagctctet
ggtgcgtteg
cccgtcgeta
gatgaagcct
tgcctcacce
tatgtccggg
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcattygg
ggggtgactg
agcgagatct
atcgatgtct
ttcecgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
cagggcttct
accagcaaca

aaggaagaca

ttttgcrgat
aaatcatacg
acataacatc
caggaaacaa
ccggtcagaa
aggrctgcca
tctcttgecg
gtgagccaag
ctcaggccat
actacattga
acaccctggt
gcacctacgg
cgtccatcge
tcggectett
daggagaggga
tgaggatctt
gcacggtgta
tcaaggaatt
acgtgatggc
ccaccgtgca
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaarttt
tttggoagtt
cctccatect
acatgatcat
tgatcatcga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagecc
attccaccgt

gcttcttgea

tcaggcttag
cggcaggacc
cttgggatta
aaatttgtgc
aaccaaaatt
tgccttgtge
gaatgtcagc
ggagttigtg
gaacatcacc
cggcececcac
ctggaagtac
atgcactggg
cactgggatg
catgcgaagg
gcttgtggag
gaaggaaact
taagggactc
aagagaagca
cagcgtggac
gctcatcacg
caatattggc
cttggaggac
accgcagcat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgc
attctccaaa
gcatttgeca
ggacgacgtg
ctecacgtea
ggcttgcatt

gcgatacage
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cctgaaaaca
aagcaacatg
cgctecctea
tatgcaaata
ataagcaaca
tcecocegagg
cgaggcaggg
gagaactctg
tgcacaggac
tgcgtcaaga
gcagacgcecqg
ccaggtcttg
gtgggggcecc
cgccacatcg
cctcttacac
gaattcaaaa
tggatcccag
acatctccga
aacccecacg
cagctcatgc
tcccagtace
cgtcgcttgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccacc
ggatccaagc
gaacgcctec
tggatgatag
atggcccgag
agtcctacag
gtggatgccg
cggactecce
gatagaaatg

tcagacccca

ggacggacct
gtcagtittc
aggagataag
caataaactg
gaggtgaaaa
gcrgetgggg
aatgcgtgga
agtgcataca
ggggaccaga
cctgeeegge
gccatgtgtg
aaggctgrcc
tcctettget
ttcggaagcg
ccagtggaga
agatcaaagt
aaggtgagaa
aagccaacaa
tgtgccgect
cctteggetg
tgctcaactg
tgcaccgecga
cagattttgg
gcaaagtgcc
agagtgatgt
catatgacgg
ctcagccacc
acgcagatag
acceccagey
actccaactt
acgagtacct
tcctgagetc
ggctgcaaag

caggcgcctt

16

ccatgcettt
tcttgcagtc
tgatggagat
gaaaaaactg
cagctgcaag
cccagagecc
caagtgcaac
gtgccaccca
caactgtatc
aggagtcatg
ccacctgtge
aacgaatggg
gctggtggty
cacgctgegg
agcteccaac
gctgggcetcec
agttaaaatt
ggaaatcctc
gctgggeatc
cctecetggac
gtgtgtgcag
cctggcagcec
gcgggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgec
catatgtacc
tcgeccaaag
ctaccttgtc
ctaccgtgec
catcccacag
tctgagtgca
ctgtcccatc

gactgaggac

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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agcatagacg acaccttcct cccagtgect
ccecgetgget ctgtgcagaa tcctgtctat
agagacccac actaccagga cccccacagce
actgtccagc ccacctgtgt caacagcaca
ggcagccace aaattagcct ggacaaccct
gccaagccaa atggcatctt taagggoetcc

gcgccacaaa gcagtgaatt tattggagea

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

3
19
ADN

Secuencia artificial

Cebador de tipo silvestre

3

gcacccagca gtttggeca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

4

19

ADN

Secuencia artificial

Cebador mutante

4

gcgceccagca gtttggece

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

5
19
ADN

Secuencia artificial

Cebador mutante

modified_base
(19)..(19)
G-clamp

5
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gaatacataa accagtccgt
cacaatcagc ctctgaaccc
actgcagtgg gcaaccecga
ttcgacagec ctgeccactg
gactaccagc aggacttctt

acagctgaaa atgcagaata

17

tcccaaaagg
cgcgeecagce
gtatctcaac
ggceccagaaa
tcccaaggaa

cctaagggte

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3633
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gcgceccagea gtitggece

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

6
19
ADN

Secuencia artificial

Cebador mutante

modified_base
(18)..(18)
G-clamp

6

gcgceccagca gtttggece

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

7
19
ADN

Secuencia artificial

Cebador mutante

modified_base
(17)..(17)
G-clamp

7

gcgceccagcea gtttggece

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

8

25

ADN

Secuencia artificial

Cebador comun

8

gtcttctctg tttcagggca tgaac

ES 2656 961 T3

18

19

19

19

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

9

25

ADN

Secuencia artificial

<223> Sonda

<400>9

tactggtgaa aacaccgcag catgt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

10

25

ADN

Secuencia artificial

Cebador de tipo silvestre

10

atgtcaagat cacagatttt gggct

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

1"

25

ADN

Secuencia artificial

Cebador mutante

1"

atgtcaagat cacagatttt gggcg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de amplificacién especifica de alelo de una variante de una secuencia diana, existiendo la diana
en forma de varias secuencias variantes, comprendiendo el procedimiento:

(a) hibridar un primer y un segundo oligonucle6tido con al menos una variante de la secuencia diana; en el que el primer
oligonucledtido es al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana y el segundo
oligonucledtido es al menos parcialmente complementario de una o mas variantes de la secuencia diana y tiene al
menos un nucleétido selectivo complementario de una Unica variante de la secuencia diana en el nucleétido del extremo
3'; en el que dicho segundo oligonucleétido incorpora al menos una 9-(aminoetoxi)fenoxazin-2'-desoxicitidina en una
posicién 1, 2 o 3 nucledtidos en direccion 5' del nucledétido del extremo 3';

(b) extender el segundo oligonucleétido con una acido nucleico polimerasa, en el que dicha polimerasa es capaz de
extender dicho segundo oligonucleétido de manera eficiente cuando dicho segundo oligonucleétido hibrida con una
variante de la secuencia diana que es complementaria de al menos un nucle6tido selectivo, y de manera
sustancialmente menos eficiente cuando dicho segundo oligonucle6tido hibrida con una variante de la secuencia diana
que no es complementaria de al menos un nucleétido selectivo.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas una etapa (c) de deteccién del producto de
extension del cebador en la etapa (b).

3.  El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha acido nucleico polimerasa se selecciona de un grupo que
consiste en ADN polimerasa Taq, ADN polimerasa Z05, ADN polimerasa AZ05 y ADN polimerasa AZ05-Gold.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha acido nucleico polimerasa posee actividad nucleasa 3'-5'.

5.  El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que dicha acido nucleico polimerasa se selecciona de un grupo que
consiste en ADN polimerasa Pfu y Thermatoga Maritima.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que dicha variante de la secuencia de la etapa (a) es una mutacion
del gen de PIK3CA o de EGFR humano.

7.  El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho segundo oligonucleétido se selecciona de un grupo que
consiste en las SEQID NO: 6y 7.
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FIGURA 2A

1 ATGCGACCCTCCGGGACGGCCGGGGCAGCGCTCCTGGCGCTGCTGGCTGCGCTCTGCCCG

61 GCGAGTCGGGCTCTGGAGGAAAAGAAAGTTTGCCAAGGCACGAGTAACAAGCTCACGCAG
121 TTGGGCACTTTTGAAGATCATTTTCTCAGCCTCCAGAGGATGTTCAATAACTGTGAGGTG
181 GTCCTTGGGAATTTGGAAATTACCTATGTGCAGAGGAATTATGATCTTTCCTTCTTAAAG
241 ACCATCCAGGAGGTGGCTGGTTATGTCCTCATTGCCCTCAACACAGTGGAGCGAATTCCT
301 TTGGAAAACCTGCAGATCATCAGAGGAAATATGTACTACGAAAATTCCTATGCCTTAGCA
361 GTCTTATCTAACTATGATGCAAATAAAACCGGACTGAAGGAGCTGCCCATGAGAAATTTA
421 CAGGAAATCCTGCATGGCGCCGTGCGGTTCAGCAACAACCCTGCCCTGTGCAACGTGGAG
481 AGCATCCAGTGGCGGGACATAGTCAGCAGTGACTTTCTCAGCAACATGTCGATGGACTTC
541 CAGAACCACCTGGGCAGCTGCCAAAAGTGTGATCCAAGCTGTCCCAATGGGAGCTGCTGG
601 GGTGCAGGAGAGGAGAACTGCCAGAAACTGACCAAAATCATCTGTGCCCAGCAGTGCTCC
661 GGGCGCTGCCGTGGCAAGTCCCCCAGTGACTGCTGCCACAACCAGTGTGCTGCAGGCTGC
721 ACAGGCCCCCGGGAGAGCGACTGCCTGGTCTGCCGCAAATTCCGAGACGAAGCCACGTGC
781 AAGGACACCTGCCCCCCACTCATGCTCTACAACCCCACCACGTACCAGATGGATGTGAAC
841 CCCGAGGGCAAATACAGCTTTGGTGCCACCTGCGTGAAGAAGTGTCCCCGTAATTATGTG
901 GTGACAGATCACGGCTCGTGCGTCCGAGCCTGTGGGGCCGACAGCTATGAGATGGAGGAA
961 GACGGCGTCCGCAAGTGTAAGAAGTGCGAAGGGCCTTGCCGCAAAGTGTGTAACGGAATA
1021 GGTATTGGTGAATTTAAAGACTCACTCTCCATAAATGCTACGAATATTAAACACTTCAAA
1081 AACTGCACCTCCATCAGTGGCGATCTCCACATCCTGCCGGTGGCATTTAGGGGTGACTCC
1141 TTCACACATACTCCTCCTCTGGATCCACAGGAACTGGATATTCTGAAAACCGTAAAGGAA
1201 ATCACAGGGTTTTTGCTGATTCAGGCTTGGCCTGAAAACAGGACGGACCTCCATGCCTTT
1261 GAGAACCTAGAAATCATACGCGGCAGGACCAAGCAACATGGTCAGTTTTCTCTTGCAGTC
1321 GTCAGCCTGAACATAACATCCTTGGGATTACGCTCCCTCAAGGAGATAAGTGATGGAGAT
1381 GTGATAATTTCAGGAAACAAAAATTTGTGCTATGCAAATACAATAAACTGGAAAAAACTG
1441 TTTGGGACCTCCGGTCAGAAAACCAAAATTATAAGCAACAGAGGTGAAAACAGCTGCAAG
1501 GCCACAGGCCAGGTCTGCCATGCCTTGTGCTCCCCCGAGGGCTGCTGGGGCCCGGAGCCC

1561 AGGGACTGCGTCTCTTGCCGGAATGTCAGCCGAGGCAGGGAATGCGTGGACAAGTGCAAC
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FIGURA 2B
CTTCTGGAGGGTGAGCCAAGGGAGTTTGTGGAGAACTCTGAGTGCATACAGTGCCACCCA
GAGTGCCTGCCTCAGGCCATGAACATCACCTGCACAGGACGGGGACCAGACAACTGTATC
CAGTGTGCCCACTACATTGACGGCCCCCACTGCGTCAAGACCTGCCCGGCAGGAGTCATG
GGAGAAAACAACACCCTGGTCTGGAAGTACGCAGACGCCGGCCATGTGTGCCACCTGTGC
CATCCAAACTGCACCTACGGATGCACTGGGCCAGGTCTTGAAGGCTGTCCAACGAATGGG
CCTAAGATCCCGTCCATCGCCACTGGGATGGTGGGGGCCCTCCTCTTGCTGCTGGTGGTG
GCCCTGGGGATCGGCCTCTTCATGCGAAGGCGCCACATCGTTCGGAAGCGCACGCTGCGG
AGGCTGCTGCAGGAGAGGGAGCTTGTGGAGCCTCTTACACCCAGTGGAGAAGCTCCCAAC
CAAGCTCTCTTGAGGATCTTGAAGGAAACTGAATTCAAAAAGATCAAAGTGCTGGGCTCC
GGTGCGTTCGGCACGGTGTATAAGGGACTCTGGATCCCAGAAGGTGAGAAAGTTAAAATT
CCCGTCGCTATCAAGGAATTAAGAGAAGCAACATCTCCGAAAGCCAACAAGGAAATCCTC
GATGAAGCCTACGTGATGGCCAGCGTGGACAACCCCCACGTGTGCCGCCTGCTGGGCATC
TGCCTCACCTCCACCGTGCAGCTCATCACGCAGCTCATGCCCTTCGGCTGCCTCCTGGAC
TATGTCCGGGAACACAAAGACAATATTGGCTCCCAGTACCTGCTCAACTGGTGTGTGCAG
ATCGCAAAGGGCATGAACTACTTGGAGGACCGTCGCTTGGTGCACCGCGACCTGGCAGCC
AGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCAGCATGTCAAGATCACAGATTTTGGGCTGGCCAAA
CTGCTGGGTGCGGAAGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAAGTGCCTATCAAGTGG
ATGGCATTGGAATCAATTTTACACAGAATCTATACCCACCAGAGTGATGTCTGGAGCTAC
GGGGTGACTGTTTGGGAGTTGATGACCTTTGGATCCAAGCCATATGACGGAATCCCTGCC
AGCGAGATCTCCTCCATCCTGGAGAAAGGAGAACGCCTCCCTCAGCCACCCATATGTACC
ATCGATGTCTACATGATCATGGTCAAGTGCTGGATGATAGACGCAGATAGTCGCCCAAAG
TTCCGTGAGTTGATCATCGAATTCTCCAAAATGGCCCGAGACCCCCAGCGCTACCTTGTC
ATTCAGGGGGATGAAAGAATGCATTTGCCAAGTCCTACAGACTCCAACTTCTACCGTGCC
CTGATGGATGAAGAAGACATGGACGACGTGGTGGATGCCGACGAGTACCTCATCCCACAG
CAGGGCTTCTTCAGCAGCCCCTCCACGTCACGGACTCCCCTCCTGAGCTCTCTGAGTGCA
ACCAGCAACAATTCCACCGTGGCTTGCATTGATAGAAATGGGCTGCAAAGCTGTCCCATC

AAGGAAGACAGCTTCTTGCAGCGATACAGCTCAGACCCCACAGGCGCCTTGACTGAGGAC
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FIGURA 2C
AGCATAGACGACACCTTCCTCCCAGTGCCTGAATACATAAACCAGTCCGTTCCCAAAAGG
CCCGCTGGCTCTGTGCAGAATCCTGTCTATCACAATCAGCCTCTGAACCCCGCGCCCAGC
AGAGACCCACACTACCAGGACCCCCACAGCACTGCAGTGGGCAACCCCGAGTATCTCAAC
ACTGTCCAGCCCACCTGTGTCAACAGCACATTCGACAGCCCTGCCCACTGGGCCCAGAAA
GGCAGCCACCAAATTAGCCTGGACAACCCTGACTACCAGCAGGACTTCTTTCCCAAGGAA
GCCAAGCCAAATGGCATCTTTAAGGGCTCCACAGCTGAAAATGCAGAATACCTAAGGGTC

GCGCCACAAAGCAGTGAATTTATTGGAGCATGA
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