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ES 2775551713

DESCRIPCION
Deteccion de un acido nucleico diana y variantes

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de los métodos para la deteccion de acidos nucleicos. Los métodos de la
invencion son sumamente sensibles y especificos y, por lo tanto, son utiles, por ejemplo, para la deteccion de
mutaciones raras, o para la deteccion de variantes de baja abundancia en secuencias de acidos nucleicos.

Antecedentes de la invencion

La deteccién de acidos nucleicos presentes en cantidades muy bajas y/o a baja frecuencia es deseable para muchas
aplicaciones. La deteccion de mutaciones genéticas es importante, por ejemplo, para una gran cantidad de
enfermedades, tales como la fibrosis quistica, la anemia de células falciformes y el cancer. Se reconoce cada vez
mas que son necesarios métodos excepcionalmente sensibles y especificos para la deteccion de mutaciones, en
particular para muestras de bajo aporte tales como el ADN tumoral circulante (ADNftc) y el analisis de células
individuales. Los métodos convencionales actuales pueden adolecer de una serie de problemas, incluidos un
elevado requerimiento en cuanto a la cantidad de ADN de la muestra de entrada, un elevado costo por muestra,
flujos de trabajo complejos y laboriosos, una sensibilidad y/o especificidad insuficientes, y la falta de capacidad para
detectar secuencias de ADN mutadas de baja abundancia dentro de un fondo elevado de secuencias de tipo
silvestre normales (la denominada "fraccion de alelo mutante" (MAF)). Casi todos los métodos para la deteccion de
mutaciones se basan en la amplificacién del ADN mediante la utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para copiar, de forma exponencial, las regiones de ADN diana de interés utilizando una enzima de ADN
polimerasa.

Cuando el objetivo es el de discriminar entre una secuencia de tipo silvestre normal y una secuencia variante
(mutante) que puede presentar una diferencia tan pequefia como una unica base de nucleétidos, la fidelidad de la
enzima de ADN polimerasa puede convertirse en una limitacion significativa a la capacidad de discriminar (lo que
afecta a la mayoria de las medidas del rendimiento de la deteccion de mutaciones). Cada enzima polimerasa tiene
alguna tasa de error de incorporacién de base para cada cambio de base incorrecta posible, normalmente en el
intervalo de 0,5 a 300 errores por millon de pares de bases amplificados (es decir, de 5 x 107 a 3 x 10*). Para
muchas aplicaciones, estos errores en la incorporacion de base de polimerasa de una sola base son tolerables. Por
ejemplo, si se dispone de grandes cantidades de ADN y la MAF es de moderado a alto, por ejemplo, > 10-20%, una
PCR ordinaria puede ser suficiente. Sin embargo, en aplicaciones que implican la deteccion de variantes de baja
abundancia, existe una necesidad de métodos de deteccioén ultrasensibles para que una mutaciéon verdaderamente
positiva pueda ser discriminada con respecto a un falso positivo inducido por un error de la polimerasa. Los ensayos
actuales para la deteccion de mutaciones tienen limites de deteccién del 10-20% de MAF (secuenciaciéon de
Sanger), del 5-10% de la MAF (pirosecuenciacion), del 1-5% de MAF (secuenciacion de proxima generacion) y del
0,1% de MAF (PCR digital, COLD-PCR, secuenciacion ultraprofunda de proxima generacion).

La PCR digital es un método que divide una reaccién de PCR en muchas reacciones individuales mas pequefias de
modo que cada divisién de reaccién contiene de cero a solo unas pocas moléculas de secuencia diana. La division
de todas las moléculas es aleatoria y sigue una distribucion de Poisson. La division transforma la situaciéon de una
abundancia relativa extremadamente baja de una secuencia variante rara entre una abundancia de secuencias de
tipo silvestre, a una situacion en la que la mayoria de las divisiones tienen solamente secuencias de tipo silvestre y
algunas divisiones tienen una abundancia relativa muy elevada de la secuencia variante rara en comparacion con la
secuencia de tipo silvestre. El resultado es un aumento en la sensibilidad para la deteccién de secuencias variantes
raras debido a la dilucién de la secuencia de tipo silvestre dentro de cada divisiéon. Sin embargo, el error de la
polimerasa sigue siendo un problema importante incluso para la PCR digital que puede conducir a falsos positivos, lo
que afecta negativamente el rendimiento discriminatorio y los limites de deteccion.

Se han descrito diferentes métodos basados en PCR para el enriquecimiento y la deteccion de alelos y mutaciones
minoritarios, por ejemplo, por Milbury et al., Clin Chem. 2009 Abr.; 55 (4): 632-640, sin embargo, ninguno de estos
métodos es extremadamente sensible y de una implementacion facil.

El documento US 2012 describe métodos para analizar muestras de alto titulo que no se pueden dividir en un
numero suficiente de divisiones que contienen cero moléculas de acido nucleico por divisién para permitir el analisis
de Poisson (analisis de PCR digital).

Sumario de la invenciéon

Por lo tanto, existe una necesidad insatisfecha de métodos extremadamente sensibles para detectar acidos
nucleicos de baja abundancia con una frecuencia muy baja de falsos positivos.

Los inventores encontraron que en los métodos que emplean la PCR estandar, las tasas de error de la ADN
polimerasa crean una barrera de rendimiento hasta el limite de deteccién, debido a que como el ADN se amplifica
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exponencialmente a nimeros en los miles de millones de copias, se introducen errores de forma aleatoria en
muchas copias de ADN, que incluyen la generacion falsa de variantes de secuencia de interés, y estos errores se
copian y amplifican.

La maxima sensibilidad alcanzable en un ensayo de PCR digital estandar también esta limitada por la fidelidad de la
enzima polimerasa utilizada en la reacciéon. Cuando una secuencia de tipo silvestre es copiada incorrectamente por
la polimerasa, esto puede crear una copia portadora de una secuencia mutante falsa, y una reaccién de este puede
ser leida como positiva para la secuencia diana mutante. En funcién de cuantos ciclos de PCR se realizan y de con
qué ciclo se introduce la secuencia mutante falsa, la sefial puede ser indistinguible de la de un verdadero positivo v,
por lo tanto, se leera como un falso positivo. Si este evento de error de la polimerasa ocurre durante un ciclo de PCR
tardio, las sefales verdaderas positivas ya habran ganado una "ventaja inicial" con respecto a las potenciales
sefiales falsas positivas y puede haber una posibilidad de distinguir entre los verdaderos positivos y los falsos
positivos.

Los métodos de la invencion proporcionan de manera confiable a las reacciones verdaderas positivas una ventaja
constante en su sefial con respecto a las potenciales reacciones falsamente positivas.

Por lo tanto, la invencién proporciona un método que es capaz de contrarrestar las consecuencias de los errores de
la polimerasa para incrementar el rendimiento del ensayo en por lo menos un orden de magnitud. Los métodos de la
invencion permiten obtener una sensibilidad y especificidad sumamente elevadas, presentan un flujo de trabajo
simple y son relativamente econémicos.

La presente invencion proporciona métodos extremadamente sensibles para detectar acidos nucleicos de baja
abundancia con una frecuencia muy baja de falsos positivos. Los métodos de la invencién consisten en términos
generales en una etapa de reaccion de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) en la que se utiliza una elevada
temperatura de hibridacién, seguida por una etapa de PCR simétrica mas convencional en la que se utiliza una
temperatura de hibridacion mas baja, ambas llevadas a cabo dentro de reacciones divididas tales como PCR digital
en gotas (droplet digital PCR).

Los métodos para amplificar acidos nucleicos usando ensayos basados en PCR con cebadores de diferentes
temperaturas de fusion (Tm) son conocidos en la técnica. El documento W02006/094360, por ejemplo, describe una
Unica PCR de tubo cerrado, en la que se realizan dos PCR simétricas secuenciales. En una primera ronda, un acido
nucleico en un locus de interés se amplifica especificamente usando cebadores especificos para locus rotulados
adecuados para realizar una PCR exhaustiva. En una segunda ronda, el producto de la amplificacion de la primera
ronda se amplifica seguidamente utilizando cebadores de rétulo que tienen una Tm mas baja que los cebadores
especificos para locus rotulados.

Debido a la elevada sensibilidad y especificidad, los métodos de la invencién son utiles para la deteccion de
secuencias de acidos nucleicos de baja abundancia. En particular, los métodos son utiles para la deteccion de
variantes raras de una sola base entre un alelo de tipo silvestre sumamente abundante, e incluso son utiles cuando
la cantidad aportada de la muestra total es baja, como puede ser el caso de un ADN tumoral circulante (ADNtc) en
plasma sanguineo de un paciente.

En general, los métodos de la invencion consisten en una etapa de reaccion de polimerasa asimétrica incremental
(AIPR) seguida por una etapa de PCR simétrica mas convencional. En la etapa de AIPR, en general, solo se copia
una cadena de la secuencia de acido nucleico diana, lo que da lugar a una pluralidad de moldes para la PCR
simétrica convencional. Por lo tanto, mientras que en principio una PCR convencional es una amplificacion
exponencial, entonces en principio la AIPR es una amplificacion lineal. Para la amplificacion de cualquier secuencia
diana dada de interés, se disefian al menos dos cebadores que flanquean la secuencia de interés de modo que uno
de los cebadores (denominado en la presente como "cebador H”) tenga una temperatura de fusién muy elevada
(Tm) y el otro cebador en la cadena y orientacién opuestas, tiene una Tm mucho mas baja ("cebador L"). Las dos
etapas (AIPR y PCR) difieren en sus condiciones de termociclado y en los cebadores que son funcionalmente
activos durante cada etapa.

En la etapa de la AIPR, la secuencia diana monocatenaria es copiada por la polimerasa que se ceba usando el
oligonucledtido cebador H complementario a un extremo de la secuencia diana de interés y solamente una copia
Unica (por ejemplo, la secuencia complementaria al molde) es sintetizada por el ciclado térmico. Esto se logra
generalmente mediante ciclado térmico a: 1) una temperatura para desnaturalizar el ADN en moléculas
monocatenarias; 2) a una temperatura que es permisible para la alienacion del cebador H para cebar el copiado
monodireccional de la secuencia diana de interés por una ADN polimerasa, pero la temperatura no permisible para la
alienacion del cebador L; 3) a una temperatura para permitir la extension de la cadena sintetizada mediante una
ADN polimerasa, pero a la que el cebador L todavia no puede alienarse; 4) repetir las etapas 1 a 3 en ciclos
repetidos segun sea necesario, con una copia complementaria adicional sintetizada por ciclo que se ceba y se
extiende desde el cebador H. La copia sintetizada es el complemento de Watson-Crick de la secuencia
monocatenaria a la que se alinea el cebador H y, por lo tanto, cada copia sintetizada no se convierte en un molde
para amplificacion adicional durante ningun ciclo térmico de la etapa de la AIPR. De varias a realmente numerosas
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rondas de AIPR que copian solamente en una sola direccion se llevan a cabo mediante ciclado como arriba indicado
de las condiciones térmicas en donde solo el cebador H monodireccional es capaz de alinearse y de extenderse de
manera de sintetizar una cadena de acido nucleico. Por lo tanto, a partir de cada molde monocatenaria original y
para cada ciclo térmico, se genera una Unica secuencia diana complementaria de manera que, por ejemplo, después
de que se ejecute un nimero X de ciclos asimétricos, habra X nuevas moléculas de ADN complementarias al final de
la etapa para cada nimero Y de moléculas de molde de partida monocatenarias en la division (el nimero total de
nuevas moléculas de ADN complementarias en la division de reaccion sera, por lo tanto, X*Y). Por ejemplo, después
de 64 ciclos con solamente un molde diana monocatenaria en la division de reaccion, habra 1 molde monocatenario
mas 1*64 = 64 copias complementarias en la division. Con una probabilidad muy elevada, la gran mayoria de estas
nuevas moléculas sera una copia complementaria exacta de la molécula molde original, ya que la tasa de error de la
polimerasa es baja (se amplifican de 0,5 a 300 errores por millén de pares de bases) y, por ejemplo, solamente se
sintetizan 64 copias de varias docenas a varios miles de pares de longitud cada una. Incluso en el caso de que se
produjera un error de la polimerasa durante uno de estos ciclos de la AIPR en una division de reaccion que contenia
solo 1 molécula de secuencia diana de tipo silvestre y 0 secuencias diana mutantes para empezar, de las 64
moléculas de ADN nuevas, solamente 1 seria mutante entre las 63 no mutantes. Esta secuencia diana mutante
inducida por error seria potencialmente problematica si ocurriera en la posicién de secuencia exacta de mayor
interés, pero puede no ser problematica si ocurriera en otra posicion. Por el contrario, en una divisién de reaccién
positiva verdadera que comenzo con 1 molécula mutante verdadera de secuencia diana y 0 dianas de tipo silvestre,
habria 64 moléculas mutantes que contienen ADN nuevas, y de una manera sumamente rara, 63 moléculas que
contienen mutantes nuevas y 1 molécula falsamente de tipo silvestre. Por lo tanto, en una reaccién de PCR digital,
las divisiones de reaccién verdadero positivas tendrian de 62 a 64 moléculas diana mutantes adicionales que la
division, que ocurre raramente, que ahora contiene una secuencia mutante falso positiva debido al error de
polimerasa. Después de esta etapa de AIPR, comienza la etapa de PCR simétrica convencional y las divisiones de
reaccion positivas verdaderas tienen el equivalente de aproximadamente log2 (X) ciclos de "ventaja inicial” en
términos de copias moleculares con respecto a las divisiones de reaccioén falso positivas. En otras palabras, en el
ejemplo precedente con X = 64 ciclos asimétricos, las divisiones de reaccion verdadero positivas tendran
aproximadamente log2 (64) = 6 ciclos de ventaja inicial.

En un sistema de PCR digital que utiliza sondas fluorescentes desactivadas, complementarias a la secuencia diana
de interés, que se alinea a su secuencia diana y cuyo fluoréforo se escinde y por lo tanto no se desactiva por la
actividad de exonucleasa de una polimerasa, los fluoréforos liberados se acumulan en la division y aumentan su
sefial fluorescente. La PCR convencional se continia hasta que la sefal verdadera positiva sea discernible y la sefial
falso positiva todavia esta rezagada en un numero de ciclos. Se establece un umbral para separar las dos sefiales.
También pueden utilizarse otros métodos para detectar el producto de la PCR convencional.

La Figura 1 proporciona una vista general del método de acuerdo con una forma de realizacién de la invencion.

Una manera de lograr el copiado unidireccional de solo una cadena de molde durante la etapa asimétrica mientras
se evita el copiado en la direccion opuesta (cadena opuesta) consiste en solo incluir un Unico cebador durante la
etapa de AIPR y agregar el segundo cebador al comienzo de la etapa de PCR simétrica. Sin embargo, la mayoria de
los métodos de PCR digital basados en divisiones, no permiten actualmente la adicion de reactivos una vez que se
ha producido la division; por ejemplo, es dificil agregar reactivos a las gotas de reaccion en la PCR digital en gotas
(ddPCR).

Una divulgacion proporciona un método para el disefio de un ensayo que produce cebadores que permiten la AIPR
con ambos cebadores presentes en la reaccion, por medio de la utilizacion de pares de cebadores con temperaturas
de fusién muy diferentes. Se disefia un cebador de elevada Tm (cebador H) para una cadena al final de la secuencia
diana de interés y se disefia un cebador de baja Tm (cebador L) para la otra cadena en el otro extremo de la
secuencia diana de interés. Los métodos también incluyen medios para detectar alelos especificos. Dichos medios
pueden ser, por ejemplo, sondas especificas para alelos, posicionadas sobre una base variante. La etapa de la AIPR
se ejecuta a una temperatura muy elevada en la que el cebador H de elevada Tm es capaz de alinearse eficazmente
y el cebador L de baja Tm no lo es. La etapa de PCR simétrica convencional se ejecuta a una temperatura mas baja
que el cebador L de baja Tm y el cebador H de elevada Tm puede unirse de manera eficiente a moldes especificos.
Si el sistema utiliza sondas especificas para alelos, entonces éstas estan disefiadas preferentemente para que se
unan a la temperatura de alineacién mas baja o cerca de ella. La Tm de los cebadores, y por lo tanto, la actividad
durante las dos etapas, puede manipularse mediante la longitud del cebador, introduccién de no apareamiento de
secuencia disefiadas en el cebador y/o mediante modificaciones del cebador (por ejemplo, mediante el uso de
nucledtidos variantes, tales como bases de acido nucleico bloqueadas [ANB], u otras modificaciones de
oligonucledtidos tales como la adicién de un aglutinante de surco menor [MGB]). Es critico que la actividad del
cebador L se suprima durante la etapa de AIPR asimétrica porque siempre que se produce la union y extension del
cebador de baja Tm, se produce una copia simétrica de ambas cadenas, lo que aumenta el sustrato para potenciales
errores de polimerasa que luego se propagaran durante cada ciclo subsiguiente. Debido a esto, el disefio de ensayo
preferido en términos de evitaciéon de falsos positivos es uno en el que la diferencia entre la temperatura de
hibridacion de la etapa asimétrica y la temperatura de fusion del cebador de baja Tm es elevada.

La invencion se define por las reivindicaciones y proporciona un método para la deteccion de la presencia de una
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a) proporcionar una muestra que comprende acidos nucleicos de molde

b) proporcionar un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores especificamente
capaces de amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos diana, en donde el conjunto de cebadores al
menos comprende un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusiéon de cebador H es al menos
16 °C mayor que la temperatura de fusion del cebador L y en donde el cebador L contiene una secuencia
complementaria de un fragmento del producto de elongacion de cebador H,

c) proporcionar una polimerasa de acido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de
elongacion,

d) preparar reacciones de PCR divididas que comprenden cada una de ellas una parte de la muestra, el conjunto
de cebadores, la polimerasa de acido nucleico, reactivos de PCR y opcionalmente reactivos de deteccion

e) llevar a cabo una reaccién de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) que comprende las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacién, lo que desnaturaliza asi
el ADN en moléculas monocatenarias

ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridacion que permite la
hibridacioén del cebador H, pero no del cebador L,

iii. opcionalmente incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongacion,

iv. opcionalmente repetir las etapas i a iii,

v. amplificar asi solo una cadena de la secuencia de acidos nucleicos diana

f) llevar a cabo una reaccion de cadena de la polimerasa (PCR) que comprende las etapas de:

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi
el ADN en moléculas monocatenarias

2) incubar la PCR a una baja temperatura de hibridacion que permite la hibridacién tanto del cebador H como
del cebador L,

3) incubar la PCR a la temperatura de elongacion lo que permite asi la extension de los cebadores alineados
4) opcionalmente repetir las etapas Il a IV,

5) amplificar asi ambas cadenas de la secuencia de acidos nucleicos diana para obtener un producto de PCR

g) detectar si el producto de PCR comprende la secuencia de acidos nucleicos diana o la secuencia variante en
la secuencia de acidos nucleicos diana.

La invencion también proporciona un kit de partes que comprende:

a) un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores especificamente capaces de la
amplificacion de una secuencia de acido nucleico diana, en donde el conjunto de cebadores comprende al
menos un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusién del cebador H es al menos 16 °C mayor
que la temperatura de fusion del cebador L, y en donde el cebador L contiene una secuencia complementaria al
producto de elongacion del cebador H.

b) una sonda de deteccién que es capaz de hibridar con la secuencia de acido nucleico diana, estando dicha
sonda unida a al menos un fluoréforo y al menos un desactivador

c) una polimerasa de acido nucleico;

d) reactivos de PCR;

€) reactivos para preparar gotas que contienen reacciones de PCR divididas.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una vista general de un método de IBSAFE. La Figura 1A muestra la situacion en la que
esta presente un molde mutante. Durante la etapa de la AIPR, se generan copias complementarias de la
secuencia mutante. La temperatura se mantiene suficientemente elevada para que el cebador L y las sondas no
se alineen. En la etapa simétrica, el ADN mutante se amplifica exponencialmente. La Figura 1B muestra la
situacién en la que esta presente un molde de tipo silvestre, pero se produce un error de polimerasa. Durante la
etapa de la AIPR se generan varias copias de la secuencia de tipo silvestre, pero solo una copia de la secuencia
mutante erronea. La temperatura se mantiene suficientemente elevada para que el cebador L y las sondas no se
alineen. En la etapa simétrica, tanto el ADN de tipo silvestre como el ADN mutante erréneo se amplifican
exponencialmente; sin embargo, dado que hay muchas mas copias de ADN de tipo silvestre al inicio de la fase
exponencial, el ADN de tipo silvestre supera ampliamente al ADN mutante.

La Figura 2 muestra dos ejemplos especificos de disefios de ensayo para dos secuencias diana de interés,
ambas dentro del oncogén PIK3CA: la variante H1047R ubicada en el codén 3140 con cambio de nucleotidos de
A a G (arriba) y la variante E542K localizada en el codén 1624 con cambio de nucleétido G a A (abajo).
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La Figura 3 muestra graficos de PCR digital en gotas. La figura muestra la sefial de ADN mutante obtenida del
ensayo de mutacion PrimePCR™ (lado izquierdo) y de los ensayos IBSAFE (lado derecho) para la variante
PIK3CA H1047R (mitad superior) y para la variante PIK3CA E542K (mitad inferior). Las gotas (eje X) se indican
como puntos con su intensidad fluorescente (eje Y). Téngase en cuenta la falta de gotas falso positivas dentro de
las cavidades de control negativo cuando se utiliza el método IBSAFE (descrito en recuadros en las esquinas
superiores derechas de cada diagrama) en comparacion con el ensayo de mutacion PrimePCR™.

La Figura 4 muestra un disefio de ensayo experimental - disefio de ensayo dirigido a PIK3CA c¢.3140A> G
(H1047R) con versiones alternativas de cebador H (beta 1 y beta 2). El cebador H beta 1 es mas corto y, por lo
tanto, tiene una temperatura de fusién mas baja que el cebador H beta 2. Las sondas utilizadas en este ensayo
son sondas TagMan® MGB personalizadas (Applied Biosystems) que contienen un colorante indicador 5 (FAM o
HEX), un desactivador no fluorescente de 3’, y un aglutinante de surco menor de 3’ unido a la molécula
desactivadora.

La Figura 5 muestra graficos de la sefial mutante (especifica) que demuestra el efecto de la AIPR sobre la sefial
falso positiva. Se us6 el disefio de ensayo experimental que se muestra en la Figura 4, que incluye el cebador H
beta 1 o beta 2 junto con el cebador L, y las sondas especificas de mutacion y especificas de tipo silvestre (ver la
Figura 4) se ejecutaron con el molde de ADN positiva para mutacion (no se muestran, todos los ensayos
detectaron la mutacion) y el molde de tipo silvestre sin AIPR (A), con AIPR a una temperatura inferior (67 °C) (B)
y con AIPR a una temperatura mas elevada (74 °) (C). Los paneles D, E y F muestran sefiales mutantes
(especificas) y sin sefiales falso positivas que utilizan diferentes temperaturas de hibridacion de AIPR y
temperaturas de hibridacion simétricas; (D) ensayo IBSAFE para la mutacion PIK3CA E542K. En este ejemplo, la
AIPR se ejecuta con una temperatura de hibridacién de 75 °C y la etapa simétrica con una temperatura de
hibridacion a 46 °C; (E) ensayo de IBSAFE para la mutacion E545K en PIK3CA. En este ejemplo, la AIPR se
ejecuta con una temperatura de hibridacion a 75 °C y la etapa simétrica usando una temperatura de hibridacion a
46 °C; (F) ensayo de IBSAFE para la mutacion NRAS Q61R con AIPR usando una temperatura de hibridacion a
73 °C y la etapa simétrica usando una temperatura de hibridacién a 48 °C.

La Figura 6 muestra un ejemplo de comparacion del limite de deteccion: se muestran la frecuencia del alelo
mutante medida para el ensayo de mutacion PrimePCR™ (lado izquierdo) y los ensayos IBSAFE (lado derecho)
para la variante PIK3CA H1047R (panel superior y panel inferior) y la variante PIK3CA E542K (panel central).
Los paneles superior e intermedio muestran los resultados de ensayos que comprenden ADN de molde que
comprende 0, 0,01, 0,1 y 1% de ADN mutante (el resto es de tipo silvestre), mientras que el panel inferior
muestra los resultados de ensayos que comprenden ADN de molde que comprende 0, 0,001, 0,01, 0,1, 1y 10%
de ADN mutante. Las sefales falso positivas para el ensayo de mutacion PrimePCR™ indican que no se puede
confiar en los resultados con MAF al 0,01% (superposicién con el control negativo) y, por lo tanto, el limite inferior
de deteccion es del 0,1%. Por el contrario, para los ensayos de IBSAFE, el MAF al 0,01% es fiable, e incluso al
0,001% los resultados son confiables. El limite mas bajo de deteccion todavia no se ha ensayado
completamente, pero es probable, en funcidon del ensayo, que sea considerablemente menor que el 0,001%.

La Figura 7 muestra el disefio del ensayo (A) y los resultados (B) de un método de acuerdo con la invencion en el
que se utiliza un cebador L modificado por apareamiento fallido dirigido a la mutacién KRAS G13D.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones

Amplificacion: Amplificacion de un acido nucleico es la generacion de copias de dicho acido nucleico. La expresion
"par de cebadores capaces de amplificacion de un acido nucleico diana" como se usa en la presente se refiere a si
dicho par de cebadores se afiade a una PCR junto con el acido nucleico diana, nucledtidos y una polimerasa de
acido nucleico, entonces dicha PCR daran como resultado la produccién del acido nucleico diana.

Aproximadamente: El término "aproximadamente" como se usa en la presente se refiere a +/- el 10%, con
preferencia, +/- el 5%, por ejemplo, a +/- el 1%.

Temperatura de desnaturalizacion: La temperatura de desnaturalizacion es una temperatura que permite
desnaturalizar todas las moléculas de ADN en la muestra y/o en las reacciones de PCR y/o la AIPR para
desnaturalizar en moléculas monocatenarias. La temperatura de desnaturalizacion es, con preferencia,
suficientemente baja para asegurar que la polimerasa de acido nucleico no se desnaturaliza de modo permanente.
Normalmente, la temperatura de desnaturalizacién es una temperatura en el intervalo de 90 a 99 °C, como en el
intervalo de 92 a 97 °C, por ejemplo, en el intervalo de 94 a 95 °C.

Temperatura de elongacion: La temperatura de elongacion es una temperatura que permite la actividad enzimatica
de la polimerasa de acido nucleico. Normalmente, una polimerasa de acido nucleico tiene actividad en todo un
intervalo de temperaturas y asi, la temperatura de elongaciéon puede ser cualquier temperatura dentro de ese
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intervalo. La mayoria de las polimerasas de acido nucleico tienen una temperatura 6ptima, pero retienen actividad a
otras temperaturas que la temperatura optima. En estos casos, la temperatura de elongacién puede ser cualquier
temperatura donde la polimerasa de acido nucleico tiene actividad incluso si la temperatura no es la temperatura
o6ptima. La expresion "polimerasa de acido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de
elongaciéon" como se usa en la presente se refiere a que la polimerasa de acido nucleico es capaz de catalizar la
sintesis de una nueva cadena de acido nucleico complementaria de una cadena de molde a la temperatura de
elongacion. En algunas formas de realizacion de la invencion, la temperatura de elongacion esta cerca de la
temperatura de fusion del cebador H. Asi, se puede elegir una polimerasa de acido nucleico, que tiene actividad de
polimerasa a una temperatura cercana a la temperatura de fusion del cebador H y/o el cebador H se puede disefiar
para tener una temperatura de fusidon cercana a la temperatura de elongacién. La expresion "cerca de la
temperatura" como se usa en la presente puede estar, por ejemplo, dentro de +/- 5 °C, como +/- 2 °C, por ejemplo,
+/- 1 °C de dicha temperatura. Usualmente, la temperatura de elongacion esta en el intervalo de 65 a 80 °C, por
ejemplo, en el intervalo de 68 a 75 °C.

Temperatura de fusion: La temperatura de fusion de un cebador es la temperatura a la que el 50% del cebador forma
una doble hélice estable con su secuencia complementaria y el otro 50% se separa en moléculas monocatenarias.
La temperatura de fusiéon también se puede mencionar como Tm. La Tm como se usa en la presente se calcula
usando un método del vecino mas cercano basandose enl método descrito en Breslauer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
83, 3746-50 (1986) usando un parametro de concentracion salina de 50 mM y concentracion de cebador de 900 nM.
Por ejemplo, el método se implementa por medio del software "Multiple Primer Analyzer" de Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific Inc.

La expresién "par de cebadores capaces de la amplificacién de un acido nucleico diana" como se usa en la presente
se refiere a que, si dicho par de cebadores se afiade a una PCR junto con el acido nucleico diana, nucleotidos,
polimerasa de acido nucleico y otros reactivos de PCR, entonces dicha PCR dara como resultado la produccion del
acido nucleico diana. Uno de los cebadores del par de cebadores sera un cebador directo, mientras que el otro sera
un cebador inverso. Si el cebador H es un cebador directo, entonces, con preferencia, el cebador L es un cebador
inverso y viceversa.

Reactivos de PCR: los reactivos de PCR son reactivos que se afiaden a una PCR ademas de polimerasa de acido
nucleico, muestra y conjunto de cebadores. Los reactivos de PCR comprenden al menos nuclettidos. Ademas, los
reactivos de PCR pueden comprender otros compuestos tales como sales y tampones.

Cebador H y cebador L: un cebador H es un cebador que tiene una temperatura de fusion elevada, mientras que el
cebador L es un cebador que tiene una temperatura de fusién baja.

Conjunto de cebadores: un conjunto de cebadores contiene dos o mas cebadores diferentes. Un conjunto de
cebadores contiene al menos un par de cebadores especificamente capaces de la amplificacién de un acido nucleico
diana. Por otra parte, un conjunto de cebadores de acuerdo con la invencién contiene al menos un cebador H y un
cebador L. Asi, en formas de realizacion de la invencion, en donde el conjunto de cebadores contiene solo dos
cebadores diferentes, el conjunto de cebadores contiene un cebador H y un cebador L, en donde el cebador H y
cebador L son capaces de la amplificacion de un acido nucleico diana.

Acido nucleico diana: cualquier secuencia de acidos nucleicos, cuya presencia se desea detectar. El acido nucleico
diana puede ser, por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos asociada con una afeccion clinica.

Método para la detecciéon de una secuencia variante o un acido nucleico diana

La presente invencion proporciona métodos para la deteccion de la presencia de una secuencia variante en un acido
nucleico diana en una muestra.

Estos métodos pueden ser de utilidad para detectar si una secuencia variante esta presente en una muestra, que
puede comprender una mezcla de acidos nucleicos diana, en donde solo una porcién de los acidos nucleicos diana
puede comprender la secuencia variante. En particular, los métodos son de utilidad para detectar la presencia de
una secuencia variante en una muestra que comprende acidos nucleicos diana cuya menor fraccién solo puede
comprender potencialmente la secuencia variante.

Dicha secuencia variante puede ser cualquier secuencia variante que se desea detectar. Por ejemplo, la secuencia
variante se puede asociar con una afeccion clinica como se describe en la presente mas abajo con mayor detalle en
la seccion "Método para predecir la presencia de una afeccion clinica". En particular, la secuencia variante puede ser
cualquiera de las secuencias variantes descritas mas abajo en la seccion "Secuencia variante y secuencia de acidos
nucleicos diana".

La muestra puede ser cualquier muestra en la que se desea detectar si dicha secuencia variante esta presente. Por
ejemplo, si la secuencia variante es indicativa de una afeccion clinica, la muestra puede ser una muestra de un
individuo en riesgo de adquirir dicha afeccion clinica.
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La presente invencion también proporciona métodos para la deteccion de la presencia de una secuencia de acidos
nucleicos diana en una muestra.

Estos métodos pueden ser de utilidad para detectar si una secuencia de acidos nucleicos diana esta presente en
una muestra. Dicha muestra puede comprender una mezcla de acidos nucleicos de molde que comprende
potencialmente la secuencia de acidos nucleicos diana. En particular, los métodos son de utilidad para detectar la
presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana en una muestra, que potencialmente puede comprender solo
un nivel muy bajo de dicha secuencia de acidos nucleicos diana.

Dicha secuencia de acidos nucleicos diana puede ser cualquier secuencia de acidos nucleicos diana, que se desea
detectar. Por ejemplo, la presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana se puede asociar con una afeccion
clinica como se describe mas abajo en la presente con mayor detalle en la secciéon "Método para predecir la
presencia de una afeccion clinica". En particular, la secuencia de acidos nucleicos diana puede ser cualquiera de las
secuencias de acidos nucleicos diana descritas mas abajo en la seccion "Secuencia variante y secuencia de acidos
nucleicos diana".

La muestra puede ser cualquier muestra en la que es deseable detectar si dicha secuencia de acidos nucleicos
diana esta presente. Por ejemplo, si la secuencia de acidos nucleicos diana es indicativa de una afeccion clinica, la
muestra puede ser una muestra de un individuo en riesgo de adquirir dicha afeccion clinica.

Los métodos de deteccion de la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana o la presencia de un acido
nucleico variante en una muestra en general comprenden las siguientes etapas:

a) proporcionar una muestra que comprende acidos nucleicos de molde;

b) proporcionar un conjunto de cebadores que, por ejemplo, puede ser cualquiera de los grupos de cebadores
descritos mas abajo en la presente en la seccién "Conjunto de cebadores",

c) proporcionar una polimerasa de acido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de
elongacioén que, por ejemplo, puede ser cualquiera de las polimerasas de acido nucleico descritas mas abajo en
la presente en la seccion "Reactivos de PCR";

d) preparar reacciones de PCR divididas por ejemplo, como se describe mas abajo en la presente en la seccion
"Reacciones de PCR divididas"

e) llevar a cabo una reaccion de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) por ejemplo, como se describe mas
abajo en la presente en la seccidon "Reaccién de polimerasa incremental asimétrica”

f) llevar a cabo una reacciéon de cadena de la polimerasa (PCR), con preferencia, una reacciéon de PCR
exponencial como se describe mas abajo en la presente en la seccion "PCR exponencial”

g) detectar si el producto de PCR comprende la secuencia de acidos nucleicos diana o la secuencia variante en
la secuencia de acidos nucleicos diana, en donde dicha deteccion se puede llevar a cabo, por ejemplo, como se
describe mas abajo en la presente en la seccion "Deteccion”.

Cada reaccion de PCR dividida debe comprender al menos parte de la muestra, el conjunto de cebadores y
suficientes reactivos de PCR para permitir una reaccion de PCR. Los métodos y los reactivos de utilidad para llevar a
cabo una reaccion de PCR son bien conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo, cada reaccion de PCR
dividida puede comprender cualquiera de las polimerasas de acido nucleico y reactivos de PCR, descritas mas abajo
en la presente en la seccion "reactivos de PCR".

Segun el modo de deteccion de si el producto de PCR comprende la secuencia variante, cada reaccion de PCR
dividida también puede comprender reactivos de deteccion, como cualquiera de los reactivos de deteccién descritos
mas abajo en la seccion "Deteccion”.

Los métodos de la invencién son de utilidad, por ejemplo, para aplicaciones que requieren una discriminacién de alto
rendimiento entre dos secuencias cualesquiera de un numero de nucleétidos. Por ejemplo, los métodos de la
invencion son de utilidad para aplicaciones que requieren una discriminaciéon de alto rendimiento entre dos
secuencias cualesquiera que difiere en solo una o algunas bases de nucleétido y donde la tasa de error de
incorporacion de bases de polimerasa inherentes puede llevar a secuencias diana falso positivas de interés. Los
métodos se pueden usar con discriminacion a base de sondas de variantes de nucleétidos simples, por ejemplo,
como se describe mas abajo en la presente en la seccion "Deteccion” o con discriminacion a base de cebadores. El
método se puede aplicar a cualquier tipo de secuencias no modificadas o modificadas de acido desoxirribonucleico o
ribonucleico (ADN/ARN) de interés en cualquier organismo y de cualquier longitud de una docena de nucleétidos de
largo a muchos cientos a miles de nucleétidos de largo. El método se puede usar con cebadores no modificados o
modificados, con o sin sondas no modificadas o modificadas. El método se puede llevar a cabo en multiplex con
muchas interrogaciones simultaneas de multiples secuencias diana de interés.

En general, los métodos de la invencion tienen un limite de detecciéon muy bajo. Esto permite una deteccion de
secuencia de acidos nucleicos diana potencialmente presente en niveles muy bajos, y/o deteccién de la presencia de
secuencias variantes potencialmente presentes en niveles muy bajos en mezclas que comprenden otras secuencias
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de acidos nucleicos diana. En general, una gran diferencia entre la temperatura de fusion de cebador H y cebador L
puede permitir un limite muy bajo de deteccion. Las temperaturas de fusion de utilidad de cebador H y cebador L se
describen en la presente mas abajo. Ademas, una gran diferencia entre la alta temperatura de hibridacion y la baja
temperatura de hibridacion aplicada puede permitir un limite de detecciéon muy bajo. Las temperaturas de hibridacion
alta y baja de utilidad se describen en la presente mas abajo.

El limite de deteccion se puede determinar de varias formas. Por ejemplo, el limite de deteccién se puede determinar
mediante la determinacion de la fraccion de alelo mutante (MAF) minima que se puede diferenciar confiablemente de
un control negativo que contiene solo un molde de tipo silvestre. La fraccion de alelo mutante es la fraccion de alelos
mutantes detectados en comparacion con la cantidad total de alelos (tipo silvestre mas mutante) detectada. En
teoria, la MAF deberia ser cero cuando el molde de entrada es solo de tipo silvestre, sin embargo, debido a falsos
positivos, la fraccion puede ser mayor que cero. Los falsos positivos llevan a un limite de deteccién mas pobre para
un método porque la MAF muy baja en un verdadero positivo no se puede distinguir de la MAF muy baja detectada
en un verdadero negativo. Con preferencia, los métodos de la invencioén tienen un limite de deteccion MAF que es
inferior al 0,01%, por ejemplo, puede ser inferior al 0,001%. La MAF se puede determinar, por ejemplo, como se
describe mas abajo en la presente en el Ejemplo 1.

Un kit de partes
La presente divulgacion también proporciona un kit de partes que comprende:

a) un conjunto de cebadores que, por ejemplo, pueden ser cualquiera de los grupos de cebadores descritos en la
presente mas abajo en la seccién "Conjunto de cebadores",

b) una sonda de deteccion que es capaz de hibridar en la secuencia de acidos nucleicos diana, donde dicha
sonda se liga con al menos un fluoréforo y al menos un desactivador, en donde dicha sonda de deteccién, por
ejemplo, puede ser cualquiera de las sondas de deteccion descritas en la presente mas abajo en la seccion
"Deteccion”,

c) una polimerasa de acido nucleico que, por ejemplo, puede ser cualquiera de las polimerasas de acido nucleico
descritas en la presente mas abajo en la seccion "Reactivos de PCR";

d) reactivos de PCR que, por ejemplo, pueden ser cualquiera de los reactivos descritos en la presente mas abajo
en la seccién "Reactivos de PCR";

e) reactivos para preparar gotas que contienen reacciones de PCR divididas que, por ejemplo, pueden ser
cualquiera de los reactivos descritos en la presente mas abajo en la seccion "Reacciones de PCR divididas".

El kit de partes son particularmente Utiles para llevar a cabo los métodos de la invencion.
Secuencia variante y secuencia de acidos nucleicos diana

Como se describié con anterioridad, los métodos de la invencion son de utilidad para detectar la presencia de una
secuencia variante en una secuencia de acidos nucleicos diana.

Con frecuencia, dicha secuencia variante puede ser una secuencia mutada. Asi, la secuencia de acidos nucleicos
diana puede ser una secuencia de acidos nucleicos que puede estar presente ya sea como una secuencia de tipo
silvestre o como una secuencia mutada.

También es posible que la secuencia variante sea un polimorfismo, y asi, la secuencia de acidos nucleicos diana
puede estar presente como varios polimorfos diferentes. A fin de simplificar el analisis, la secuencia de acidos
nucleicos diana mas comun también se menciona en la presente como "secuencia de tipo silvestre" incluso a pesar
de que, estrictamente, también la secuencia variante en ciertas circunstancias se pueda considerar una secuencia
de tipo silvestre.

Asi, los métodos de la invencién pueden ser métodos para detectar la presencia de una secuencia variante en una
secuencia de acidos nucleicos diana, en donde dicha secuencia de acidos nucleicos diana potencialmente puede
estar presente como una secuencia de tipo silvestre o puede comprender la secuencia variante.

La secuencia variante puede diferir de la secuencia de tipo silvestre por sustituciones, supresiones y/o inserciones.
Puede ser preferible que tanto la secuencia de tipo silvestre como la secuencia variante se pueden amplificar en una
reaccion de PCR por el par de cebadores especificamente capaces de amplificacion de la secuencia de acidos
nucleicos diana. Por consiguiente, se puede preferir que la secuencia de tipo silvestre y la secuencia variante no
difieran demasiado de las otras en longitud. La secuencia variante puede diferir, por ejemplo, de la secuencia de tipo
silvestre por la insercion en el intervalo de 1 a 1000 nucleétidos, como en el intervalo de 1 a 100 nucledtidos, por
ejemplo, en el intervalo de 1 a 50 nucleétidos, como en el intervalo de 1 a 10 nucleétidos, por ejemplo, en el intervalo
de 1 a 5 nucledtidos, como la insercion de 1 nucleétido. De modo similar, la secuencia variante puede diferir, por
ejemplo, de la secuencia de tipo silvestre por supresion en el intervalo de 1 a 1000 nucleétidos, como en el intervalo
de 1 a 100 nucledtidos, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 50 nucleétidos, como en el intervalo de 1 a 10 nucledtidos,
por ejemplo, en el intervalo de 1 a 5 nucleétidos, como la supresion de 1 nucleétido. La secuencia variante también
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puede diferir de la secuencia de tipo silvestre por sustitucion, por ejemplo, por sustitucion en el intervalo de 1 a 1000
nucledtidos, como en el intervalo de 1 a 100 nucleétidos, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 50 nucleétidos, como en
el intervalo de 1 a 10 nucledtidos, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 5 nucledtidos, como la sustitucion de 1
nucleotido.

Asi, en una forma de realizacién de la invencion, la secuencia variante puede diferir de la secuencia de tipo silvestre
solo por un nucleétido, por ejemplo, por supresion, insercion o sustitucion de 1 nucleétido. De esta forma, la
secuencia variante puede ser una variacion de nucleétido simple o mutacién de nucleétido simple. La secuencia
variante también puede ser un polimorfismo, como un polimorfismo de nucleétido simple.

Como se explicdo con anterioridad, puede preferirse que tanto la secuencia de tipo silvestre como la secuencia
variante se puedan amplificar en una reaccion de PCR usando el par de cebadores especificamente capaces de la
amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos diana. Dicho par de cebadores consiste en un cebador directo y un
cebador inverso. Se prefiere que el cebador directo comprenda o incluso consista en una secuencia idéntica a una
parte de la secuencia diana, que esta presente tanto en la secuencia diana de tipo silvestre como en la secuencia
diana que comprende la secuencia variante. Sin embargo, también es posible que el cebador directo comprenda o
incluso consista en una secuencia idéntica a una parte de la secuencia diana esperada para algunas faltas de
apareamiento, por ejemplo, excepto para hasta 10 faltas de apareamiento, como hasta 5 faltas de apareamiento, por
ejemplo, hasta 2 faltas de apareamiento. De modo similar, se prefiere que el cebador inverso comprenda o incluso
consista en una secuencia complementaria de una parte de la secuencia diana, que esta presente tanto en la
secuencia diana de tipo silvestre como en la secuencia diana que comprende la secuencia variante. Sin embargo,
también es posible que el cebador inverso comprenda o incluso consista en una secuencia complementaria de una
parte de la secuencia diana esperada para algunas faltas de apareamiento, por ejemplo, excepto por hasta 10 faltas
de apareamiento, como hasta 5 faltas de apareamiento, por ejemplo, hasta 2 faltas de apareamiento. Los cebadores
pueden contener faltas de apareamiento por varias razones, por ejemplo, a fin de ajustar un cebador a una Tm
apropiada. De esa manera, los métodos de la invencién daran como resultado la amplificacion tanto de la secuencia
diana de tipo silvestre como la secuencia diana que comprende la secuencia variante. De esta forma, el producto de
PCR puede comprender tanto la secuencia de acidos nucleicos diana que comprende la secuencia variante y la
secuencia de acidos nucleicos diana que no tiene la secuencia variante.

La presencia de la secuencia variante se puede determinar luego por cualquier método disponible para el experto en
la técnica, por ejemplo, como se describe mas abajo en la presente en la seccion "Deteccion".

Como se describié con anterioridad en la presente, los métodos de la invencién se pueden usar para discriminar
entre dos secuencias muy similares y asi detectar la presencia de una secuencia variante similar a una secuencia de
tipo silvestre.

Hay muchas diferentes razones de por qué es deseable detectar una secuencia variante dada. Por ejemplo, la
secuencia variante se puede asociar con una afeccion clinica o un riesgo de adquirir una afeccién clinica. La
secuencia variante también puede proporcionar una huella o al menos contribuir con una huella de un individuo,
ayudando asi con la identificacion de un individuo. Esto puede tener aplicaciones forenses.

Sin embargo, los métodos de la invencién también se pueden usar simplemente para detectar la presencia de una
secuencia de acidos nucleicos diana dada. Dicha secuencia de acidos nucleicos diana puede ser cualquier
secuencia de acidos nucleicos, que se desea detectar. Por ejemplo, puede ser deseable detectar la presencia de
acidos nucleicos a partir de un patégeno extrafio. En general, se prefiere que la secuencia de acidos nucleicos diana
sea apropiada como un molde para polimerasas de acido nucleico.

Conjunto de cebadores

Los métodos descritos en el presente documento implican el uso de un conjunto de cebadores. El conjunto de
cebadores comprende al menos un par de cebadores especificamente capaces de la amplificacién de la secuencia
de acidos nucleicos diana y el conjunto de cebadores comprenden al menos un cebador H y un cebador L.

Esta comprendido dentro de la invencion que el cebador H y el cebador L puede constituir un par de cebadores
especificamente capaces de amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos diana. De esta forma, en algunas
formas de realizacién de la invencion, el conjunto de cebadores puede consistir en el cebador H y el cebador L.

En determinadas formas de realizacion de la divulgacion, las reacciones de PCR en porciones solo contienen los
siguientes acidos nucleicos: acidos nucleicos presentes en la muestra, cebador H, cebador L, nucleétidos libres y
opcionalmente una o varias sondas de deteccion.

Sin embargo, también es posible que el par de cebadores especificamente capaces de amplificacion de la secuencia
de acidos nucleicos diana sea diferente del cebador H y el cebador L. También esta comprendido dentro de la
divulgacién que el cebador L junto con un cebador, que no es el cebador H, constituye el par de cebadores
especificamente capaces de amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos diana.
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El par de cebadores especificamente capaces de amplificacién de la secuencia de acidos nucleicos diana consiste
en dos cebadores que se puede denotar como un cebador directo y un cebador inverso. El cebador directo es capaz,
con preferencia, de alinearse con la cadena complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana en el
extremo 5' o cerca del extremo 5' de la secuencia de acidos nucleicos diana. Con preferencia, el cebador directo
comprende una secuencia idéntica al extremo 5' de la secuencia de acidos nucleicos diana. El cebador directo
puede consistir incluso en una secuencia idéntica al extremo 5' de la secuencia de acidos nucleicos diana. En el
caso de que el cebador directo comprenda una secuencia no idéntica a la secuencia de acidos nucleicos diana, se
prefiere que el extremo 3' del cebador consista en una secuencia idéntica a la secuencia de acidos nucleicos diana.
El cebador inverso es capaz, con preferencia, de alinearse con la secuencia de acidos nucleicos diana en el extremo
3' o cerca del extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos diana. Con preferencia, el cebador inverso comprende
una secuencia complementaria del extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos diana. El cebador inverso incluso
puede consistir en una secuencia complementaria del extremo 3' de la secuencia de acidos nucleicos diana. En el
caso de que el cebador inverso comprenda una secuencia no complementaria de la secuencia de acidos nucleicos
diana, se prefiere entonces que el extremo 5' del cebador consista en una secuencia complementaria de la
secuencia de acidos nucleicos diana.

Se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador H y el cebador inverso pueda ser el cebador L.

También se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador H y el cebador inverso pueda ser un cebador,
que no es el cebador H ni el cebador L.

También se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador L y el cebador inverso pueda ser el cebador H.

También se contempla que el cebador directo pueda ser el cebador L y el cebador inverso pueda ser un cebador,
que no es el cebador H ni el cebador L.

En algunas divulgaciones en las que el cebador directo es el cebador H, se puede preferir que las reacciones de
PCR solo comprendan cebadores inversos que tienen una temperatura de fusion, que es al menos 10 °C inferior,
con preferencia, al menos 15 °C inferior, como al menos 20 °C inferior, por ejemplo, al menos 25 °C inferior, como al
menos 30 °C, como en el intervalo de 15 a 50 °C, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 40 °C inferior a la temperatura
de fusion de cebador H. En formas de realizacion de la invencion, en donde el conjunto de cebadores comprende
varios pares de cebadores que consisten en un cebador H y un cebador inverso, cada cebador inverso tiene, con
preferencia, la temperatura de fusién antes mencionada en relacion con el cebador H del par de cebadores.

En algunas divulgaciones en las que el cebador inverso es el cebador H, se puede preferir que las reacciones de
PCR solo comprendan cebadores directos con una temperatura de fusién, que es al menos 10 °C inferior, con
preferencia, al menos 15 °C inferior como al menos 20 °C inferior, por ejemplo, al menos 25 °C inferior como al
menos 30 °C, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 50 °C inferior, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 40 °C inferior a
la temperatura de fusion del cebador H. En formas de realizacion de la invencion, en donde el conjunto de cebadores
comprende varios pares de cebadores que consisten en un cebador H y un cebador directo, entonces cada cebador
directo tiene, con preferencia, la temperatura de fusiéon antes mencionada en relaciéon con el cebador H del par de
cebadores.

Los cebadores pueden ser cualquier oligonucleétido o acido nucleico capaz de actuar como un punto de inicio de la
sintesis de ADN en condiciones apropiadas. Estas condiciones pueden incluir aquellas de AIPR o PCR descritas en
la presente mas abajo en la seccidon "Reaccion de cadena de la polimerasa incremental asimétrica" o "PCR
exponencial".

En algunos casos, un cebador se puede rotular de modo detectable. En algunos casos, un cebador no se rotula de
modo detectable.

El largo de los cebadores puede depender de la secuencia de acidos nucleicos diana. Como se explica en la
presente en otra parte, el cebador H tiene una temperatura de fusién que es significativamente mayor que la
temperatura de fusion del cebador L. Si el conjunto de cebadores contiene mas cebadores que el cebador H y el
cebador L, entonces se prefiere que los demas cebadores se disefien para tener una temperatura de fusién similar a
la temperatura de fusion del cebador L o menor que la temperatura de fusion del cebador L. Sin embargo, esta
comprendido dentro de la invencién que el conjunto de cebadores pueda comprender mas de un cebador H. En tales
casos, se prefiere que cualquier cebador que, junto con cualquiera de los cebadores H que son capaces de la
amplificacion de un acido nucleico diana, tengan una temperatura de fusién similar a la temperatura de fusion del
cebador L o menor que la temperatura de fusiéon del cebador L.

De esta forma, el conjunto de cebadores comprende el cebador H y el cebador L, en donde el cebador H tiene una
temperatura de fusion que es al menos 10 °C mayor que la temperatura de fusion de todos los otros cebadores en el
conjunto de cebadores. Por ejemplo, el cebador H puede tener una temperatura de fusion que es de al menos 18 °C,
por ejemplo, de al menos 20 °C mayor que la temperatura de fusion de todos los otros cebadores en el conjunto de
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cebadores. El cebador H puede tener una temperatura de fusiéon incluso mayor, por ejemplo, una temperatura de
fusion que es al menos 25 °C mayor, como al menos 30 °C mayor que la temperatura de fusion de todos los otros
cebadores en el conjunto de cebadores. Si las reacciones de PCR divididas también comprenden una o varias
sondas, estas sondas también pueden tener una temperatura de fusion, que es al menos 16 °C, como al menos 18
°C, por ejemplo, al menos 20 °C menor que la temperatura de fusion de cebador H. Sin embargo, las sondas
también pueden tener mayores temperaturas de fusion.

En una forma de realizacion, el cebador H es el Unico cebador en el conjunto de cebadores que tiene una
temperatura de fusion al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusion del cebador L. En dicha forma de
realizacion, todos los otros cebadores tienen una temperatura de fusion, que es a lo sumo 10 °C mayor que la
temperatura de fusion del cebador L. Por ejemplo, todos los cebadores excepto el cebador H pueden tener una
temperatura de fusion dentro del intervalo de +/- 10 °C de la temperatura de fusién del cebador L, como dentro del
intervalo de + /- 8 °C de la temperatura de fusiéon del cebador L, por ejemplo, dentro del intervalo de +/-6 °C de la
temperatura de fusién del cebador L, como dentro del intervalo de +/- 4 °C de la temperatura de fusién del cebador
L. Si las reacciones de PCR divididas también comprenden una o varias sondas, dichas sondas también pueden
tener una temperatura de fusion dentro del intervalo de +/- 10 °C de la temperatura de fusion del cebador L, como
dentro del intervalo de +/- 8 °C de la temperatura de fusion del cebador L, por ejemplo, dentro del intervalo de +/-6
°C de la temperatura de fusién del cebador L, como dentro del intervalo de +/- 4 °C de la temperatura de fusion del
cebador L. Sin embargo, también esta comprendido dentro de la invencion que las sondas tengan una mayor
temperatura de fusion, por ejemplo, una temperatura de fusion de hasta 20 °C mayor que la temperatura de fusion
del cebador L.

En una forma de realizacion de la invencion, se prefiere que el conjunto de cebadores no comprenda cebadores:

a) que tienen una temperatura de fusion que esta en el intervalo de +/- 15 °C, con preferencia, en el intervalo de
+/- 20 °C, como en el intervalo de +/- 25 °C, por ejemplo, en el intervalo de +/- 10 °C de la temperatura de fusion
de cebador H, como dentro del intervalo de +/- 8 °C de la temperatura de fusién de cebador H, por ejemplo,
dentro del intervalo de + /-6 °C de la temperatura de fusién de cebador H, como dentro del intervalo de +/- 4 °C
de la temperatura de fusién de cebador H; y

b) que junto con el cebador H pueda constituir un par de cebadores especificamente capaces de la amplificacion
de la secuencia de acidos nucleicos diana.

En una forma de realizacion de la invencion, se prefiere que todos los cebadores dentro del conjunto de cebadores,
que junto con el cebador H pueden constituir un par de cebadores especificamente capaces de la amplificacion de la
secuencia de acidos nucleicos diana, tengan una temperatura de fusion de al menos 10 °C, con preferencia, de al
menos 15 °C, como de al menos 20 °C, por ejemplo, al menos 25 °C, como de al menos 30 °C, por ejemplo, en el
intervalo de 15 a 50 °C, como en el intervalo de 15 a 40 °C menor que la temperatura de fusién de cebador H.

De esta forma, el conjunto de cebadores comprende cebador H y cebador L, en donde el cebador H tiene una
temperatura de fusion que es al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusion de todos los otros cebadores en el
conjunto de cebadores. Por ejemplo, el cebador H puede tener una temperatura de fusién que es al menos 18 °C,
por ejemplo, al menos 20 °C mayor que la temperatura de fusidon de todos los otros cebadores en el conjunto de
cebadores. Si las reacciones de PCR divididas también comprenden una o varias sondas, estas sondas también
pueden tener una temperatura de fusion, que es al menos 16 °C, como al menos 18 °C, por ejemplo, al menos 20 °C
menor, por ejemplo, en el intervalo de 20 a 45 °C menor que la temperatura de fusién de cebador H. Sin embargo,
también estd comprendido dentro de la invencién que las sondas puedan tener una mayor temperatura de fusion,
incluso una temperatura de fusion similar a la temperatura de fusién de cebador H.

El experto en la técnica sera capaz de disefiar cebadores con una temperatura de fusion apropiada. En general, la
temperatura de fusion de un cebador puede depender del largo del cebador, la secuencia del cebador y también de
la presencia de analogos de nucleétidos. Hay algunas restricciones a la secuencia del cebador, porque debe ser
capaz de alinearse con la secuencia de acidos nucleicos diana y/o la secuencia complementaria. De esta forma,
dentro de la restriccion de la secuencia, el experto en la técnica puede disefiar un cebador con la temperatura de
fusion deseada ajustando el largo del cebador. La temperatura de fusion (Tm) puede determinarse como se
describié con anterioridad en la presente en la seccion "Definiciones".

La temperatura de fusion también puede depender de la presencia de analogos de nucledtidos y, de esta manera,
los cebadores que tienen una temperatura de fusion apropiada se pueden disefiar mediante el disefio de cebadores
que comprenden uno o varios analogos de nucleétidos. La temperatura de fusion también puede depender de la
presencia de faltas de apareamiento de nucleétido con el acido nucleico diana y, de esta manera, los cebadores que
tienen una temperatura de fusién apropiada se pueden disefiar para comprender una o varias faltas de apareamiento
de nucleotidos.

Los cebadores pueden incorporar caracteristicas adicionales que permiten la deteccién o inmovilizacion del cebador,

pero no alterar una propiedad basica del cebador (por ejemplo, actuar como un punto de inicio de la sintesis de
ADN). Por ejemplo, los cebadores pueden contener una secuencia de acidos nucleicos adicionales en el extremo 5'
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que no hibrida en la secuencia de acidos nucleicos diana o la secuencia complementaria a la secuencia de acidos
nucleicos diana, pero que facilita la clonacién o la deteccién de un producto amplificado. Por ejemplo, la secuencia
adicional puede comprender una escision de la enzima de restriccion y/o el sitio de reconocimiento. Una region del
cebador que es suficientemente complementaria a un molde para hibridar se puede mencionar en la presente como
una region hibridante. Los cebadores también se pueden ligar con rétulos, por ejemplo, rétulos fluorescentes,
funcionalizados o de unién. Dichos rétulos se pueden ligar con sus extremos, azlcares o bases nitrogenadas. Los
cebadores también pueden contener faltas de apareamiento en el extremo 3' en disefios en los que el cebador
discrimina entre secuencias de acidos nucleicos diana de tipo silvestre y variante, para disminuir o extinguir la
elongacion de la secuencia de molde no deseada.

El cebador puede ser un ADN monocatenario antes de la unién con un acido nucleico de molde. En algunos casos,
el cebador comprende inicialmente una secuencia bicatenaria, por ejemplo, el cebador puede formar un bucle de
horquilla. De esta forma, en general un cebador es un polinucleétido u oligonucleétido y con frecuencia, los
cebadores son ADN. Sin embargo, los cebadores de acuerdo con la invencidon pueden comprender uno o varios
analogos de nucledtidos, asi como pueden comprender acido ribonucleico (ARN).

Los analogos de nucleétidos son bien conocidos en la técnica y los cebadores y las sondas desveladas en el
presente documento pueden incorporar cualquier analogo de nucleétido de utilidad. Los analogos de nucleétidos
pueden ser, por ejemplo, analogos de nucleotidos con un grupo de azicar modificado, analogos de nucleétidos de
acidos nucleicos bloqueados (ANB), analogos de nucleétidos de acidos nucleicos peptidicos (PNA), analogos de
nucledtidos de acidos nucleicos de glicol (GNA), analogos de nucleétidos de acidos nucleicos de treosa (TNA),
analogos de nucledsidos biciclicos y triciclicos, acidos nucleicos de fosfonomonoéster que incorporan un grupo
fésforo en la estructura o los compuestos heterociclicos policiclicos que se pueden usar en vez de uno o varios de
los restos de base heterociclicos naturales.

En otra forma de realizacion, un cebador o una sonda utilizada en métodos y composiciones descritos en la presente
pueden comprender uno o varios nucledsidos universal. Los ejemplos no limitantes de nucledsidos universales son
5- nitroindol e inosina.

Los cebadores se pueden disefiar de acuerdo con parametros conocidos para evitar estructuras secundarias y
autohibridacion.

Los cebadores son asequibles en comercios de una cantidad de proveedores y se pueden preparar por medio de
varios métodos, pero no se limitan a la clonaciéon de las secuencias apropiadas y sintesis quimica directa usando
métodos bien conocidos en la técnica (Narang et al, Methods Enzymol. 68:90 (1979); Brown et al., Methods
Enzymol. 68:109 (1979)).

Cebador H y cebador L

Los métodos y kits de la invencion implican el uso de un conjunto de cebadores que comprenden un cebador H y un
cebador L, en donde la temperatura de fusiéon del cebador H es al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusion
del cebador L, y en donde el cebador L contiene una secuencia complementaria al producto de la elongacion del
cebador H. El conjunto de cebadores puede comprender otros cebadores, por ejemplo, como se describid
anteriormente en la seccion "Conjunto de cebadores", sin embargo, el conjunto de cebadores también puede
consistir en el cebador H y el cebador L, en donde el cebador H y el cebador L son especificamente capaces de la
amplificacién de la secuencia de acido nucleico diana.

El cebador H esta disefiado preferentemente como un cebador para la amplificacién de la secuencia diana o de la
secuencia complementaria a la secuencia diana. De este modo, el cebador H es preferentemente capaz de alinearse
a sea la secuencia de acido nucleico diana o con la secuencia complementaria a la secuencia de acido nucleico
diana. Por ejemplo, el cebador H puede ser capaz de alinearse a la cadena complementaria de la secuencia de
acido nucleico diana en el extremo 5' o cerca del extremo 5' de la secuencia de acido nucleico diana, o el cebador H
puede ser capaz de alinearse a la secuencia de acido nucleico diana en el extremo 3’ o cerca del extremo 3’ de la
secuencia de acido nucleico diana. Por lo tanto, el cebador H puede comprender una secuencia idéntica al extremo
5’ de la secuencia de acido nucleico diana. El cebador H puede consistir incluso en una secuencia idéntica al
extremo 5’ de la secuencia de acido nucleico diana. El cebador H también puede comprender una secuencia idéntica
a la secuencia de acido nucleico diana. De este modo, el cebador H puede comprender una secuencia
complementaria al extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico diana. El cebador H puede consistir incluso en una
secuencia complementaria al extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico diana.

De forma similar, el cebador L se disefia preferentemente como un cebador para la amplificaciéon de la secuencia
diana o de la secuencia complementaria de la secuencia diana. Si el cebador H esta disefiado para la amplificacion
de la secuencia diana, el cebador L esta disefiado preferentemente para la amplificacion de la secuencia
complementaria de la secuencia diana, y viceversa. Por lo tanto, el cebador L es preferentemente capaz de alinearse
con la secuencia de acido nucleico diana o con la secuencia complementaria a la secuencia de acido nucleico diana.
Si el cebador H es capaz de alinearse con la secuencia de acido nucleico diana, entonces el cebador L es
preferentemente capaz de alinearse a la secuencia complementaria de la secuencia de acido nucleico diana, y
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viceversa. Por ejemplo, el cebador L puede ser capaz de alinearse con la cadena complementaria de la secuencia
de acido nucleico diana en el extremo 5’ o cerca del extremo 5’ de la secuencia de acido nucleico diana, o el cebador
L puede ser capaz de alinearse a la secuencia de acido nucleico diana en el extremo 3’ o cerca del extremo 3’ de la
secuencia de acido nucleico diana. Por lo tanto, el cebador L puede comprender una secuencia idéntica al extremo
5’ de la secuencia de acido nucleico diana. El cebador L puede consistir incluso en una secuencia idéntica al
extremo 5’ de la secuencia de acido nucleico diana. El cebador L también puede comprender una secuencia idéntica
a la secuencia de acido nucleico diana. Por lo tanto, el cebador L puede comprender una secuencia complementaria
al extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico diana. El cebador L puede consistir incluso en una secuencia
complementaria al extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico diana.

En una forma de realizacién de la invencion, el cebador H comprende o consiste en una secuencia de nucledétidos,
que es idéntica a la secuencia en el extremo 5’ de la secuencia de acido nucleico diana y el cebador L comprende o
consiste en una secuencia idéntica a la secuencia complementaria del extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico
diana.

En otra forma de realizacién de la invencion, el cebador L comprende o consiste en una secuencia de nucleétidos,
que es idéntica a la secuencia en el extremo 5’ de la secuencia de acido nucleico diana y el cebador H comprende o
consiste en una secuencia idéntica a la secuencia complementaria del extremo 3’ de la secuencia de acido nucleico
diana.

Y en otra forma de realizacién mas de la invencion, el cebador L consta de dos partes, siendo una de las partes
complementaria o idéntica a un fragmento de la secuencia de acido nucleico diana y la otra parte no es
complementaria ni idéntica a la secuencia de acido nucleico diana. Tales cebadores también pueden denominarse
"cebador L modificado por apareamiento fallido" en el presente documento. Dicha parte que es complementaria o
idéntica a un fragmento de la secuencia de acido nucleico diana puede tener una temperatura de fusién muy baja, y
puede denominarse como la "parte no apareante del cebador L". La parte no apareante del cebador L puede
consistir normalmente en el intervalo de 7 a 15, nucleétidos, por ejemplo en el intervalo de 7 a 12 nucleétidos. Dicha
parte que no es complementaria ni idéntica a la secuencia de acido nucleico diana puede contener una secuencia
aleatoria y se puede denominar como la "parte no apareada del cebador L". La parte no apareada del cebador L
puede consistir normalmente de 2 a 8 nucleétidos, tal como en el intervalo de 2 a 6 nucleétidos, pero podria ser de 1
nucledtido o superior a 8 nucledtidos. Esto puede ser, en particular, el caso en formas de realizacién de la invencion
que comprenden una etapa de PCR a baja temperatura como se describié con anterioridad en la seccién "PCR a
baja temperatura”. El extremo 3’ de dicho cebador L puede estar, por ejemplo, en una base que varia entre una
secuencia de acido nucleico diana verdadera y no diana estrechamente homdloga. La parte no apareada, al ser
incorporada en acidos nucleicos recién sintetizados y después de la sintesis de la segunda cadena complementaria,
puede convertirse en una region de hibridacion apropiada.

El cebador H y el cebador L estan disefiados para tener las temperaturas de fusion como se indica en la presente. El
experto en la técnica sera capaz de disefiar un cebador H y un cebador L de manera que tengan las temperaturas de
fusion deseadas mediante el ajuste de la secuencia de los cebadores, la longitud de los cebadores y opcionalmente
la incorporacién de analogos de nucledtidos como se describe con anterioridad en la seccién "Conjunto de
cebadores".

El cebador H estd disefiado de manera que el cebador H tenga una temperatura de hibridacion que sea
significativamente mayor que la temperatura de hibridacion del cebador L, al menos 16 °C mas elevada. Por lo tanto,
la temperatura de fusion del cebador H puede ser al menos 16 °C mas elevada, por ejemplo al menos 18 °C mas
elevada, como por lo menos 20 °C mas elevada que la temperatura de fusion del cebador L. En algunas formas de
realizacion, se prefiere que la temperatura de fusién del cebador H sea al menos 30 ° mas elevada, tal como en el
intervalo de 30 a 50 °C.

Por lo general, se prefiere que la temperatura de fusion del cebador H sea tan elevada como sea posible, pero no
superior a la temperatura de elongacion funcional mas elevada de al menos una polimerasa de acido nucleico. Dicha
temperatura de elongacién no ha de ser necesariamente la temperatura 6ptima para dicha polimerasa de acido
nucleico, pero se prefiere que al menos una polimerasa de acido nucleico tenga actividad a la temperatura de fusion
del cebador H. Por lo tanto, la temperatura de fusion del cebador H puede acercarse o incluso superar los 80 °C.

El cebador H puede comprender uno o mas analogos de nucleétidos, por ejemplo cualquiera de los analogos de
nucledtidos descritos en la presente en la seccion "Conjunto de cebadores”. La incorporacion de algunos analogos
de nucleétidos puede aumentar la temperatura de fusion, y por consiguiente, el cebador H puede comprender, en
particular, andlogos de nucleotidos, en donde la incorporacion de dichos analogos de nucledtidos aumenta la
temperatura de fusion del cebador. Por lo tanto, el cebador H puede comprender uno o mas ANB, PNA, GNA y/o
TNA. Por ejemplo, el cebador H puede comprender en el intervalo de 1 a 20, tal como en el intervalo de 1 a 15, por
ejemplo en el intervalo de 5 a 10 analogos de nucleétidos, por ejemplo ANB.

Dado que también se prefiere que la temperatura de fusion del cebador L sea suficientemente elevada para asegurar
la hibridacién especifico del cebador L a la secuencia de acido nucleico diana/la secuencia complementaria de la
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secuencia de acido nucleico diana, y que la temperatura de fusién del cebador H deberia ser significativamente
mayor que la temperatura de fusion del cebador H, en tal caso, con frecuencia, la temperatura de fusién del cebador
H es de al menos 60 °C. La temperatura de fusién del cebador H también puede ser frecuentemente de al menos 70
°C. La temperatura de fusién del cebador H puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 60 a 90 °C, por ejemplo en
el intervalo de 60 a 85 °C, tal como en el intervalo de 70 a 85 °C, por ejemplo en el intervalo de 70 a 80 °C.

Es preferible que la temperatura de fusién del cebador L sea suficientemente elevada para asegurar la hibridacion
especifico del cebador L a la secuencia de acido nucleico diana/la secuencia complementaria de la secuencia de
acido nucleico diana, pero también significativamente menor que la temperatura de fusién del cebador H.
Frecuentemente, la temperatura de fusién del cebador L se halla en el intervalo de 30 a 55 °C, tal como en el
intervalo de 35 a 55 °C, preferentemente en el intervalo de 40 a 50 °C.

Reactivos de PCR

Los métodos de la invencion incluyen etapas para llevar a cabo la PCR. El experto en la técnica es consciente de
cémo llevar a cabo una PCR y qué reactivos pueden ser de utilidad para llevar a cabo una PCR. Estos reactivos se
mencionan como reactivos de PCR en la presente. El kit de partes de la invencién también comprende reactivos de
PCR.

Para la mayoria de los fines, los reactivos de PCR comprenden nucledtidos. De esta forma, los reactivos de PCR
pueden comprender desoxinucleosido trifosfatos (ANTPs), en particular todos los cuatro desoxinucleésido trifosfatos
(dNTPs) naturales.

Los reactivos de PCR comprenden con frecuencia moléculas de desoxirribonucledsido trifosfato, incluyendo todos de
dATP, dCTP, dGTP, dTTP. En algunos casos, se afiade dUTP.

Los reactivos de PCR también comprenden compuestos Utiles para asistir a la actividad de la polimerasa de acido
nucleico. De esta forma, el reactivo de PCR puede comprender un cation divalente, por ejemplo, iones magnesio.
Dichos iones magnesio se pueden afiadir en forma de, por ejemplo, cloruro de magnesio o acetato de magnesio
(MgClI2) o sulfato de magnesio.

Los reactivos de PCR también pueden comprender uno o varios de los siguientes:

- agentes bloqueantes no especificos como BSA o gelatina de piel bovina, betalactoglobulina, caseina, leche en
polvo u otros agentes bloqueantes comunes,

- acidos nucleicos de fondo no especificos/bloqueantes (por ejemplo, ADN de esperma de salmén),

- bioconservantes (por ejemplo, azida de sodio),

- potenciadores de la PCR (por ejemplo, Betaina, Trehalosa, etc.),

- inhibidores (por ejemplo, inhibidores de la ARNsa).

El reactivo de PCR también puede contener otros aditivos, por ejemplo, dimetilsulféxido (DMSO), glicerol, betaina
(mono)hidrato (N,N,N-trimetilglicina=[caroxi- metil]trimetilamonio), trehalosa, 7-Desaza-2'-desoxiguanosina trifosfato
(dC7GTP o 7-desaza-2'-dGTP), formamida (metanamida), cloruro de tetrametilamonio (TMAC), otros derivados de
tetraalquilamonio (por ejemplo, cloruro de tetraetiamonio (TEA-CI) y cloruro de tetrapropilamonio (TPrA- ClI),
detergente no iénico (por ejemplo, Triton X-100, Tween 20, Nonidet P-40 (NP-40)) o PREXCEL-Q.

Los reactivos de PCR pueden comprender un agente tamponante.

En algunos casos, se afiade un copolimero de bloque no iénico de 6xido de etileno/éxido de propileno a la fase
acuosa en una concentracion de aproximadamente el 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9% o
1,0%. Los biotensioactivos comunes incluyen tensioactivos no iénicos comunes como Pluronic F-68, Tetronics, Zonyl
FSN. Pluronic F- 68 puede estar presente en una concentracion de aproximadamente el 0,5% p/v.

En algunos casos, se puede sustituir sulfato de magnesio por cloruro de magnesio, en concentraciones similares. Un
amplio intervalo de tampones de PCR comunes comerciales de varios vendedores se puede sustituir para la
solucién tamponada.

Los métodos de la invencidon también implican el uso de una polimerasa de acido nucleico y el kit de partes de la
invencion también comprenden una polimerasa de acido nucleico. Dicha polimerasa de acido nucleico puede ser
cualquier polimerasa de acidos nucleicos, como una ADN polimerasa. La polimerasa de acido nucleico debera tener
actividad a la temperatura de elongacion.

En algunas formas de realizacion, la polimerasa de acido nucleico es una ADN polimerasa con actividad de

exonucleasa 5' a 3'. Este puede ser el caso particular en las formas de realizaciéon de la invencién, en las que los
métodos o los conjuntos implican el uso de una sonda de deteccién, como una sonda de deteccién Tagman.
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Se puede usar cualquier ADN polimerasa, por ejemplo, una ADN polimerasa con actividad de exonucleasa 5' a 3'
que cataliza la extension del cebador. Por ejemplo, se puede usar una ADN polimerasa termoestable.

En una forma de realizacion, la polimerasa de acido nucleico es una polimerasa Taq.
Reacciones de PCR divididas

Los métodos de la invencién comprenden una etapa de preparar reacciones de PCR divididas. La reacciéon de PCR
dividida se puede someter luego a una etapa de AIPR seguida por una o varias PCR como se describié en la
presente. La preparacion de reacciones de PCR divididas implica la division de la muestra en multiples fracciones
mas pequefas que comprende cada una un conjunto de cebadores, polimerasa de acido nucleico, reactivos de PCR
y opcionalmente reactivos de deteccion.

Las reacciones de PCR divididas se pueden preparar por medio de una cantidad de métodos diferentes. En general,
implica la divisiébn de las reacciones de PCR en compartimientos separados fisica y espacialmente. Dichos
compartimientos se pueden obtener en una cantidad de modos, por ejemplo, las reacciones de PCR se pueden
dividir en diferentes recipientes. Las reacciones de PCR divididas también se pueden preparar mediante la division
de la reaccién de PCR en cavidades de placas de microtitulacion. Las reacciones de PCR divididas también se
pueden preparar mediante la division de la reaccion de PCR en microcavidades, camaras microfluidicas, capilares,
fase dispersa de una emulsion, una camara (por ejemplo, una camara en una disposicion de camaras
miniaturizadas), una gota o una superficie de unién de acido nucleico. Las reacciones de PCR divididas también se
pueden preparar mediante la division de la reaccién de PCR en manchas discretas en un soporte sélido.

Se prefiere que las reacciones de PCR se dividan de modo tal que cada reaccion de PCR dividida solo comprenda
una pequena cantidad de acidos nucleicos de molde que comprenden la secuencia de acidos nucleicos diana. Si
bien la muestra normalmente se distribuye de forma aleatoria en las reacciones de PCR divididas, es posible que
algunas reacciones comprendan mas acidos nucleicos de molde que comprende la secuencia de acidos nucleicos
diana que otras. De hecho, algunas de las reacciones de PCR divididas pueden no comprender acidos nucleicos de
molde que comprenden la secuencia de acidos nucleicos diana, mientras que otras pueden comprender varias
copias. Si las copias del acido nucleico de molde se distribuyen de forma aleatoria entre las divisiones, algunas
divisiones no contienen copias, otras solo una copia vy, si la cantidad de divisiones es suficientemente grande, aun
otras deberan contener dos copias, tres copias e incluso mayores numeros de copias. La probabilidad de hallar
exactamente 0, 1, 2, 3 0 mas copias en una divisién, basada en una concentracion promedio dada del acido nucleico
de molde en las divisiones, se describe por una distribucion de Poisson. Algunas muestras no comprenderan acidos
nucleicos de molde que comprenden la secuencia diana y en tal forma de realizacion tampoco ninguna de las
reacciones de PCR divididas comprenderan acidos nucleicos de molde que comprenden la secuencia diana.

En una forma de realizacion, las reacciones de PCR divididas comprenden cada una a lo sumo 10, como a lo sumo
5 acidos nucleicos de molde que comprenden la secuencia de acidos nucleicos diana.

Un método muy util para preparar reacciones de PCR divididas es mediante la preparacion de gotas de reaccion
encerradas, en donde cada gota contiene una reaccion de PCR dividida. De esta forma, las reacciones de PCR
divididas pueden estar contenidas en gotas preparadas usando un generador de gotas.

El tamafo de tales gotas puede variar, pero las reacciones de PCR divididas pueden estar contenidas, por ejemplo,
cada una en una gota de un volumen en el intervalo de 1 a 10,000 picolitros, por ejemplo, aproximadamente 1000
picolitros.

Las gotas usadas en la presente pueden incluir composiciones en emulsion (o mezclas de dos o mas fluidos no
miscibles) por ejemplo, como se describe en la patente de EE.UU. N.° 7.622.280 o como se describe en los
Ejemplos en la presente mas abajo. Las gotas se pueden generar por dispositivos descritos en el documento
WO/2010/036352. El término emulsién, como se usa en la presente, puede referirse a una mezcla de liquidos no
miscibles (como aceite y agua).

Las emulsiones en fase oleosa y/o de agua en aceite permiten la compartimentalizacion de las mezclas de reaccion
dentro de gotas acuosas. Las emulsiones pueden comprender gotas acuosas dentro de una fase oleosa continua.
Las emulsiones proporcionadas en la presente pueden ser emulsiones de aceite en agua, en donde las gotas son
gotas de aceite dentro de una fase acuosa continua. Las gotas usadas en la presente se disefian normalmente para
evitar la mezcla entre los compartimientos, donde cada compartimiento protege sus contenidos de la evaporacion y
la coalescencia con los contenidos de otros compartimientos.

Las gotas se pueden generar para tener un diametro promedio de aproximadamente, menos de aproximadamente o
mas de aproximadamente o al menos aproximadamente 0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
100, 120, 130, 140, 150, 160, 180, 200, 300, 400 o 500 micrones. Las gotas pueden tener un diametro medio de
aproximadamente 0,001 a aproximadamente 500, aproximadamente 0,01 a aproximadamente 500,
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 100, aproximadamente
0,01 a aproximadamente 100 o aproximadamente 1 a aproximadamente 100 micrones. Los métodos microfluidicos
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de produccioén de gotas en emulsion usando enfoque de flujo cruzado por microcanales o agitacion fisica se conocen
por producir ya sea emulsiones monodispersas o polidispersas. Las gotas pueden ser gotas monodispersas. Las
gotas se pueden generar de modo tal que el tamafo de las gotas no varie en mas de mas o menos el 5% del
tamafio promedio de las gotas. En algunos casos, las gotas se generan de modo tal que el tamafio de las gotas no
varie en mas de mas o menos el 2% del tamafio medio de las gotas. Un generador de gotas puede generar una
poblacién de gotas a partir de una muestra simple, en donde ninguna de las gotas varia de tamafio en mas de mas o
menos aproximadamente el 0,1%, 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%, 4,5%, 5%, 5,5%, 6%, 6,5%, 7%, 7,5%,
8%, 8,5%, 9%, 9,5% o 10% del tamafio medio de la poblacién total de gotas.

La mayor estabilidad mecanica puede ser de utilidad para manipulaciones microfluidicas y mayor procesamiento
fluidico por cizallamiento (por ejemplo, en capilares microfluidicos o por medio de giros de 90 grados, como valvulas,
en via fluidica). Las gotas o capsulas tratadas pre- y postérmicamente pueden ser mecanicamente estables a las
manipulaciones con pipeta estandar y centrifugacion.

Las gotas pueden ser polidispersas o monodispersas, generadas por medio de agitacién, sonicacion o
microfluidicamente por medio de una unién de canal T u otro medio por los familiarizados con la técnica.

Una gota se puede formar por flujo de una fase oleosa por medio de una muestra acuosa. La fase acuosa puede
comprender una solucion tamponada y reactivos para llevar a cabo una reaccién de PCR, incluyendo nucleoétidos,
cebadores, sondas para la deteccion fluorescente, acidos nucleicos de molde, enzima de ADN polimerasa y
opcionalmente, enzima de transcriptasa inversa.

La fase acuosa en general comprende la muestra, los reactivos de PCR, la polimerasa de acido nucleico, el conjunto
de cebadores y opcionalmente los reactivos de deteccion.

La fase oleosa puede comprender un aceite de base fluorada que se puede estabilizar adicionalmente por
combinacién con un tensioactivo fluorado como un poliéter perfluorado. En algunos casos, el aceite de base puede
ser uno o varios de HFE 7500, FC-40, FC-43, FC-70 u otro aceite fluorado comun. En algunos casos, el tensioactivo
anionico es Ammonium Krytox (Krytox-AM), la sal de amonio de Krytox FSH o derivado de morfolino de Krytox-FSH.

La fase oleosa también puede comprender un aditivo para ajustar las propiedades del aceite, tales como presion del
vapor o viscosidad o tension superficial. Los ejemplos no limitantes incluyen perfluoro-octanol y 1H,1H,2H,2H-
Perfluorodecanol.

La emulsién se puede formular para producir gotas altamente monodispersas con una pelicula interfacial de tipo
liquido que se puede convertir por calentamiento en microcapsulas con una pelicula interfacial de tipo sélido; tales
microcapsulas se pueden comportar como biorreactores capaces de retener sus contenidos a través del proceso de
reaccion como AIPR o amplificacién por PCR. La conversion en forma de microcapsula se puede producir después
del calentamiento. Por ejemplo, esta conversion se puede producir a una temperatura de mas de aproximadamente
50, 60, 70, 80, 90 o 95 grados Celsius. En algunos casos, este calentamiento se produce usando un termociclador.
Durante el proceso de calentamiento, se puede usar una capa de fluido o aceite mineral para evitar la evaporacion.
Las capsulas biocompatibles pueden ser resistentes a la coalescencia y/o la floculacion a través de un amplio
intervalo de procesamientos térmicos y mecanicos.

En algunos casos, la gota se genera usando un generador de gotas asequible en comercios, como generador de
gotas Bio- Rad QX100™. AIPR y PCR se pueden llevar a cabo usando aparatos asequibles en comercios y las
gotas se pueden analizar usando un lector de gotas asequible en comercios como generador, como lectora de gotas
Bio-Rad QX100™.

Reaccion de polimerasa incremental asimétrica

Los métodos de la invencion comprenden una etapa de reaccion de polimerasa incremental asimétrica (AIPR). Es
importante que la AIPR se lleve a cabo antes de cualquier etapa de PCR exponencial. Por consiguiente, en la etapa
general €) se lleva a cabo antes de la etapa f). La AIPR comprende las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridacion que permite la hibridacion
del cebador H, pero no del cebador L,

iii. opcionalmente incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongacion,

iv. opcionalmente repetir las etapas i a iii.

En general, AIPR es una reaccion asimétrica que da como resultado una amplificacion de solo una cadena de la
secuencia de acidos nucleicos diana. De esta forma, con preferencia, la reaccion de PCR no comprende otro
cebador que, junto con el cebador H es capaz de la amplificacién de la secuencia de acidos nucleicos diana, en
donde dicho otro cebador tiene una temperatura de fusion similar o mayor que la temperatura de fusién de cebador
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H. En formas de realizacion de la invencion, en donde el grupo de primer comprende multiples cebadores H se
prefiere que la reaccion de PCR no comprende otros cebadores, que junto con cualquiera de los cebadores H son
capaces de amplificacién de cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos dianas en donde dichos otros
cebadores tienen una temperatura de fusién similar o mayor que la temperatura de fusiéon de cebador H. Las
temperaturas de fusion preferidas de los cebadores se describen en la secciéon "Conjunto de cebadores" y "el
cebador L y el cebador H". De esta forma, a la elevada temperatura de hibridacion solo el cebador H sera alienado
dando como resultado la polimerizacién solo del cebador H. De esta forma, varias rondas de AIPR llevan a
amplificacién de solo una cadena de la secuencia de acidos nucleicos diana y AIPR es asi en principio una
amplificacion lineal.

Con frecuencia, la polimerasa de acido nucleico tiene una actividad de elongacién a la elevada temperatura de
hibridacion. En tales formas de realizacion, la elevada temperatura de hibridacién también se puede considerar la
temperatura de elongacion incluso si la elevada temperatura de hibridacién no es la éptima temperatura para la
polimerasa de acido nucleico. De esta forma, la AIPR puede comprender solo dos etapas que se repiten, es decir,
una etapa de desnaturalizacion por incubacion en la temperatura de desnaturalizacion y una etapa combinada de
hibridacién y elongacién de cebador H por incubacion a la elevada temperatura de hibridacion. En dichas formas de
realizacion, el cebador H se disefia, con preferencia, para tener una temperatura de fusion, a una temperatura a la
que la polimerasa de acido nucleico tiene suficiente actividad para catalizar la elongacién de cebador H.

Por consiguiente, la AIPR de la etapa e) puede comprender las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridacion que permite la hibridacion
del cebador H, pero no del cebador L, en donde la elevada temperatura de hibridacién también es la temperatura
de elongacion, lo que permite asi la extension del cebador H alienado;

iii. repetir las etapas i a ii,

En otras formas de realizacién de la invencion, la temperatura de fusién de cebador H es diferente de la temperatura
de elongacion. En tales formas de realizacion, la AIPR de la etapa e) puede comprender las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridaciéon que permite la hibridacion
del cebador H, pero no del cebador L,

iii. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongacion, lo que permite asi la elongacion del
cebador H alienado,

iv. repetir las etapas i a iii.

La etapa i. de incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacién, se lleva a cabo
suficientemente largo tiempo para desnaturalizar el ADN en moléculas monocatenarias. Es posible que la etapa i. se
lleve a cabo durante un periodo mas largo durante el primer ciclo de la AIPR que en los ciclos posteriores. El experto
en la técnica sera capaz de seleccionar los tiempos apropiados para la incubacidon a la temperatura de
desnaturalizacion. En el primer ciclo, la incubacion a la temperatura de desnaturalizaciéon puede estar, por ejemplo,
en el intervalo de 0,5 a 10 min (por ejemplo, para ADN polimerasas de inicio en caliente), mientras que en los
siguientes ciclos, la incubacion a la temperatura de desnaturalizacion, por ejemplo, puede estar en el intervalo de 0,1
a2 min.

De modo similar, el experto en la técnica sera capaz de seleccionar los tiempos apropiados para incubacion a la
elevada temperatura de hibridacion/temperatura de elongacién. En el dltimo ciclo, la incubacion a la temperatura de
elongacién puede ser mas larga que en los otros ciclos, por ejemplo, en el intervalo de 0,5 a 10 min, mientras que en
los otros ciclos, la incubacién a la temperatura de elongacion puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2
min. Como se destacé con anterioridad, la elevada temperatura de hibridacion puede ser la misma que la
temperatura de elongacion. En formas de realizacion en las que la elevada temperatura de hibridacion es diferente
de la temperatura de elongacion, entonces la incubacién a la temperatura de hibridacion podria estar, por ejemplo,
en el intervalo de 0,1 a 2 min.

Las etapas i a ii se pueden repetir una cantidad apropiada de veces. En general, las etapas i a ii se repiten una
cantidad de veces suficientes para asegurar una ocurrencia muy baja o ninguna ocurrencia de sefiales falso
positivas. Por ejemplo, las etapas i. a ii. se pueden repetir en el intervalo de 8 a 256 veces, con preferencia, en el
intervalo de 16 a 128 veces, por ejemplo, en el intervalo de 32 a 128 veces, por ejemplo, aproximadamente 64
veces, como 64 veces.

En formas de realizacion de la invencion, en donde la elevada temperatura de fusion y la temperatura de elongacion

son diferentes, las etapas i. a iii. se pueden repetir en el intervalo de 8 a 256 veces, con preferencia, en el intervalo
de 16 a 128 veces, por ejemplo, en el intervalo de 32 a 128 veces, por ejemplo, aproximadamente 64 veces, como
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64 veces.

Se prefiere que, durante la AIPR, se lleve a cabo solo un copiado incremental. En otras palabras, se prefiere que
solo una cadena del acido nucleico diana sirva como un molde para copiado durante la AIPR. Si el cebador H es
alineado a una secuencia complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana, entonces se prefiere que solo
la cadena que comprende la secuencia de acidos nucleicos diana se sintetice durante la AIPR. Como la AIPR es
monodireccional, dichas cadenas pueden tener diferente longitud, pero comprenden, con preferencia, al menos la
secuencia de acidos nucleicos diana. En esta forma de realizacioén, la secuencia complementaria de la secuencia de
acidos nucleicos diana, con preferencia, no se sintetiza durante la etapa de AIPR. De modo similar, si el cebador H
se alinea con la secuencia de acidos nucleicos diana, entonces se prefiere que solo la cadena que comprende la
secuencia complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana se sintetice durante la AIPR. Si bien la AIPR
es monodireccional, dichas cadenas pueden tener diferentes longitudes, pero comprenden, con preferencia, al
menos la secuencia complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana. En esta forma de realizacion, la
secuencia de acidos nucleicos diana no se amplifica, con preferencia, durante la AIPR.

De esta forma, en una forma de realizacion de la invencion, la etapa e) resulta en la elongacién del cebador H, pero
en ninguna elongacion detectable del cebador L. Por ejemplo, la etapa e) puede dar como resultado una elongacion
de cebador H, pero ninguna elongacién del cebador L.

En una forma de realizacion, la etapa €) resulta en la elongacion del cebador H, pero en ninguna elongacion
detectable de cualquier otro cebador. Por ejemplo, la etapa e) puede resultar en una elongacion de cebador H, pero
ninguna elongacion de cualquier otro cebador.

La alta temperatura de hibridaciéon se selecciona para permitir la hibridacién del cebador H, pero no del cebador L.
Por consiguiente, se prefiere que la elevada temperatura de hibridacion se fije significativamente mas alta que la
temperatura de fusion del cebador L. De esta forma, la elevada temperatura de hibridacion en la etapa e) puede ser
al menos 10 °C mayor, con preferencia, al menos 15 °C mayor, por ejemplo, al menos 20 °C, como al menos 25 °C
mayor que la temperatura de fusion del cebador L.

La alta temperatura de hibridacion se podria fijar, por ejemplo, para ser aproximadamente la temperatura de fusion
del cebador H. Sin embargo, también podria ser un poco menor.

PCR de baja temperatura

En algunas formas de realizacion de la divulgacion, los métodos comprenden una etapa de PCR de baja
temperatura que se lleva a cabo después de completar la AIPR y antes de la PCR exponencial.

En tales formas de realizacién, el cebador L es normalmente un cebador L modificado por apareamiento fallido como
se describié con anterioridad en la presente.

Este puede ser el caso en particular en objetos dificiles (por ejemplo, un objetivo con una secuencia muy homologa
en otra parte en el genoma, como un pseudogén), este cebador L modificado por apareamiento fallido puede permitir
el uso de un cebador L mas corto que es mas especifico para el objetivo real.

La PCR a baja temperatura normalmente implica las etapas de:

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

2) incubar la PCR a una muy baja temperatura de hibridacion que permite la hibridacion tanto del cebador H
como de la parte no apareante del cebador L,

3) incubar la PCR a la temperatura de elongacion lo que permite asi la extension de los cebadores alineados

4) opcionalmente repetir las etapas 1) a 3), obteniendo asi un producto de PCR.

Esta etapa permitira la amplificacién de un producto que incorpora la parte apareante del cebador L. Una vez que
haya disponible suficiente de dicho producto, entonces se puede llevar a cabo una PCR exponencial normal usando
una baja temperatura de hibridacion que, por ejemplo, puede ser aproximadamente la temperatura de fusién del
cebador L.

En general la muy baja temperatura de hibridaciéon es menor que la baja temperatura de hibridacién. Normalmente,
la muy baja temperatura de hibridacion es al menos 5 °C, con preferencia, al menos 10 °C, con mayor preferencia, al
menos 15 °C, como al menos 20 °C menor que la baja temperatura de hibridacién. Por ejemplo, la muy baja
temperatura de hibridacion esta en el intervalo de 5 a 30 °C menor que la baja temperatura de hibridacion, por
ejemplo, la muy baja temperatura de hibridacién puede estar en el intervalo de 20 a 25 °C menor que la baja
temperatura de hibridacion. De esta forma, la muy baja temperatura de hibridacion puede ser al menos 20 °C menor,
por ejemplo, al menos 25 °C, como al menos 30 °C, por ejemplo, al menos 35 °C menor que la temperatura de
fusion de cebador H.
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Normalmente, las etapas 1) a 3) se pueden repetir mas de una vez, por ejemplo, en el intervalo de 1 a 40. Por
ejemplo, las etapas 1) a 3) se repiten en el intervalo de 2 a 10 veces, por ejemplo, 4 a 6 veces. Con frecuencia, se
prefiere que la cantidad total de ciclos de PCR realizados durante la PCR a baja temperatura y la PCR exponencial
estén en el intervalo de 20 a 40, como en el intervalo de 20 a 30. De esta forma, segun cuantas veces se repiten las
etapas | a lll de la PCR exponencial, las etapas 1) a 3) de la PCR a baja temperatura se pueden repetir para
alcanzar una cantidad total de ciclos en el intervalo de 20 a 40, como en el intervalo de 20 a 30.

PCR exponencial

Los métodos de la invencidon comprenden una etapa de llevar a cabo una reaccién de cadena de la polimerasa
(PCR). A fin de discriminar esta etapa de la AIPR, esta etapa también se puede referir como "PCR exponencial". En
los métodos de la invencion, la reaccion de cadena de la polimerasa se lleva a cabo luego de la AIPR. La PCR
exponencial puede comprender en general las etapas de:

I. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacién, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

II. incubar la PCR a una baja temperatura de hibridacion que permite la hibridacion tanto del cebador H como del
cebador L,

[ll. incubar la PCR a la temperatura de elongacion lo que permite asi la extension de los cebadores alineados

IV. opcionalmente repetir las etapas | a lll, obteniendo asi un producto de PCR.

La incubacion a la baja temperatura de hibridacién permite, con preferencia, la hibridacion de ambos cebadores del
par de cebadores especificamente capaces de amplificacién de la secuencia de acidos nucleicos diana. Por
consiguiente, la PCR exponencial resultara en la amplificacion de ambas cadenas de la secuencia de acidos
nucleicos diana. En teoria, dicha amplificacion sera exponencial y asi, se puede mencionar como "PCR
exponencial”, aunque en la practica, también es posible que no sea completamente exponencial.

La PCR exponencial se puede llevar a cabo de cualquier manera, por ejemplo, de cualquier manera convencional
para llevar a cabo la PCR conocida por el experto en la técnica.

La etapa |. para incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion se lleva a cabo
durante un tiempo suficiente para desnaturalizar el ADN en moléculas monocatenarias. Es posible que la etapa |. se
lleve a cabo durante un periodo mas largo durante el primer ciclo de la PCR que en los ciclos posteriores. El experto
en la técnica sera capaz de seleccionar tiempos apropiados para la incubacidén a la temperatura de
desnaturalizacion. En el primer ciclo, la incubacion a la temperatura de desnaturalizaciéon puede estar, por ejemplo,
en el intervalo de 0,5 a 10 min, mientras que en los siguientes ciclos, la incubacién a la temperatura de
desnaturalizacion puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 min.

De modo similar, el experto en la técnica sera capaz de seleccionar tiempos apropiados para la incubacién a una
temperatura de hibridacion baja. Por ejemplo la incubacion a baja temperatura de hibridacion puede estar, por
ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 min.

De modo similar, el experto en la técnica sera capaz de seleccionar tiempos apropiados para incubacién a la
temperatura de elongacion. En el ultimo ciclo, la incubacion a la temperatura de elongacion puede ser mas larga que
en otros ciclos, por ejemplo, en el intervalo de 0,5 a 10 min, mientras que en los otros ciclos, la incubacién a la
temperatura de elongacion puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,1 a 2 min.

Las etapas | a lll se pueden repetir para una cantidad de veces apropiada. En general, se prefiere que etapas | a lll
no se repetiran demasiadas veces para reducir el riesgo de sefales falso positivas. Por ejemplo, la etapa f) puede
comprender las etapas repetidas I. a lll. en el intervalo de 15 a 60 veces, con preferencia, en el intervalo de 20 a 40
veces, por ejemplo, en el intervalo de 20 a 30 veces, por ejemplo, en el intervalo de 25 a 30 veces.

En formas de realizacion de la invencion, en donde el conjunto de cebadores comprende cebadores adicionales
ademas del cebador H y el cebador L, entonces dichos cebadores adicionales en algunas formas de realizacion
también pueden alinearse con su molde a la temperatura de hibridacién baja.

De esta forma, en una forma de realizacion de la invencion, la etapa f) resulta en la elongacion del cebador H y el
cebador L. En otra forma de realizacion de la invencion, la etapa f) resulta en la elongacion de todos los cebadores
del conjunto de cebadores.

La baja temperatura de hibridacion se selecciona de modo tal que el cebador L se pueda alinear a la secuencia de
acidos nucleicos diana. De esta forma, la temperatura de hibridacién baja se podria fijar, por ejemplo, para ser de
aproximadamente la temperatura de fusion del cebador L. Sin embargo, también podria ser un poco menor.

Los ejemplos de técnicas de PCR que se pueden usar para la PCR exponencial incluyen, pero sin limitacion, PCR
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cuantitativa, PCR fluorescente cuantitativa (QF-PCR), PCR fluorescente multiple (MF-PCR), PCR en tiempo real
(RT-PCR), PCR de células simples, PCR de polimorfismo de la longitud de fragmento de restriccion (PCR-RFLP),
PCR-RFLP/RT-PCR-RFLP, PCR de inicio en caliente, PCR anidada, PCR de colonia de polimerasa in situ,
amplificacion por circulo rodante in situ (RCA), PCR digital (dPCR), PCR digital en gotas (ddPCR), PCR en puente,
PCR de picotitulo y PCR de emulsion.

Deteccion

Los métodos de la invencion comprenden una etapa de deteccion, ya sea si el producto de PCR comprende la
secuencia variante y/o la secuencia de acidos nucleicos diana. Dicha deteccién se puede llevar a cabo de cualquier
manera apropiada conocida por el experto en la técnica. Por ejemplo se conocen numerosos métodos de deteccion
utiles conocidos en la técnica anterior, que se pueden emplear con los métodos de la invencion.

En una forma de realizacién de la invencion, dicha deteccién implica que las reacciones de PCR divididas contienen
un reactivo de deteccion. Dicho reactivo de deteccion puede ser cualquier reactivo detectable, por ejemplo, puede
ser un compuesto que comprende una etiqueta detectable, en donde dicha etiqueta detectable puede ser, por
ejemplo, un colorante, una actividad radiactiva, un fluoréforo, un metal pesado o cualquier otra etiqueta detectable.

Con frecuencia, el reactivo de deteccién comprende un compuesto fluorescente.

En una forma de realizacion de la invencion, el reactivo de deteccién comprende o consiste en sondas de deteccion.
Las sondas de deteccion comprenden o consisten, con preferencia, en oligdmeros o polimeros de nucleétido, que
opcionalmente pueden comprender analogos de nucleétidos, como cualquiera de los analogos de nucledtidos
descritos en la presente con anterioridad en la secciéon "Conjunto de cebadores". Con frecuencia, la sonda de
deteccion puede ser un oligdmero de ADN. Normalmente, la sonda de deteccion se liga con una etiqueta detectable,
por ejemplo, por medio de un enlace covalente. La etiqueta detectable puede ser cualquiera de las etiquetas
detectables antes mencionadas, pero frecuentemente es un fluoréforo. Se prefiere que la sonda no sea
especificamente capaz de amplificacion de un acido nucleico diana junto con el cebador H. Por ejemplo, si €l
cebador H comprende una secuencia idéntica a un fragmento de la secuencia diana, entonces las sondas pueden
comprender una secuencia idéntica a otro fragmento de la secuencia diana. Si el cebador H comprende una
secuencia complementaria de un fragmento de la secuencia diana, entonces las sondas pueden comprender una
secuencia complementaria de otro fragmento de la secuencia diana.

La sonda de deteccion es capaz en general de ligar especificamente la secuencia de acidos nucleicos diana. Por
ejemplo, la sonda de deteccion puede ser capaz de ligar especificamente el acido nucleico diana que comprende la
secuencia variante. De esta forma, la sonda de deteccién puede ser capaz de alinearse con la secuencia de acidos
nucleicos diana o con la secuencia complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana. De esta forma, la
sonda de deteccion puede comprender una secuencia idéntica a un fragmento de la secuencia de acidos nucleicos
diana o la secuencia complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana. En general, se prefiere que la
sonda de deteccion comprenda una secuencia diferente de la secuencia de cualquiera de los cebadores del conjunto
de cebadores.

Las sondas de deteccion se disefian para tener una temperatura de fusion apropiada. En una forma de realizacion,
la temperatura de fusién de al menos una sonda de deteccion es significativamente menor que la temperatura de
fusion de cebador H. Por ejemplo, la temperatura de fusidon de todas sondas de deteccion es significativamente
menor que la temperatura de fusién de cebador H. De esta forma, la temperatura de fusiéon de al menos una sonda
de deteccion puede ser al menos 12 °C menor, con preferencia, al menos 14 °C menor, con mayor preferencia aun,
al menos 16 °C menor, con mayor preferencia aun, 18 °C menor, como al menos 20 °C menor, por ejemplo, en el
intervalo de 15 a 25 °C, como en el intervalo de 30 a 40 °C o incluso hasta 45 °C menor que la temperatura de fusién
del cebador H. Por ejemplo, la temperatura de fusidon de todas las sondas de deteccion puede ser al menos 12 °C
menor, con preferencia, al menos 14 °C menor, con mayor preferencia aun, al menos 16 °C menor, con mayor
preferencia aun, 18 °C menor, como al menos 20 °C menor, por ejemplo, en el intervalo de 15 a 45 °C menor que la
temperatura de fusion del cebador H. Sin embargo, también se pueden aplicar sondas con una mayor temperatura
de fusion.

La temperatura de fusion de las sondas de deteccion es, con preferencia, suficientemente alta para asegurar una
hibridacion especifica de las sondas de deteccion, pero también significativamente menor que la temperatura de
fusion de cebador H. Con frecuencia, la temperatura de fusién de las sondas de deteccién puede ser similar a la
temperatura de fusion del cebador L. Por ejemplo, la temperatura de fusién de al menos una sonda de deteccion
puede ser la misma que la temperatura de fusién del cebador L +/- 10 °C, como la misma que la temperatura de
fusion del cebador L +/- 5 °C, por ejemplo, aproximadamente la misma que la temperatura de fusion del cebador L.
En otras formas de realizacion, la temperatura de fusion de la sonda puede ser mayor que la temperatura de fusion
del cebador L, por ejemplo, 15 a 20 °C mayor que la temperatura de fusion del cebador L. De esta forma, la sonda
de deteccion puede tener, por ejemplo, una temperatura de fusion en el intervalo de 35 a 60 °C, como en el intervalo
de 35 a 55 °C, con preferencia, en el intervalo de 40 a 50 °C.
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Con frecuencia, se prefiere que la sonda de deteccion proporcione a diferentes sefiales detectables segun la
presencia de la secuencia de acidos nucleicos diana. Esto se puede lograr en una cantidad de modos diferentes.

En una forma de realizacion, la sonda de deteccion se liga con al menos un fluoréforo y al menos un desactivador,
capaz de desactivar la sefial del fluoréforo, cuando dicha sonda de deteccion no esta ligada a su objetivo. Por
consiguiente, la fluorescencia de dicho fluoréforo no sera detectable. Sin embargo, si la sonda de deteccion se une
con la secuencia de acidos nucleicos diana/la secuencia complementaria de la secuencia de acidos nucleicos diana,
esto puede llevar entonces a que el desactivador se remueva suficientemente del fluoréforo a fin de anular la
desactivacion lo que permite la deteccién de la fluorescencia del fluoréforo. La remocion del desactivador del
fluoréforo se puede llevar a cabo en varias formas. Por ejemplo, la PCR puede emplear una polimerasa de acido
nucleico con actividad de exonucleasa 5' a 3'. Después de la elongacion, cualquier sonda ligada se degradara por
dicha actividad de exonucleasa 5' a 3' mientras se separa el fluoréforo del desactivador. También es posible que la
sonda de deteccion cambie la conformacion 3D después de la unidn que lleva al desactivador que se remueve del
fluordéforo.

En una forma de realizaciéon de la invencion, las reacciones de PCR divididas contienen cada una un reactivo de
deteccioén, que es una sonda de deteccion variante. La sonda de deteccion variante es una sonda de detecciéon como
se describié con anterioridad que es capaz de hibridar en la secuencia de acidos nucleicos diana que contiene la
secuencia variante con una afinidad significativamente mayor que la secuencia de acidos nucleicos diana que no
contiene la secuencia variante.

En una forma de realizaciéon de la invencion, las reacciones de PCR divididas contienen cada una un reactivo de
deteccion que es una sonda de deteccion de tipo silvestre. La sonda de deteccién de tipo silvestre es una sonda de
deteccion como se describié con anterioridad capaz de hibridar en la secuencia de acidos nucleicos diana que no
contiene la secuencia variante. Se puede preferir que la sonda de deteccion de tipo silvestre sea capaz de hibridar
en la secuencia de acidos nucleicos diana que no contiene la secuencia variante con una afinidad significativamente
mayor que la secuencia de acidos nucleicos diana que contiene la secuencia variante. En formas de realizacion que
se refieren a la deteccidon de la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana, entonces las reacciones de
PCR divididas pueden contener cada una un reactivo de deteccién que es una sonda de deteccion de tipo silvestre.
En tal forma de realizacion, puede ser suficiente que las reacciones de PCR divididas contengan solo un tipo de
sonda de deteccion. Por ejemplo, las reacciones de PCR pueden contener una sonda de deteccion de tipo silvestre
ya que la unica sonda de deteccion o las reacciones de PCR pueden contener sonda de deteccion variante como la
Unica sonda de deteccion.

En una forma de realizacién de la invencion, cada reaccion de PCR dividida contiene tanto una sonda de deteccion
variante como una sonda de deteccion de tipo silvestre. Este puede ser en particular el caso en las formas de
realizacion referidas a la deteccion de una secuencia variante en una secuencia de acidos nucleicos diana.

La sonda de deteccion variante se puede ligar con al menos un fluoréforo y al menos un desactivador, en donde el
desactivador es capaz de desactivar la fluorescencia del fluoréforo. Con preferencia, el desactivador y el fluoréforo
se ligan con la sonda de deteccion variante de una forma tal que el desactivador sea capaz de desactivar la
fluorescencia del fluoréforo, cuando la sonda esta presente en este estado libre. De esta forma, con frecuencia, el
fluoréforo y el desactivador se posicionan suficientemente cerca entre si, como para que el desactivador sea capaz
de desactivar la fluorescencia del fluoréforo. Con frecuencia, el fluoréforo y el desactivador se ligan con diferentes
nucledtidos en la sonda de deteccion variante.

La sonda de deteccion de tipo silvestre se puede ligar con al menos un fluoréforo y al menos un desactivador, en
donde el desactivador es capaz de desactivar la fluorescencia del fluoréforo. Con preferencia, el desactivador y el
fluoréforo se ligan con la sonda de deteccion de tipo silvestre de una manera tal que el desactivador sea capaz de
desactivar la fluorescencia del fluoréforo, cuando la sonda esta presente en este estado libre. De esta forma, con
frecuencia, el fluoréforo y el desactivador se posicionan suficientemente cerca entre si, de modo que el desactivador
sea capaz de desactivar la fluorescencia del fluoréforo. Con frecuencia, el fluoréforo y el desactivador se ligan con
diferentes nucleétidos en la sonda de deteccion de tipo silvestre.

En formas de realizacién de la invenciéon que emplean tanto una sonda de deteccién variante como una sonda de
deteccion de tipo silvestre, la sonda de deteccion variante se puede ligar con un fluoréforo diferente de la sonda de
deteccion de tipo silvestre. En particular, la sonda de deteccién variante se puede ligar con al menos un fluoréforo,
que tiene fluorescencia, que se puede distinguir de la fluorescencia de todos los fluoréforos ligados con la sonda de
deteccion de tipo silvestre. De modo similar, la sonda de deteccion variante de tipo silvestre se puede ligar con al
menos un fluoréforo, que tiene fluorescencia, que se puede distinguir de la fluorescencia de todos los fluoréforos
ligados con la sonda de deteccion variante.

La etapa g) de los métodos de la invencion puede incluir la deteccion de fluorescencia de la sonda de deteccion
variante. De esta forma, la etapa g) puede comprender la deteccién de la fluorescencia del fluoréforo ligado con la
sonda de deteccion variante. Este puede ser el caso, por ejemplo, en formas de realizacion de la invencion, en
donde:
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* la sonda variante se liga con al menos un fluoréforo y al menos un desactivador, capaz de desactivar la
fluorescencia del fluoréforo;

* la polimerasa de acido nucleico es una ADN polimerasa que tiene actividad de exonucleasa 5' a 3'; y/o

» el método es el método de deteccidn de la presencia de una secuencia variante en una secuencia de acidos
nucleicos diana.

De modo similar, la etapa g) de los métodos de la invencion puede implicar la deteccion de fluorescencia de la sonda
de deteccion de tipo silvestre. De esta forma, la etapa g) puede comprender la deteccion de fluorescencia del
fluoréforo ligada con la sonda de deteccion de tipo silvestre. Este puede ser el caso, por ejemplo, en las formas de
realizacion de la invencion, en donde:

* la sonda de deteccion de tipo silvestre se liga con al menos un fluoréforo y al menos un desactivador, capaz de
desactivar la fluorescencia del fluoréforo;

» la polimerasa de acido nucleico es una ADN polimerasa que tiene actividad de exonucleasa 5' a 3'; y/o

» el método es el método de detectar la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana.

En formas de realizacion de la invencion, en donde la PCR se divide en reacciones de PCR contenidas en gotas,
dicha fluorescencia se puede detectar, por ejemplo, usando el detector que tiene capacidades de manipulacion para
muestras de gotas, donde las gotas individuales ingresan en el detector, se someten a deteccion y luego salen del
detector. Por ejemplo, un dispositivo de citometria de flujo se puede adaptar para usar en la deteccion de la
fluorescencia de muestras de gotas. En algunos casos, un dispositivo microfluidico equipado con bombas para
controlar el movimiento de las gotas se usa para detectar la fluorescencia de las gotas en fila unica. En algunos
casos, las gotas se disponen en una superficie bidimensional y un detector se mueve respecto de la superficie,
detectando la fluorescencia en cada posicidon que contiene una gota Unica.

Después de la adquisicidon de datos de deteccion de fluorescencia, se puede usar una computadora para almacenar
y procesar los datos. Se puede emplear una logica ejecutable por computadora para llevar a cabo tales funciones
como sustraccion de fluorescencia de fondo, asignacién de secuencias diana y/o secuencias de referencia y
cuantificacion de los datos. Una computadora puede ser de utilidad para mostrar, almacenar, recuperar o calcular
resultados de diagndstico del perfil molecular; mostrar, almacenar, recuperar o calcular datos en bruto de analisis de
expresion gendémica o de acidos nucleicos; o mostrar, almacenar, recuperar o calcular cualquier informacion de
muestra o de paciente Util en los métodos descritos en la presente.

Las sefales de deteccidon se pueden crear basandose en la luz detectada emitida por la sonda de deteccion de tipo
silvestre y opcionalmente de la sonda de deteccion variante en las divisiones. Las sondas de deteccién variantes
pueden informar si al menos una de dos o mas reacciones particulares de amplificacion representadas por la sefial
ocurrié en una divisién y, asi, si al menos una copia de la secuencia variante esta presente en la division. El nivel o
la amplitud de la sefial correspondiente a las sondas se puede analizar para determinar si al menos una de las
reacciones particulares ocurrié o no y al menos una copia de uno de los objetivos particulares esta presente. El nivel
o la amplitud de la seial puede variar entre las divisiones de acuerdo con la presencia de la secuencia de acidos
nucleicos diana esta presente o ausente en cada division. Por ejemplo, una division positiva para un objetivo
particular puede producir un nivel de sefal o amplitud que esta por encima de un umbral dado y/o dentro de un
intervalo dado. Las divisiones se pueden analizar y las sefiales se pueden crear en cualquier momento apropiado.
Los tiempos de ejemplo incluyen al final de un ensayo (ensayo de punto final), cuando las reacciones se corren
hasta completar y los datos ya no se cambian o en cierto tiempo previo, siempre que los datos se separen de modo
suficiente y confiable. En general, se puede preferir que la deteccion se realice después de llevar a cabo la cantidad
de ciclos de PCR exponencial necesarios para las sefiales verdadero positivas para tener una amplitud
suficientemente alta.

En un aspecto, se proporciona en la presente un método para detectar la presencia de una secuencia diana usando
una sonda de deteccion Unica.

En algunos casos, la AIPR y la PCR exponencial se llevan a cabo en una configuracion de dPCR, como ddPCR. Dos
distintas poblaciones de gotas pueden ser detectables y se pueden contar para determinar la concentracion de
secuencias de acidos nucleicos diana que comprende una secuencia variante (ver resefia en la Fig. 1A) versus que
no comprende dicha secuencia variante (ver la Fig. 1B).

El fluoréforo como se usa en la presente puede significar un compuesto con emision fluorescente, por ejemplo, con
un maximo de emision fluorescente entre aproximadamente 350 y aproximadamente 900 nm. Una variedad amplia
de fluoréforos se puede usar, incluyen, pero sin limitacion: 5-FAM (también mencionado como 5-
carboxifluoresceina; también mencionado como espiro(isobenzofuran-1(3H), acido 9'-(9H)xanten)-5- carboxilico,
3',6'-dihidroxi-3-oxo-6-carboxifluoresceina); 5- Hexacloro-Fluoresceina; (acido [4,7,2'4'5',7'-hexacloro- (3',6"-
dipivaloil-fluoresceinil)-6-carboxilico]); 6- Hexacloro-Fluoresceina; (acido [4,7,2'4'5',7'-hexacloro-  (3',6"-
dipivaloilfluoresceinil)-5-carboxilico]); 5- Tetracloro-Fluoresceina; (acido [4,7,2' 7'-tetra-cloro- (3,6
dipivaloilfluoresceinil)-5-carboxilico]); 6- Tetracloro-Fluoresceina; (acido [4,7,2',7'-tetracloro-(3',6'-
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dipivaloilfluoresceinil)-6-carboxilico]); 5-TAMRA (5- carboxitetrametilrodamina); Xantilio, 9-(2,4-dicarboxifenil)- 3,6-
bis(dimetilamino); 6-TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina); 9-(2,5-dicarboxifenil)-3,6-bis(dimetilamino); EDANS
(acido 5-((2-aminoetil)amino)naftalen-1-sulfonico); 1,5-IAEDANS (acido 5-((((2-yodoacetillamino)etil)amino)naftalen-
1-sulfénico); Cy5 (Indodicarbocianina-5); Cy3 (Indo-dicarbocianina-3); y BODIPY FL (acido 2,6-dibromo-4,4-difluoro-
5,7-dimetil-4-bora- 3a,4a-diaza-s-indacene-3-propidnico); colorante Quasar™-670 (Biosearch Technologies);
colorante Cal Fluor™ Orange (Biosearch Technologies); colorantes Rox; colorantes Max (Integrated ADN
Technologies), asi como sus derivados apropiados.

El desactivador, como se usa en la presente, puede significar una molécula o parte de un compuesto que es capaz
de reducir la fluorescencia de un fluoréforo cuando se une o esta en proximidad de la sonda de deteccién. La
desactivacion puede ocurrir por cualquiera de varios mecanismos incluidos transferencia de energia por resonancia
de fluorescencia, transferencia de electrones fotoinducida, mejora paramagnética de cruza de intersistemas,
acoplamiento de intercambio de Dexter y acoplamiento de excitones como la formacién de complejos oscuros. La
seleccion del desactivador puede depender del fluoréforo usado. Una cantidad de desactivadores asequibles en
comercios se conocen en la técnica e incluyen, pero sin limitacion, DABCYL, desactivadores Black Hole™ (BHQ-1,
BHQ-2 y BHQ-3), lowa Black™ FQ y lowa Black™ RQ. Estos se denominan desactivadores oscuros. No tienen una
fluorescencia nativa, que pueden eliminar un fondo visto con otros desactivadores como TAMRA, que es
intrinsecamente fluorescente.

Hay una gran cantidad de guia practica disponible en la literatura para seleccionar pares de reportero-desactivador
apropiados para sondas particulares, como se ejemplifica por medio de las siguientes referencias: Clegg, Meth.
Enzymol., 211: 353-388 (1992); Wo et al., Anal. Biochem., 218: 1-13 (1994); Pesce et al., editores, Fluorescence
Spectroscopy (Marcel Dekker, New York, 1971); White et al., Fluorescence Analysis: A Practical Approach (Marcel
Dekker, New York, 1970); y similares. La literatura también incluye referencias que proporcionan listas exhaustivas
de moléculas fluorescentes y cromogénicas y sus propiedades opticas relevantes para seleccionar pares de
reportero-desactivador, por ejemplo, Beriman, Handbook of Fluorescence Spectra of Aromatic Molecules, 2nd
Edition (Academic Press, New York, 1971) ; Griffiths, Colour and Constitution of Organic Molecules (Academic Press,
New York, 1976); Bishop, editor, Indicators (Pergamon Press, Oxford, 1972); Haugland, Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals (Molecular Probes, Eugene, 1992) Pringsheim, Fluorescence and
Phosphorescence (Interscience Publishers, New York, 1949); y similares. Ademas, hay una extensa guia en la
literatura para derivar moléculas de reportero y desactivador para la unién covalente por medio de grupos reactivos
comunes que se pueden afadir a un oligonucleétido, como se ejemplifica por medio de las siguientes referencias:
Haugland (citado con anterioridad); Ullman et al., patente de EE.UU. N.° 3.996.345; Khanna et al., patente de
EE.UU. N.° 4.351.760.

Tanto la etiqueta detectadle (por ejemplo, el fluoréforo) y el desactivador se puede unir con la sonda usando
métodos conocidos en la técnica. En algunos casos, uno de los pares de reportero/desactivador se une con la
porcién 5' de una sonda y 5' con el locus diana si la secuencia de sonda es complementaria del locus diana y el otro
del par de reportero/desactivador se une con la porcién 3' de la sonda.

Las etiquetas y los desactivadores detectadles se pueden afadir durante la sintesis de oligonucleétidos por medio
de quimica estandar de fosforamidita. También se pueden anadir después de la sintesis mediante la introduccion de
un ligador con un grupo funcional apropiado durante la oligosintesis. Después de la sintesis, se puede acoplar una
etiqueta detectadle (por ejemplo, fluoréforo) con un grupo funcional de oligonucleétido. Para secuencias mas largas,
para permitir una desactivacion eficaz, la secuencia inmediatamente 3' del fluoréforo y 5' del desactivador, se puede
hacer complementaria a otra para permitir la formacién de un tallo de una horquilla (por ejemplo, baliza molecular).
De esta forma, durante la fase de hibridacion de AIPR y/o la PCR exponencial, tal sonda hibridara en la secuencia
diana amplificada, distanciando asi fisicamente la etiqueta detectable (por ejemplo, fluoréforo) del desactivador lo
que permite la deteccion de una mayor fluorescencia. Sin embargo, en ausencia de una secuencia diana
amplificada, la sonda crea una horquilla que causa que la etiqueta detectable (por ejemplo, fluoréforo) y desactivador
estén cerca uno del otro, que limita la fluorescencia de la reaccién. En estas reacciones, una polimerasa con
actividad de exonucleasa 5'-3' no se requiere para escindir la sonda. El sitio apropiado de unién para la sefal
reportera (por ejemplo, fluoréforo) y desactivador y la distancia entre la sefial reportera (por ejemplo, fluoréforo) y el
desactivador es conocida en la técnica.

En algunos casos, la sonda de deteccion es una sonda TagMan®.

Una sonda TagMan® (Heyd et. al, 1996) puede usar la actividad de exonucleasa fluorogénica 5' de Taq polimerasa
para medir la cantidad de secuencias diana en muestras de cADN. Las sondas TagMan® pueden contener un
fluoréforo usualmente en o cerca de la base 5' y un desactivador puede estar en o cerca de la base 3'. El
desactivador puede ser un colorante como TAMRA o puede ser una molécula no fluorescente como acido 4-(4-
dimetilaminofenilazo)benzoico (DABCYL). Ver Tiagi et al., Nature Biotechnology 16:49-53 (1998). Cuando se irradia,
el colorante fluorescente excitada transfiere energia a la molécula de colorante casi desactivante mas que
fluorescente (esto se denomina FRET = transferencia de energia por resonancia de fluorescencia o Forster). De esta
forma, la proximidad cercana del fluoréforo y desactivador puede evitar la emision de cualquier fluorescencia
mientras que la sonda esta intacta. Las sondas TagMan® se pueden disefiar para alinearse con una region interna
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del producto de PCR. Cuando la polimerasa replica un molde en el que se une una sonda TagMan®, su actividad de
exonucleasa 5' puede escindir la sonda. Esta escision puede terminar la actividad del desactivador (no FRET) y el
colorante reportero comienza a emitir fluorescencia que puede incrementarse en cada ciclo proporcionalmente a la
tasa de escision de la sonda. La acumulacién de productos de PCR se puede detectar mediante el control del
incremento en la fluorescencia del fluoréforo. Como la escisién puede ocurrir si la sonda de deteccién hibrida en la
secuencia de acidos nucleicos diana, la fluorescencia detectada puede originarse de una amplificacion especifica.
En algunos casos, el proceso de hibridacion y escision no interfiere con la PCR exponencial. En algunos casos, una
sonda fluorogénica no tiene G en el extremo 5. A y G adyacentes al colorante reportero puede desactivar la
fluorescencia del reportero incluso después de la escision.

En algunos casos, la sonda de deteccidon es una baliza molecular. Las balizas moleculares (MBs) pueden ser
oligonucledtidos disefiados para la deteccion y la cuantificacion de acidos nucleicos diana (por ejemplo, ADNs
diana). Los términos 5' y 3' de una MB pueden comprender colectivamente un par de restos que pueden conferir
propiedades detectables en la MB. Uno de los términos se puede unir con un fluoréforo y el otro se puede unir con
una molécula de desactivador capaz de desactivar una emision fluorescente del fluoréforo. Por ejemplo, un par de
fluoréforo/desactivador puede usar un fluoréforo como EDANS o fluoresceina, por ejemplo, en el término 5' y un
desactivador como Dabcil, por ejemplo, en el extremo 3'.

Cuando una MB esta presente libre en solucion, es decir, no hibrida en un segundo acido nucleico, el tallo de la MB
se puede estabilizar por apareamiento de bases complementarias. Este apareamiento autocomplementario puede
dar como resultado una estructura de "bucle de horquilla" para la MB en la que los restos de fluoréforo y los restos
de desactivacion son proximos entre si. En esta confirmacion, el resto fluorescente se puede desactivar por el
fluordéforo.

El bucle de la baliza molecular puede ser complementario o idéntica a la parte de la secuencia de acidos nucleicos
diana, como la hibridacion del bucle en su secuencia complementaria en disociacién de las fuerzas diana del tallo, lo
que distancia asi el fluoréforo y desactivador entre si. Esta distanciacion puede dar como resultado una activacion
del fluoréforo, causando un incremento de la fluorescencia de la MB.

Otros detalles respecto de los métodos estandar de preparacion y uso de MBs estan bien establecidos en la
literatura, por ejemplo, en Leone et al. (1995) "Molecular beacon probes combined with amplification by NASBA
enable homogenous real-time detection of RNA", Nucleic Acids Res. 26:2150-2155; Tiagi y Kramer (1996) "Molecular
beacons: probes that fluoresce upon hybridization" Nature Biotechnology 14:303-308; Blok y Kramer (1997) y
patente de EE.U.U N.° 6.548.254.

La sonda de deteccion también puede ser una sonda Scorpions™. Una sonda Scorpions™ puede proporcionar un
mecanismo de deteccion de tallo-bucle a base de FRET similar a baliza molecular, excepto porque la sonda también
tiene un segmento unido que sirve como un cebador de amplificacion (ver, por ejemplo, Whitcombe et al. Nat.
Biotechnol. 1999, August 17(8): 804-7; patente de EE.UU. N.° 6.326.145). En algunos casos, la sonda puede ser una
sonda Sunrise™. Una sonda Sunrise™ puede comprender un cebador unido a una sonda de horquilla que se
extiende durante la amplificacion. Esta disposicion puede separar la etiqueta de desactivador interna desde el
fluoréforo 5' terminal (Nazarenko et al., Nucl. Acids Res. 1997, 25: 2516-2521).

El nucledtido 3' terminal de la sonda de oligonucledtido se puede bloquear o dejar incapaz de extenderse por una
polimerasa de acido nucleico. Este bloqueo se puede llevar a cabo convenientemente por la uniéon de una molécula
reportera o desactivadora con el carbono terminal 3' de la sonda de oligonucleétido por un resto de unién.

En algunos casos, se puede incluir una sonda de referencia en las reacciones de PCR divididas. Una sonda de
referencia puede ser una sonda de referencia no especifica o una sonda de referencia especifica. La sonda de
referencia puede hibridar en un locus de referencia.

En una forma de realizacion, los métodos de la invenciéon implican el uso de un par simple de cebadores que
consiste en cebador H y cebador L combinados con una sonda de deteccién, como una sonda de deteccion variante
0 una sonda de deteccién de tipo silvestre. En otras formas de realizacién de la invencion, los métodos implican el
uso de un par simple de cebadores que consiste en cebador H y cebador L combinados con dos sondas de
deteccion, que son una sonda de deteccion variante y una sonda de deteccion de tipo silvestre.

En una forma de realizacion, la detecciéon se lleva a cabo con ayuda de un reactivo de deteccion, que es un
colorante. El colorante puede ser, por ejemplo, un aglutinante de surco mayor, aglutinante de surco menor, un
intercalador o un aglutinante externo, entre otros. Las colorantes de ejemplo que pueden ser apropiados incluyen
cianinas luminiscentes, fenantridinas, acridinas, indoles, imidazoles y similares, como DAPI, colorante Hoechst®
33258, acridina naranja, etc. Los colorantes intercalantes de ejemplo que pueden ser apropiados incluyen bromuro
de etidio, yoduro de propidio, colorante EvaGreen®, colorante SYBR® Green, colorante SYBR® Gold y 7-
aminoactinomicina D (7-AAD), entre otros.

Como se usa en la presente, "una sonda capaz de detectar una mutacién especifica" es normalmente una sonda
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que comprende una secuencia consecutiva de la secuencia diana que comprende dicha mutacién o una de sus
secuencias complementarias.

Método de prediccion de la presencia de una afeccién clinica

Los métodos de la invencién pueden tener una plétora de varias aplicaciones. De hecho, los métodos son de utilidad
en cualquier aplicacion, donde es deseable detectar la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana, y/o
distinguir entre secuencias de acidos nucleicos diana que comprenden o que no comprenden una secuencia
variante.

Por ejemplo, los métodos pueden ser de utilidad para aplicacion forense, cuando el analisis de acidos nucleicos se
hace a menudo en un material muy limitado. Los métodos se pueden usar, por ejemplo, en la preparacion de huellas
de material genético para determinar la presencia de polimorfismos particulares.

Una aplicacion muy util de los métodos de la invencion es para predecir la presencia de una afeccion clinica en un
individuo.

Se asocian muchas afecciones clinicas con la presencia de secuencias de acidos nucleicos diana particulares.
Algunas afecciones clinicas se caracterizan por medio de la presencia de una secuencia variante en un acido
nucleico diana. Otras afecciones clinicas se asocian con marcadores, por ejemplo, la presencia de una secuencia
variante puede ser un indicador de las afecciones clinicas.

De esta forma, en el presente documento también se describen métodos para predecir la presencia de una afeccion
clinica en un individuo, en donde dicha afeccion clinica se liga con la presencia de una secuencia variante en una
secuencia de acidos nucleicos diana, donde dicho método comprende las etapas de

a) proporcionar una muestra de dicho individuo que comprende acidos nucleicos de molde
b) llevar a cabo los métodos de deteccidon de una secuencia variante en una secuencia de acidos nucleicos diana
descritos en la presente,

en donde la presencia de dicha secuencia variante en dicho acido nucleico diana es indicativa de la presencia de
dicha afeccion clinica.

Muchas afecciones clinicas se asocian con la presencia de una o varias secuencias variantes. De esta forma, la
afeccion clinica puede ser cualquier afeccion clinica ligada con la presencia de una secuencia variante en una
secuencia de acidos nucleicos diana.

La secuencia variante puede ser un biomarcador que se correlaciona, por ejemplo, con la presencia de una afeccion
clinica, el riesgo de avance de una afeccion clinica, con la susceptibilidad de la afeccién clinica a un tratamiento
dado o con riesgo de muerte. De esta forma, la secuencia variante se puede correlacionar con una prediccion en
relacion con una afeccion clinica.

En una forma de realizacion, la afeccion clinica es cancer. Dicho cancer puede ser cualquier cancer, por ejemplo, un
cancer seleccionado del grupo que consiste en carcinoma de cancer de mama, colorrectal, de pancreas, de
estdbmago, GIST, hepatocelular, de pulmén, de pulmén de células pequeias, de ovario, uterino, de cuello uterino, de
vejiga, renal, de préstata, de testiculos, carcinoma de tiroides, melanoma maligno, osteosarcoma, condrosarcoma,
miosarcoma, glioblastoma u otros tumores de cerebro, tumores de cabeza/cuello, otros tumores gastrointestinales y
tumores de células germinales y malignidades hematoldgicas.

La secuencia variante se puede ligar con dicho cancer. Por ejemplo, la presencia de la secuencia variante puede ser
indicativa de la presencia de dicho cancer. Sin embargo, con frecuencia, la investigacion adicional se puede requerir
para determinar si dicho individuo sufre de dicho cancer.

La tabla de abajo proporciona ejemplos no limitantes de mutaciones ligadas al cancer, cuya presencia se puede
detectar usando los métodos de la invencion. Sin embargo, el experto en la técnica sera consciente de otras
numerosas mutaciones ligadas al cancer que se pueden detectar usando los métodos de la invencion.

Af’e(.:cion Proteina N. (.’e accesop de RefSeq |ID de CCDS Mutaciones

clinica a UniProt

Cancer de H1047R,

mama PIK3CA P42336 NM 006218 CCDS43171 E542K,
(SEQ ID NO:69) [E545K
CCDS5863

Melanoma BRAF P15056 NM 004333 (SEQ ID NO:70) '\V600E

Cancer de| CCDS5514 L858R,

pulmon EGFR P00533 NM 005228 (SEQ ID NO:71) [T790M
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(continuacion)

Af’e(.:cion Proteina N. (.’e accesop de RefSeq [ID de CCDS Mutaciones

clinica a UniProt

Céncer T v
KRAS P01116 NM 004985 (SEQ ID NO:72) |G12C.

colorrectal G13D

Las mutaciones anteriores se indican a nivel de la proteina. La primera letra indica el aminoacido de tipo silvestre, la
cantidad es la posicion del aminoacido y la dltima letra, el aminoacido de reemplazo hallado en la mutante. De esta
forma, a modo de ejemplo, H1047R indica que la histidina en el aminoacido nimero 1047 fue reemplazada por
arginina. Los cadigos de una letra IUPAC o los cédigos de tres letras IUPAC para aminoacidos se usan en la
presente.

La invencion se puede referir asi a métodos y kits de partes que comprenden (usan) un par de cebadores, en donde

» el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de SEQ ID NO:69,
70, 71 0 72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleétidos de la
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:69, 70, 71 0 72; o

» el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la secuencia
complementaria de la SEQ ID NO:69, 70, 71 o 72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el
intervalo de 10 a 20 nucleétidos de SEQ ID NO:69, 70, 71 o 72; y en donde el cebador H y el cebador L juntos
son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al menos uno de los nucleétidos que codifican
cualquiera de las mutaciones mencionadas en el presente documento.

Una divulgacion proporciona métodos para predecir la presencia de una afeccion clinica en un individuo, en donde
dicha afeccion clinica se liga con la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana, donde dicho método
comprende las etapas de

a) proporcionar una muestra de dicho individuo que comprende acidos nucleicos de molde

b) llevar a cabo los métodos de deteccion de una secuencia variante en una secuencia de acidos nucleicos diana
descritos en la presente, en donde la presencia de dicho acido nucleico diana es indicativa de la presencia de
dicha afeccion clinica.

La afeccion clinica es la infeccion por un patégeno infeccioso en cuyo caso el acido nucleico diana puede ser, por
ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos del genoma de dicho patdgeno.

La muestra puede ser cualquier muestra de dicho individuo. En particular, la muestra deberia ser una muestra que
comprende acidos nucleicos de molde. En algunas divulgaciones, en donde la afeccion clinica es cancer, se prefiere
que la muestra comprenda ADN de células cancerosas. De esta forma, la muestra puede comprender células
cancerosas que comprenden ADN y/o la muestra puede comprender ADN libre derivado de células cancerosas.

La muestra se puede seleccionar, por ejemplo, del grupo que consiste en muestras de sangre, biopsias, muestras de
heces, muestras de saliva, muestras de orina, muestras de fluido vaginal, muestras de fluido de ascitis, muestras de
fluido cerebroespinal y muestra de exudado celular. La muestra también puede ser una fraccion de cualquiera de los
antes mencionados. Por ejemplo, la muestra puede ser una muestra de sangre o una de sus fracciones, como una
muestra de plasma o una muestra sérica.

Los acidos nucleicos de molde pueden ser cualquier acido nucleico comprendido en la muestra, por ejemplo, ADN o
ARN gendmico. Los acidos nucleicos de molde también pueden ser cADN preparado basado en el ARN presente en
la muestra.

En una forma de realizacion, los acidos nucleicos de molde se seleccionan del grupo que consiste en ADN libre de
células, ADN nucleosomal y ADN de tumoral circulante (ctADN), que se pueden hallar en la circulaciéon sanguinea y
otros fluidos corporales

La muestra de acuerdo con la presente invencion se puede extraer de un individuo y se puede usar para los
métodos de la invencion.

El individuo puede ser cualquier animal, como un mamifero, incluyendo seres humanos. En una forma de realizacion
preferida, el individuo es un ser humano.

Ejemplos

La invencion también se ilustra por medio de los siguientes ejemplos que, sin embargo, no se han de interpretar
como limitantes de la invencion.
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Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos que, sin embargo, no deben interpretarse
como limitantes de la invencion.

Ejemplo 1

Métodos de IBSAFE (Incremental previa, simétrico posterior, de fidelidad reforzada)

El método IBSAFE es un método innovador para disminuir de manera fiable la consecuencia de cualquier potencial
error de la ADN polimerasa, de modo que las reacciones verdaderas positivas tengan una ventaja de sefial
consistente sobre las reacciones falso positivas.

El presente ejemplo describe el método IBSAFE dentro de una configuracién de PCR digital en gota utilizando pares
de cebadores especificos diana y sondas fluorescentes que discriminan entre secuencias variantes (por ejemplo,
mutantes) y secuencias de tipo silvestre (alelos). Sin embargo, los principios del método se pueden aplicar a muchos
sistemas diferentes a base de polimerasa.

El ejemplo describe métodos para la deteccion de una Unica mutacion de nucleétido en una muestra que puede
contener tanto ADN de tipo silvestre como mutante.

Para los ensayos piloto, los cebadores de elevada Tm (cebador H) se disefiaron con una longitud de
aproximadamente 60 pb y se ensayaron para operar de manera relativamente eficiente a temperaturas de
hibridaciéon de aproximadamente 72 °C o superiores. Las sondas se disefiaron para superponerse a la base de
variante con una longitud de aproximadamente 1316 pb, con un equilibrio entre posicionar la base de variante
centralmente mientras se intenta maximizar la Tm. Los cebadores de baja Tm (cebador L) estan disefiados para ser
lo mas cortos posible con la Tm mas baja posible (normalmente < 48 °C) sin dejar de lograr una adecuada
especificidad de secuencia y por lo tanto una sefial de fluorescencia de suficiente calidad independientemente del
fluoréforo. Para las sondas desactivadas marcadas fluorescentemente, normalmente se usé6 FAM para el alelo
mutante y HEX para el tipo silvestre; pero es posible utilizar cualquier fluoréforo. Las longitudes y las Tm de las
sondas pueden ser similares a las del cebador L o algunos grados mas elevadas. El nimero de ciclos de AIPR
puede variar, pero normalmente puede ser 64 y el nimero de ciclos de PCR simétricos puede variar, pero
normalmente puede ser 27. Como hay muchos ciclos térmicos, la polimerasa pierde actividad en funcién de la
cantidad de tiempo total a temperaturas elevadas, en este ejemplo cada paso de desnaturalizacién se eligié para ser
ejecutado durante 10 segundos (ver la Tabla 1 para el programa tipico de ciclos térmicos).

Un ejemplo de un disefio de ensayo util se muestra en la Figura 2. La Figura 2 muestra el cebador H y el cebador L,
asi como la sonda de deteccion de mutantes (sonda MUT) y la sonda de deteccioén de tipo silvestre (sonda TS) para
la deteccion de dos mutaciones en el oncogén PIK3CA, a saber, H1047R y E542K.

Los resultados tipicos para IBSAFE comparados con un ensayo de la técnica anterior se muestran en la Figura 3.
Mas especificamente, la Figura 3 muestra el resultado de un ensayo de IBSAFE realizado como PCR digital en gota
usando condiciones de ciclado térmico descritas en la Tabla 1, y los cebadores y sondas mostrados en la Figura 2,
en comparacion con los ensayos comerciales de Bio-Rad Laboratories (Ensayo de mutaciéon PrimePCR™ de
PIK3CA p.H1047R, Human, N.° de catalogo100-31246, y ensayo de mutacion PrimePCR™ PIK3CA TS para
p.H1047R, Human, N.° de catalogo100-31249) ejecutado de acuerdo con el protocolo estandar del fabricante (en lo
sucesivo denominado "Ensayo comercial”).

Para los ensayos tanto comerciales como de IBSAFE, la PCR digital en gota se llevd a cabo utilizando
instrumentacion de Bio-Rad Laboratories, incluido el generador de gotas QX100 (N.° de catalogo186-3002) y la
Lectora de Gotitas QX100 (N.° de catalogo186-3001) y el software QuantaSoft (N.° de catalogo186-3003). Para los
ensayos comerciales de Bio-Rad Laboratories, se siguid el protocolo del fabricante. Los ensayos de IBSAFE se
realizaron de acuerdo con nuestros métodos en este documento.

La Figura 6 muestra la frecuencia de los alelos mutantes medidos frente a la frecuencia de los alelos mutantes
previstos. Los experimentos se realizaron esencialmente como se describié anteriormente en la presente en relacion
con la Figura 3, excepto que los métodos se realizaron usando un molde que comprende una mezcla de ADN de tipo
silvestre y mutante en diferentes proporciones como se indica en la figura. Si bien no se detectaron secuencias
mutantes falso positivas en los controles negativos usando el método IBSAFE, el control negativo para el ensayo
comercial mostré la misma cantidad de mutante (falso positivo) que la muestra con una frecuencia de alelo mutante
esperada de 0,01%. Asi, cuando se usa el método IBSAFE, la frecuencia prevista de los alelos mutantes se obtiene
en todas las concentraciones ensayadas del molde mutante, mientras que el ensayo comercial da como resultado la
misma frecuencia de alelos mutantes medidos para muestras que no comprenden ADN mutante, 0,001% y 0,01% de
ADN mutante. Por lo tanto, el método IBSAFE detecta el % previsto de alelos mutantes incluso en una muestra que
comprende solamente el 0,001% de ADN mutante (véase la figura 6, panel inferior).
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Tabla 1. Condiciones tipicas para el ciclado térmico en IBSAFE

Etapa Ciclos Temperatura Tiempo
Activacion de enzima 1 95 °C 10m
Desnaturalizacion 94 °C
64 10s45s
Hibridacion/elongacion Temp. alta
Desnaturalizacion 94 °C 10s
Hibridacion 27 Temp. Baja 30s
Elongacion 72 °C 30s
Desactivacion de enzima 1 98 °C 10m
Espera 1 4°C Infinito

La Figura 4 muestra dos cebadores H diferentes, un cebador L, asi como una sonda de deteccion de mutantes
(sonda MUT) y una sonda para la deteccién de tipo silvestre (sonda TS) para la deteccion de una mutacién en el
oncogén PIK3CA, concretamente H1047R.

El resultado de usar los cebadores y las sondas mostrados en la Figura 4 en diferentes métodos de reaccion se
muestra en la Figura 5. Mas especificamente, en reacciones divididas que incluyen el cebador H beta 1 o beta 2
junto con el cebador L y sondas especificas para mutacion y especificas para tipo silvestre como se muestra en la
Figura 4 se ejecutaron con molde de ADN de mutacion positiva (no se muestra, todos los ensayos detectaron la
mutacion) y molde de tipo silvestre sin AIPR (A), con AIPR a una temperatura inferior (67 °C) (B) y con AIPR a una
temperatura mas elevada (74 C°) (C). Se logra una reduccion significativa de las sefiales falsas positivas en C.

La PCR digital en gotas y el IBSAFE se llevaron a cabo tal como se describe con anterioridad usando las
condiciones de ciclado termociclado descritas en la Figura 5.

Se realizaron reacciones de IBSAFE similares usando una gama de cebadores diferentes. La Figura 5D muestra una
sefial especifica para mutante y ninguna sefial falsa positiva en un ensayo para la deteccion de la mutacion PIK3CA
E542K. Se usaron los siguientes cebadores y sondas:

Gen Mutacidn AA | Mutacién CDS | Tipo Secuencia (5'a 3")
T+AA+TA+AA+GA+AAAAGAAA+CAGAGAA
PIK3CA E542K c.1624G>A Cebador H
+TC+TC+CATTTTAGCACTTACCTGTGAC™
PIK3CA E542K c.1624G>A Cebador L | ATTTCTACACGAGATC
PIK3CA E542K c.1624G>A Sonda TS | CTCTCTGAAATCACTGAG
PIK3CA E542K c.1624G>A Sonda MUT | CTCTCTAAAATCACTGAG
*Bases de ANB indicadas por el simbolo "+" antes del nucleétido

La Figura 5E muestra una sefal especifica para mutante y ninguna sefial falso positivo en un ensayo para la

deteccion de la mutacion PIK3CA E545K. Se utilizaron los siguientes cebadores y sondas:

Gen Mutacion AA | Mutacion CDS Tipo Secuencia (5" a 3)
PIK3CA E545K c.1633G>A CebadorH | T+AA+TA+AA+GA+AAAAGAAA+CAGAGAA
+TC+TC+CATTTTAGCACTTACCTGTGAC™
PIK3CA E545K c.1633G>A Cebador L | ATTTCTACACGAGATC
PIK3CA E545K c.1633G>A Sonda TS | TCACTGAGCAGGAG
PIK3CA E545K c.1633G>A Sonda MUT | TCACTAAGCAGGAG
*Bases de ANB indicadas por el simbolo "+" antes del nucledtido

El cebador H usado para las Figuras 5D y 5E comprendia varias bases de ANB, lo que resultaba en una elevada
temperatura de fusioén que proporcionaba una elevada diferencia de Tm entre el cebador H y el cebador L, de modo
que la etapa AIPR fue puramente asimétrica (una direccion) que copiaba el molde de una sola cadena. Como se

29




ES 2775551713

muestra, no se detectaron falsos positivos.

La Figura 5F muestra una sefial especifica para mutante y ninguna sefial falsa positiva en un ensayo para la
deteccion de la mutacion NRAS Q61R. Se usaron los siguientes cebadores y sondas:

Gen Mutacién AA | Mutacion CDS Tipo Secuencia (5'a 3")
CCAGGATTCTTACAGAAAACAAGTGGTTA

NRAS |  Q61R c.182A>G | CebadorH | TAGATGGTGAAACCTGTTTGTTGGACATA
CTGG

NRAS Q61R c.182A>G CebadorL | GTATTGGTCTCTCATG

NRAS Q61R c.182A>G Sonda TS | CTTCTTGTCCAGCTG

NRAS Q61R c.182A>G Sonda TS CTTCTCGTCCAGCTG

Los calculos tedricos que suponian una eficiencia del 100% para los nimeros de copias de alelos mutantes por ciclo
de AIPR IBSAFE y PCR simétrica versus PCR estandar se muestran en la Tabla 2. Como puede observarse, en un
punto tipico para la deteccién de sefales usando el método IBSAFE después del ciclo 27, el escenario del peor caso
de la introduccion de una variante falso positiva en el ciclo 1 conduce a la generacién de acidos nucleicos falsos con
una abundancia de aproximadamente el 2% en comparacion con la reaccion verdadera positiva. Por el contrario, en
un ensayo PCR estandar, los acidos nucleicos falsos positivos pueden estar presentes en aproximadamente el 25%
de la abundancia de los verdaderos positivos en esencialmente cualquier ciclo (normalmente la deteccion se realiza
a 40 ciclos), lo que contribuye a una sefal significativamente falso positivo.
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Tabla 2. Calculos tedricos para copias de alelos mutantes.

REACCIONES TOTAL DE copiasmut  TOTALDE COPRe MUT  voTar bE copias mut 1O DE COPIS MUT
DIVIDIDAS (DE UN MUTANTE DIFLOIDE) ERROR DE POLIMERASA) (DE UN MUTANTE DIFLOIDE) ERROR DE POLINERASA)
CICLO  AIPR/PCRSIMETRICA AIPR/ PCRSIMETRICA  PCRESTANDAR PCR ESTANDAR
COPIAS MUTANTES 0 2 . 5 .
INICIALES
1 | . .
2 4 1 nd nd
B 1 nd nd
ETAPA DE AIPR 14 16 1 nd nd
30 32 1 nd nd
62 64 1 nd nd
64 66 1 nd nd
; z ¢ MR
2 264 4 8 2
3 528 8 16 4
4 1.056 16 32 8
5 2.112 32 64 16
6 4.224 64 128 32
7 8448 128 256 64
8 16.896 256 512 128
9 33.792 512 1.024 256
10 67.584 1.024 2048 512
11 135.168 2.048 4,096 1.024
PCR SIMETRICA 12 270.336 4.096 8192 2.048
0 13 540.672 8192 16,384 4.096
PCR ESTANDAR 14 1.081.344 16.384 32.768 8.192
15 2.162.688 32,768 65.536 16.384
16 4.325376 65,536 131.072 32.768
17 8.650.752 131,072 262,144 65.536
18 17.301.504 262,144 524.288 131.072
19 34.603.008 524,288 1.048.576 262.144
20 69.206.016 1.048.576 2.097.152 524,288
21 138.412.032 2097.152 4.194.304 1.048.576
22 276.824.064 4.194.304 8.388.608 2.097.152
23 553.648.128 8.388.608 18777216 4.194 304
24 1.107.296.256 16.777.216 33.554.432 8.388.608
25 2.214,592 512 33.554.432 67.108 864 16.777.216
. 26 4.429,185.024 67.108.864 134.217.728 33.554.432
PUNTO TIPICO PARA
LA DETECCION DE 27 B.858.370.048 134.217.728 268.435456 67,108.864
LA SENAL
28 17.716.740.096 268.435.456 536.870.912 134.217.728
29 35.433.480.192 536.870.912 1.073.741.824 268.435.456
30 70.866.960.384 1.073.741.824 2.147.483.648 536.870.912
31 141.733.920.768 2.147.483.648 4,294 967.296 1.073.741.824
32 283.467.841,536 4.294 967.296 8.589.934.592 2.147.483.648
33 566.935.683.072 8.589.934.592 17.179.869.184 4,294,957.296
34 1.133.871.366.144 17.179.860.184 34.359.738.368 8.589.934.592
35 2.267.742.732.288 34.350.738.368 68.719.476.736 17.179.869.184
36 4.535.485.464.576 68.719.476.736 137.438.953.472 34,359.738.368
37 9.070.970.929.152 137.438.953.472 274.877.906.944 68.719.476.736
38 18.141.941.858.304 274.877.906.944 549,755.813.888 137.438.953.472
39 36.283.883.716.608 549 755.813.888 1.099.511.627.776 274 877.906.944
40 72.567.767.433.216 1.099.511 627.776 2.199.023.255.552 549.755.813.888

El experto en la técnica sera capaz de disefiar cebadores y sondas utiles para la deteccion de otras mutaciones de
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acuerdo con el método IBSAFE descrito en la presente. En la Tabla 3 se resumen ejemplos no limitantes de
cebadores H, cebadores L y sondas de deteccion utiles para la deteccion de una serie de diferentes mutaciones.

Cada una de las mutaciones sefialadas en la Tabla 3 puede detectarse realizando el IBSAFE como se describe en la
presente, en donde la reaccion de IBSAFE contiene el cebador H, el cebador L, la sonda TS y la sonda MUT
indicada para la mutacion particular en la Tabla 3. El método de IBSAFE se puede implementar esencialmente como
se describe en este ejemplo, por ejemplo, utilizando las condiciones de ciclado térmico descritas en la Tabla 1. La
temperatura de hibridacion elevada y baja pueden establecerse de acuerdo con la Tm indicada en la Tabla 3.
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Ejemplo 2

Los métodos IBSAFE se realizaron esencialmente como se describe en el Ejemplo 1, excepto que también se usé
una etapa extra de PCR a baja temperatura. En este ejemplo de un método de IBSAFE, se utiliza una secuencia de
no apareamiento para el cebador L. Esto da como resultado una brecha adicional en la diferencia efectiva de
temperaturas de fusion entre el cebador H y el cebador L durante la etapa de AIPR.

El disefio del ensayo utilizado en este ejemplo se muestra en la figura 7A e incluye un cebador H, una sonda de
deteccion de tipo silvestre (sonda TS) y una sonda de deteccion de variantes (sonda MUT). Ademas, el ensayo
incluye el uso de un cebador L que comprende 4 nucleétidos no concordantes. El método utilizado en este ejemplo
comprende una etapa de AIPR, una etapa de PCR a baja temperatura seguida de una PCR exponencial. El
programa exacto del termociclador usado se muestra en la Figura 7B.

Este ejemplo es un ensayo IBSAFE para la mutacion KRAS G13D. En el extremo 5' del cebador L se incluye una
secuencia de falta de concordancia de 4 bases y la secuencia de cebador complementaria a la diana es corta. Por lo
tanto, el cebador L tiene una temperatura de fusién muy baja y no se alineara a la elevada temperatura de fusion
durante la etapa de AIPR (73 °C en este ejemplo). En la etapa simétrica, la temperatura de hibridacién utilizada es
muy baja (de 30 °C en este ejemplo). Después de algunos ciclos (en este ejemplo, 5 ciclos), la secuencia
complementaria a la longitud completa del cebador L se incorpora en el producto sintetizado y la PCR simétrica se
puede continuar a una temperatura de hibridaciéon mas elevada (53 °C en este ejemplo), en donde ahora la longitud
completa del cebador L es una concordancia perfecta.

El resultado se muestra en la Figura 7B que muestra una sefal especifica para mutante y ningun falso positivo.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Saga Diagnostics AB

<120> Deteccion de acidos nucleicos

<130> P3800PCO00

<160> 72

<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 1
aagaccctag ccttagataa aactgagcaa gaggctttgg agtatttcat gaaacaaatg 60

<210> 2

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 2
catttttgtt gtccag 16

<210> 3

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS
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<400> 3
ccaccatgat gtgc 14

<210> 4

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 4
ccaccatgac gtgc 14

<210>5

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 5

ctgtaataaa gaaaaagaaa cagagaatct ccattttagc acttacctgt gactccatag

<210> 6

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 6
ctacacgaga tc12

<210>7

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 7
ctctgaaatc actgag 16

<210> 8

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 8
tctctaaaat cactga 16

<210>9

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H
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<400> 9
ctgtaataaa gaaaaagaaa cagagaatct ccattttagc acttacctgt gactccatag

<210> 10

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 10
ctacacgaga tc12

<210> 11

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 11
tcactgagca ggag 14

<210> 12

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial Sonda MUT

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 12
tcactaagca ggag 14

<210> 13

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 13
tcttaccatc cacaaaatgg atccagacaa ctgttcaaac tgatgggacc cactccatcg

<210> 14

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 14
gattttggtc tagct 15

<210> 15

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS
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<400> 15
acagtgaaat ctcg 14

<210> 16

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial Sonda MUT

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 16
acagagaaat ctcg 14

<210> 17

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 17

ES 2775551713

aagccacctc cttactttgce ctecttctge atggtattct ttctcttccg cacccagcag

<210> 18

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 18
tgtcaagatc acag 14

<210> 19

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 19
ttttgggcetg gecg 13

<210> 20

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 20
ttttgggegg gc 12

<210> 21

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H
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<400> 21

tgggagccaa tattgtcttt gtgttcccgg acatagtcca ggaggcagcc gaagggcatg

<210> 22

<211>10

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 22
accgtgcagc 10

<210> 23

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 23
tcatcacgca get 13

<210> 24

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 24
tcatcatgca get13

<210> 25

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 25
attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 26

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 26
cttgtggtag ttg 13

<210> 27

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS
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<400> 27
ctggtggcegt agg 13

<210> 28

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 28
ctggtgacgt agg 13

<210> 29

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 29

ES 2775551713

attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 30

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 30
cttgtggtag ttg 13

<210> 31

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 31
agcttgtggce gta 13

<210> 32

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 32
agctggtggc gta 13

<210> 33

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

41
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<400> 33

ES 2775551713

attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 34

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 34
cttgtggtag ttg 13

<210> 35

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 35
agctcgtgge gta 13

<210> 36

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 36
agctggtggc gta 13

<210> 37

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 37

attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 38

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 38
cttgtggtag ttg 13

<210> 39

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT
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<400> 39
agctagtggc gta 13

<210> 40

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 40
agctggtggc gta 13

<210> 41

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 41

ES 2775551713

attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 42

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 42
cttgtggtag ttg 13

<210> 43

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 43
agctgttggce gta13

<210> 44

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 44
agctggtggc gta 13

<210> 45

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

43
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<400> 45

ES 2775551713

attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 46

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 46
cttgtggtag ttg 13

<210> 47

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 47
agctgctgge gta 13

<210> 48

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 48
agctggtggc gta 13

<210> 49

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 49

attgttggat catattcgtc cacaaaatga ttctgaatta gctgtatcgt caaggcactc

<210> 50

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 50
cttgtggtag ttg 13

<210> 51

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

44
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<400> 51
agctgatggc gta 13

<210> 52

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 52
agctggtggc gta 13

<210> 53

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H

<400> 53

aagaccctag ccttagataa aactgagcaa gaggctttgg agtatttcat gaaacaaatg

<210> 54

<211>100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sequence fragment of PIK3CA

<400> 54

gaaagaccct agocttagat aaaactgage aagaggcettt ggagtattte atgaaacaaa

ES 2775551713

tgaatgatge acatcatggt ggctggacaa caaaaatgga

<210> 55

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MUT-probe

<400> 55
ccaccatgac gtgc 14

<210> 56

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 56
catttttgtt gtccag 16

<210> 57

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

45

60

100
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<220>
<223> Sonda TS

<400> 57
ccaccatgat gtgc 14

<210> 58

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

<400> 58
ctctgaaatc actgag 16

<210> 59

<211>12

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 59
ctacacgaga tc12

<210> 60

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 60
tctctaaaat cactga 16

<210> 61

<211> 111

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de PIK3CA

<400> 61

ttctacacga gatcectetet ctgaaatcac tgagcaggag aaagatttte tatggagtea

caggtaagtg ctaaaatgga gattctetgt ttetttttet ttattacaga a

<210> 62

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 62

ctgtaataaa gaaaaagaaa cagagaatct ccattttagc acttacctgt gactccatag60

ES 2775551713
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<210> 63

<211> 38

<212> ADN

<213> Secuencia artificial Cebador H

<220>
<223> Cebador H (beta-1)

<400> 63
ctgagcaaga ggctttggag tatttcatga aacaaatg

<210> 64

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador H (beta-2)

<400> 64

38

tagccttaga taaaactgag caagaggctt tggagtattt catgaaacaa atgaatgatg60

<210> 65

<211>100

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Fragmento de PIK3CA

<400> 65

cctagcctta gataaaactg agcaagaggc tttggagtat ttcatgaaac aaatgaatga

tgcacatcat ggtggctgga caacaaaaat ggattggatc

<210> 66

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda MUT

<400> 66
ccaccatgac gtgca 15

<210> 67

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador L

<400> 67
tccaatccat tittgttg 18

<210> 68

<211>15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sonda TS

47

60

100



10

<400> 68

ccaccatgat gtgca 15

<210> 69
<211> 3207
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 69

atgcctecac
ctagtagaat
acattaataa
cttcttcaag
gaattttttg
gtaattgaac
atecggcatge
agaaatattc
agtagagcaa
atatataata
aataatgaca
attgetgaag
ctetgtgttt
ttectagaaa
aggatgccca
tgttttacaa
gaaacatcta
gcaacctacy
taccatggag

cocaggtgga

cgactttgcc

gaccatcate
gtttactace
ccataaagca
atgaatcttc
atgaaacaag
cagtaggcaa
cagtgtgtga
tgaacgtttyg
tgtatgtcta
aattagataa
agcagaagta
caatcaggaa
tagaatatca
aatatcctet
atttgatgtt
tgccatctta
caaaatccct
tgaatgtaaa
gagaacccett
atgaatgget

tttccatttyg

ES 2775551713

aggtgaactg

aaatggaatg
tgaactattt
ttacattttc
acgactttgt
ccocgtgaagaa
atttgatatg
taaagaagct
tcctecaaat
agggcaaata
tactctgaaa
aaaaactcga
gggcaagtat
gagtcagtat
gatggctaaa
ttccagacgc
ttgggttata
tattegagac
atgtgacaat
gaattatgat

ctctgttaaa

tggggcatce
atagtgactt
aaagaagcaa
gtaagtgtta
gaccttcgge
aagatcctca
gttaaagate
gtggatctta
gtagaatctt
atagtggtga
atcaaccatg
agtatgttge
attttaaaag
aagtatataa
gaaagccttt
atttccacag
aatagtgcac
attgataaga
gtgaacacte

atatacatte

gJgccgaaagy

48

acttgatgece
tagaatgcet
gaaaataccc
ctcaagaagc
tttttcaacc
atcgagaaat
cagaagtaca
gggacctcaa
caccagaatt
tctgggtaat
actgtgtacc
tatcctetga
tgtgtggaty
gaagctgtat
attctcaact
ctacaccata
tcagaataaa
tctatgtteg
aaagagtacce
ctgatecttec

gtgctaaaga

cccaagaate
ccgtgagget
cctccatcaa
agaaagggaa
ctttttaaaa
tggttttgcet
ggacttcega
ttecaccteat
gccaaagcac
agtttctcca
agaacaagta
acaactaaaa
tgatgaatac
aatgettggg
gccaatggac
tatgaatgga
aattctttgt
aacaggtate
ttgttecaat
tegtgetget

ggaacactgt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



ccattggeat
atggetttga
gttactggat
agcagtygtgg
toccogagaag
aatgaattaa
tetgaaatea
atececgaaa
goecagatgt
cttctggact
aaatatttaa
tatgaacaat
caaaggattyg
agecagaggt
cacctgaata
caggagaaga
cgaccagatt
ctaggaaacc
ttgaattggg
tttaaaaatg
gaaaatatet
atcggtgact

cagtgcaaag

ctcaaagaca
tgtgetggat
atcatggtga
aagaagaaaa
ttaatagtga
caggagatgt
cttttctcaa
tacattcgaa

aaacaaatga

ggggaaatat
atctttggee
caaatccaaa
taaagttcecce
caggatttag
gggaaaatga
ctgageagga
ttctacccaa
attgottggt
gtaattaccc
cagatgacaa
atttggataa
ggcacttttt
ttggcctget
ggcaagtcga
aggatgaaac
tcatggatgce
tcaggcttga
agaacccaga
gggatgattt
ggcaaaatca
gtgtgggact
geggeottgaa
agaacaaagqg
actgtgtage
aagacgatgg
aatttggtta
ttagtaaagyg
gttacaagge
tgatgettgg
agaccctage

atgatgcaca

ES 2775551713

aaacttgttt
agtacctcat
taaagaaact
agatatgtca
ctattcccac
caaagaacag
gaaagatttt
attgettetg
aaaagattgg
agatcctatg
actttctcag
cttgcttgtg
cttttggeat
tttggagtee
ggcaatggaa
acaaaaggta
tctacaggge
agagtgtcga
catcatgtea
acggcaagat
aggtettgat
tattgaggtg

aggtgcactg

agaaatatat
tacetteoatt
acaactgttt
taaacgagaa
agcccaagaa
ttatctagct
ctctggaatg
cttagataaa

tcatggtgge

gattacacag
ggattagaag
ccatgettag
gtgattgaag
gecaggactga
ctcaaagcaa
ctatggagte
tetgttaaat
cotecaatca
gttcgaggtt
tatttaattc
agatttttac
ttaaaatctg
tattgtegtyg
aagctcatta
cagatgaagt
tttctgtcte
attatgtcct
gagttactgt
atgectaacac
cttegaatgt
gtgcgaaatt
cagttcaaca
gatgcagcca
ttgggaattg
catatagatt
cgtgtgocat
tgcacaaaga
attcgacage
ccagaactac
actgagcaag

tggacaacaa

49

acactctagt
atttgetgaa
agttggagtt
agcatgccaa
gtaacagact
ttteotacacg
acagacacta
ggaattetag
aacctgaaca
ttgctgttceg
agctagtaca
tgaagaaagc
agatgcacaa
catgtgggat
acttaactga
ttttagttga
ctctaaaccec
ctgcaaaaaqg
tteagaacaa
ttcaaattat
taccettatgg
ctcacactat
gocacacact
ttgacectgtt
gagategtea
ttggacactt
ttgttttgac
caagagaatt
atgoccaatct
aatocttttga
aggetttgga

aaatggattg

atctggaaaa
cectattggt
tgactggtte
ttggtctgta
agctagagac
agatoctctce
ttgtgtaact
agatgaagta
ggctatggaa
gtgcttggaa
ggtcctaaaa
attgactaat
taaaacagtt
gtatttgaag
cattctcaaa
gcaaatgagg
tgctcatcaa
gcocactgtgyg
tgagatcate
tegtattatg
ttgtetgtea
tatgcaaatt
acatcagtgg
tacacgtteca
caatagtaac
tttggatecac
acaggattte
tgagaggttt
cttcataaat
tgacattgea
gtattteatyg

gatctteocac

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180
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acaattaaac agecatgecatt gaactga

<210>70
<211> 2301
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 70
atggeggege
ggggacatgyg
cctgccatte
atagaggcce
gectatgaag
gaatetetgg
acatcettett
coccacagatg
ctgcccaaca
ctaaagaaag
caggatggag
gaattgeatg
acgtttttea
tgtcaaacat
gttaattatg
ccacaggaag
ceegectagy
ccaattecac
gaccgatect
gacttgatta
accoccocctg
ggacctcage
ettggtagac
caaagaattg
gcagtgaaaa
gaagtaggag

acaaagccac

tgageggtyy
agccogaggce
cggaggaggt
tattggacaa
aatacaceag
ggaacggaac
cetettetag
tggcacggag
aacagaggac
cactgatgat
agaagaaace
tggaagtgtt
ccttageatt
gtggttataa
accaacttga
aggcgtcoctt
actctattgg
agecettecg
catcagetee
gagaccaagqg
cctcattacc
gagaaaggaa
gggactagag
gatctggate
tgttgaatgt
tactcaggaa

aactggectat

cggtggtage
cggogccggc
gtggaatate

atttggtggy

caagectagat
tgatttttet
ccttteagtg
caaccccaag
agtggtacct
gagaggtcta
aattggttgg
ggagaatgtt
ttgtgacttt
atttcaccag
tttgetgtet
agcagagact
geccoaaatt
accagcagat
caatgtgcat
atttcgtggt
tggctcacta
gtcatcttca
tgatgattgg
atttggaaca
gacagcacct
aacacgacat

tgttaccecag

ggcgcggage
goccggcgecg
aaacaaatga
gagcataatc
geactcecaac
gtttetaget
ctacetteat
tcaccacaaa
gcaaggtgtyg
atcccagagt
gacactgata
ccacttacaa
tgtcgaaage
cgttgtagta
gtctccaagt
gcocctaacat
cteaccagte
gaagatcate
ataaacacaa
gatggaggat
actaacgtga
tcctcagaag
gagatteocotg
gtetacaagg
acaccteoage

gtgaatatcc

tggtgtgagy

50

cgggccagyge

cggcctctte
ttaagttgac
caccatcaat
asagagaaca
ctgeatcaat
ctettteagt
aacctatogt
gagttacagt
gctgtgetgt
tttectgget
cacacaactt
tgettttoca
cagaagttce
tctttgaaca
ctggatcatc
cgtotectte
gaaatcaatt
tagaacctgt
caaccacagg
aagccttaca
acaggaatcg
atgggcagat
gaaagtggea
agttacaage
tactcttcat

gctccagett

tetgtteaac
ggctgeggac
acaggaacat
atatctggag
acagttattg
ggatacogtt
ttttcaaaat
tagagtcttc
ccgagacagt
ttacagaatt
tactggagaa
tgtacgaaaa
gggtttcege

actgatgtgt

ccacccaata
cccttocegea
aaaatccatt
tgggcaacga
caatattgat
tttgtctget
gaaatctcca
aatgaaaaca
tacagtggga
tggtgatgtyg
¢ttcaaaaat
gggctattcc

gtatcaccat

3207

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620



ctecatatea
gcacaggygcea
aatatatttce
aaatctcgat
gcaccagaag
gcatttggaa
aacagggacce
gtacggagta
agagatgaga
ttgccaaaaa
gaggatttta

ggtgcgtttc

<210> 71
<211> 3633
<212> ADN

ttgagaccaa
tggattactt
ttcatgaaga
ggagtgggtc
tcatcagaat
ttgttctgta
agataatttt
actgtecaaa
gaccactett
ttcaccgcag
gtctatatgc

ctgtccactg

<213> Homo Sapiens

<400> 71

ES 2775551713

atttgagatg
acacgccaag
cctcacagta
ccatcagttt
gcaagataaa
tgaattgatg
tatggtggga
ageccatgaag
tcacccaaatt
tgcatcagaa
ttgtgcttct

a

atcaaactta
tcaatcatce
aaaataggtg
gaacagttgt
aatccataca
actggacagt
cgaggatace
agattaatgg
ctegecteta
ccctocttga

CcCdagaaacac

51

tagatattge
acagagacct
attttggtet
ctggatccat
gctttcagtc
taccttattc
tgtcteeaga
cagagtgcct
ttgagetget
atcgggctgg

ccatccaggc

acgacagact
caagagtaat
agctacagtg
tttgtggatg
agatgtatat
aaacatcaac
tetecagtaag
caaaaagaaa
ggcecgetca

tttccaaaca

agggggatat

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2301



atgogaccct
gegagteggy
ttgggcactt
gtccttggga
accatccagg
ttggaaaace
gtcttatcta
caggaaatce
agcatccagt
cagaaccacc
ggtgcaggag
gggcgetgee
acaggcecced
aaggacacet
cccgagggea

gtgacagatc

ccgggacgge
ctetggagga
ttgaagatca
atttggaaat
aggtggctgy
tgcagatcat
actatgatge
tgecatggege
ggcgggacat
tgggcagctg
aggagaactg
gtggcaagte
gggagagcga
gecococact

aatacagctt

acggctogtg

ES 2775551713

cggggeageg
aaagaaagtt
ttttctcage
tacctatgtg
ttatgtccte
cagaggaaat
aaataaaacc
cgtgeggtte
agtcagcagt
ccaaaagtgt
ccagaaactg
ccccagtgac
ctgectggte
catgetetac
tggtgccace

cgtccgagcee

ctectggege
tgecaaggea
ctccagagga
cagaggaatt
attgccctea
atgtactacg
ggactgaagy
agcaacaace
gactttctca
gatccaagct
accaaaatca
tgetgeocaca
tgeegeaaat
aaccccacca
tgcgtgaaga

tgtggggceoyg

52

tgotggetge
cgagtaacaa
tgttcaataa
atgatcttte
acacagtgga
aaaattecta
agetgcococat
ctgeectgtyg
gcaacatgtc
gtcccaatgg
tectgtgccca
accagtgtge
tccgagacga
cgtaccagat

agtgtcccceg

acagctatga

getetgeeoeg
getecacgeag
ctgtgaggtyg
cttcttaaag
gcgaattcct
tgecttagea
gagaaattta
caacgtggag
gatggacttc
gagctgetgg
gcagtgctcc
tgcaggetge
agcecacgtge
ggatgtgaac
taattatgtyg

gatggaggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960



gacggegtee
ggtattggtg
aactgcacct
ttecacacata
atcacagggt
gagaacctag
gtcagectga
gtgataattt
tttgggacct
goracaggec
agggactgeg
cttetggagg
gagtgectge
cagtgtgece
ggagaaaaca
catccaaact
cctaagatee
goectgggga
aggctgctge
caagctctct
ggtgcgttcg
ceegtegeta
gatgaagaoet
tgecteacet
tatgtccocgog
atcgcaaagg
aggaacgtac
ctgetgggtg
atggeattgg

ggggtgactyg

agcgagatet

gcaagtgtaa
aatttaaaga
cecatcagtgg
ctceteckct
ttttgetgat
aaatcatacg
acataacatc
caggaaacaa
coggtecagaa
aggtctgeeca
tetettgeeg
gtgagccaag
ctcaggecat
actacattga
acaccctggt
gecacctacgg
cgtecatege
teggecetett
aggagaggga
tgaggatctt
gcacggtgta
toaaggaatt
acgtgatgge
acaccgtgea
aacacaaaga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cggaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt

ccteocateet

ES 2775551713

gaagtgecgaa
ctcactctec
cgatctccac
ggatccacag
tcaggettgg
cggcaggaca
cttgggatta
aaatttgtge
aaccaaaatt
tgecttgtge
gaatgtecage
ggagtttgty
gaacatcacc
cggcccccac
ctggaagtac
atgecactggg
cactgggatg
catgegaagg
gcttgtggag
gaaggaaact
taagggactc
aagagaagca
cagegtggac
getecatecacyg
caatattggc
cttggaggac
accgcageat
agaataccat
acacagaatc
gatgaccttt

ggagaaagga

gggccttgce
ataaatgcta
atcctgecogg
gaactggata
cctgaaaaca
aagcaacatg
cgeteocctea
tatgcaaata
ataagcaaca
tococcegagy
cgaggcaggy
gagaactetg
tgcacaggac
tgcgtcaaga
gcagacgceg
coaggtettyg
gtgggggeece
cgecacateqg
cctcttacac
gaattcaaaa
tggatcccag
acatctcega
aaccococacy
cageteatge
tceccagtace
cgtcgettgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccace
ggatccaage

gaacgcocteo
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gcaaagtgtg
cgaatattaa
tggcatttag
ttctgaaaac
ggacggacct
gtcagtttte
aggagataag
caataaactg
gaggtgaaaa
getgotgggy
aatgegtgga
agtgrataca
ggggaccaga
cctgocegge
gecatgtgtg
aaggetgteoe
tectottget
tteggaageg
ccagtggaga
agatcaaagt
aaggtgagaa
aagccaacaa
tgtgeoegeoot
cettoggetg
tgctcaacty
tgcaccgcega
cagattttgg
gcaaagtgec
agagtgatgt
catatgacygg

ctcagecace

taacggaata
acacttcaaa
gggtgactce
cgtaaaggaa
cocatgoottt
tottgeoagte
tgatggagat
gaaaaaactyg
cagctgcaag
cooggagoac
caagtgcaac
gtgcecaceoca
caactgtatc
aggagtcatg
ccacctgtge
aacgaatggg
getggtggty
cacgetgeogyg
agctceccaac
gctgggetee
agttaaaatt
ggaaatccte
gotgggeate
cctcctggac
gtgtgtgcag
cctggeagec
gctggecaaa
tatcaagtgg
ctggagetac
aatcectgee

catatgtacc

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

222Q

2280

2340

2400

2460

2529

2580

2640

2700

2760

2820



atcgatgtet
tteccegtgagt
attecaggggy
ctgatggatg
cagggckttcot
accagcaaca
aaggaagaca
ageatagacyg
cecgetgget
agagacccac
actgtccage
ggcagccace
gccaageocaa
gogooacaaa
<210>72

<211> 567
<212> ADN

acatgatcat
tgatcatecga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagecageec
attccaccgt
gettettgea
acaccttect
ctgtgecagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcet
atggcatett

gecagtgaatt

<213> Homo Sapiens

<400> 72

atgactgaat
atacagctaa
aggaagcaag
caagaggagt
gtatttgeoca
aaaagagtta
ccttetagaa
tttattgaaa
cgagaaattc

tcaaagacaa

ataaacttgt
ttcagaatca
tagtaattga
acagtgcaat
taaataatac
aggactctga
cagtagacac
catcagcaaa

gaaaacataa

agtgtgtaat
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ggtcaagtge
attctccaaa
geatttgoca
ggacgacgtg
ctccacgtca
ggcttgcatt
gegatacage
cccagtgect
tectgtetat
cccccacage
caacagcaca
ggacaacecct
taagggctec

tattggagea

ggtagttgga
ttttgtggac
tggagaaacc
gagggaccayg
taaatcattt
agatgtacet
aaaacaggcet
gacaagacag
agaaaagatg

tatgtaa

tggatgatag
atggcccgaqg
agtecctacag
gtggatgcoy
cggactecec
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcage
actgcagtgg
ttcgacagec
gactaccagc
acagctgaaa

tga

getggtggeg
gaatatgatc
tgtctcttgg
tacatgagga
gaagatatte
atggtectag
caggacttag
ggtgttgatg

agcaaagatg
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acgcagatag
accocoocageg
acteccaactt
acgagtacct
tactgagetc
ggctgcaaag
caggegeett
accagtcegt
ctetgaacee
gcaacccega
ctgcccactg
aggacttctt

atgcagaata

taggcaagag
caacaataga
atattctcga
ctggggaggy
aceattatag
taggaaataa
caagaagtta
atgccttcta

gtaaaaagaa

tcgeccaaag
ctaccttgte
ctacegtgee
catcccacag
tctgagtgea
ctgtcccatce
gactgaggac
tcecaaaagqg
cgegoccage
gtatctcaac
ggoccagaaa
tcccaaggaa

¢ctaagggte

tgeettgacyg
ggattcctac
cacagcaggt
ctttctttgt
agaacaaatt
atgtgatttg
tggaatteoct
tacattagtt

gaaaaagaag

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3633

60

120

180

240

300

360

420

480

540

567
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la deteccién de la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana o la deteccion de la
presencia de una secuencia variante en una secuencia de acidos nucleicos diana en una muestra, que comprende
las etapas de

a) proporcionar una muestra que comprende acidos nucleicos de molde

b) proporcionar un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores especificamente
capaces de la amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos diana, en donde el conjunto de cebadores al
menos comprende un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusiéon de cebador H es al menos
16 °C mayor, tal como al menos 20 °C mayor, que la temperatura de fusion del cebador L y en donde el cebador
L contiene una secuencia complementaria de un fragmento del producto de elongacion de cebador H,

c) proporcionar una polimerasa de acido nucleico que tiene actividad de polimerasa a una temperatura de
elongacion,

d) preparar reacciones de PCR divididas que comprenden cada una de ellas una parte de la muestra, el conjunto
de cebadores, la polimerasa de acido nucleico, reactivos de PCR y opcionalmente reactivos de deteccion

e) llevar a cabo una reaccién de polimerasa incremental asimétrica (AIPR) que comprende las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridacion que permite la
hibridacioén del cebador H, pero no del cebador L,

iii. opcionalmente incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de elongacion,

iv. opcionalmente repetir las etapas i a iii,

v. amplificar asi solo una cadena de la secuencia de acidos nucleicos diana

f) llevar a cabo una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que comprende las etapas de:

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi
el ADN en moléculas monocatenarias

2) incubar la PCR a una baja temperatura de hibridacion que permite la hibridacién tanto del cebador H como
del cebador L,

3) incubar la PCR a la temperatura de elongacion, lo que permite asi la extension de los cebadores alineados
4) opcionalmente repetir las etapas Il a IV,

5) amplificar asi ambas cadenas de la secuencia de acidos nucleicos diana para obtener un producto de PCR

g) detectar si el producto de PCR comprende la secuencia de acidos nucleicos diana o la secuencia variante en
la secuencia de acidos nucleicos diana.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la secuencia variante es una mutacién de nucleétidos
simples.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la AIPR de la etapa e)
comprende las etapas de:

i. incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de la desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

ii. incubar las reacciones de PCR divididas a una elevada temperatura de hibridacion que permite la hibridacion
del cebador H, pero no del cebador L, en donde la elevada temperatura de hibridacién también es la temperatura
de elongacion, lo que permite asi la extension del cebador H alineado;

iii. repetir las etapas i a ii,

iv. amplificar asi sélo una cadena de la secuencia de acidos nucleicos diana.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cebador H es el Unico
cebador en el conjunto de cebadores que tiene una temperatura de fusion al menos 16 °C mayor que la temperatura
de fusién del cebador L.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjunto de cebadores
comprende mas de un par de cebadores capaces de la amplificaciéon de diferentes secuencias de acidos nucleicos
diana.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cebador H tiene una
temperatura de fusion al menos 16 °C mayor que la temperatura de fusién de cualquier otro cebador dentro del
conjunto de cebadores, que junto con el cebador H es capaz de la amplificacion de la secuencia de acidos nucleicos
diana.
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7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el conjunto de cebadores no
comprende ningun cebador:

a) que tenga una temperatura de fusioén que esta en el intervalo de +/- 15 °C, con preferencia, en el intervalo de
+/- 20 °C, tal como en el intervalo de +/- 25 °C de la temperatura de fusion del cebador H; y

b) que, junto con el cebador H, pueda constituir un par de cebadores especificamente capaces de la
amplificacién de la secuencia de acidos nucleicos diana.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la elevada temperatura de
hibridacion en la etapa €) es al menos 10 °C mayor, con preferencia al menos 15 °C mayor, por ejemplo, al menos
20 °C mayor que la temperatura de fusion del cebador L.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la etapa e€) da como resultado
la elongacion del cebador H, pero en ninguna elongacion detectable de cualquier otro cebador.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el cebador L es un cebador L
modificado por apareamiento fallido y el método comprende una etapa de PCR a baja temperatura entre las etapas
e) y f), en donde la PCR a baja temperatura comprende las etapas de:

1) incubar las reacciones de PCR divididas a la temperatura de desnaturalizacion, lo que desnaturaliza asi el
ADN en moléculas monocatenarias

2) incubar la PCR a una muy baja temperatura de hibridacion que permite la hibridacion tanto del cebador H
como de la parte no apareante del cebador L,

3) incubar la PCR a la temperatura de elongacion, lo que permite asi la extension de los cebadores alineados

4) opcionalmente repetir las etapas 1) a 3), obteniendo asi un producto de PCR.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la muy baja temperatura de hibridaciéon es al menos 5
°C menor que la baja temperatura de hibridacion.

12. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 11, en donde el cebador L es un
oligonucledtido que consiste en:

a) una secuencia 5' de 1 a 10 nucledtidos; y
b) una secuencia consecutiva en el rango de 7 a 15 nucledtidos, que es idéntica o complementaria de un
fragmento de la secuencia de acidos nucleicos diana.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde las reacciones de PCR
divididas contienen cada una un reactivo de deteccién, que es una sonda de deteccion variante, siendo dicha sonda
de deteccién variante capaz de hibridar en la secuencia de acidos nucleicos diana que contiene la secuencia
variante con una afinidad significativamente mayor que la secuencia de acidos nucleicos diana que no contiene la
secuencia variante y/o las reacciones de PCR divididas contienen cada una un reactivo de deteccion que es una
sonda de deteccién de tipo silvestre, siendo dicha sonda de deteccion de tipo silvestre capaz de hibridar en la
secuencia de acidos nucleicos diana que no contiene la secuencia variante.

14. Un método de prediccién de la presencia de una afeccion clinica en un individuo, en donde dicha afeccién clinica
esta ligada a la presencia de una secuencia variante en una secuencia de acidos nucleicos diana o dicha afeccion
clinica esta ligada a la presencia de una secuencia de acidos nucleicos diana, comprendiendo dicho método las
etapas de

a) proporcionar una muestra de dicho individuo que comprende acidos nucleicos de molde
b) llevar a cabo el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,

en donde la presencia de dicha secuencia variante en dicho acido nucleico diana o la presencia de dicha secuencia
de acidos nucleicos diana son indicativas de la presencia de dicha afeccién clinica.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, en donde la afeccion clinica es cancer.
16. Un kit de partes que comprende:

a) un conjunto de cebadores que comprende al menos un par de cebadores especificamente capaces de la
amplificacién de una secuencia de acidos nucleicos diana, en donde el conjunto de cebadores al menos
comprende un cebador H y un cebador L, en donde la temperatura de fusion de cebador H es al menos 16 °C
mayor que la temperatura de fusion del cebador L y en donde el cebador L contiene una secuencia
complementaria del producto de elongacién de cebador H,

b) una sonda de deteccion que es capaz de hibridar en la secuencia de acidos nucleicos diana, estando dicha
sonda ligada a al menos un fluoréforo y al menos un desactivador
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c) una polimerasa de acido nucleico;
d) reactivos de PCR;
€) reactivos para preparar gotas que contienen reacciones de PCR divididas.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacion 16, en donde

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de SEQ ID NO:69
y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleétidos de la secuencia
complementaria de la SEQ ID NO:69; o

b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la secuencia
complementaria de la SEQ ID NO:69 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10
a 20 nucleotidos de la SEQ ID NO:69;

y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al
menos uno de los nucledtidos 3140, 1624 o 1633 de la SEQ ID NO:69.

18.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la SEQ ID
NO:70 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleétidos de la
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:70; o

b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la secuencia
complementaria de la SEQ ID NO:70 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10
a 20 nucleodtidos de la SEQ ID NO:70;

y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende
nucledtido 1799 de la SEQ ID NO:70.

19.

20.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la SEQ ID
NO:71 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleétidos de la
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:71; o

b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la secuencia
complementaria de la SEQ ID NO:71 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10
a 20 nucleotidos de SEQ ID NO:71;

y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al
menos uno de los nucledtidos 2573 o0 2369 de la SEQ ID NO:71.

El kit de partes de acuerdo con la reivindicacién 16, en donde

a) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la SEQ ID
NO:72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10 a 20 nucleétidos de la
secuencia complementaria de la SEQ ID NO:72; o

b) el cebador H comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 50 a 100 nucleétidos de la secuencia
complementaria de la SEQ ID NO:72 y el cebador L comprende una secuencia consecutiva en el intervalo de 10
a 20 nucleotidos de la SEQ ID NO:72;

y en donde el cebador H y el cebador L juntos son capaces de amplificar una secuencia diana que comprende al
menos los nucleodtidos 34, 35 0 38 de la SEQ ID NO:72.
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~ ETAPAAIPR— REPETICION POR X CICLOS (por ejemplo, 64)
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Fig. 1A
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ETAPA SIMETRICA — REPETICION POR X CICLOS (por ejemplo, 27)
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Fig. 1A continuacién
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ETAPA SIMETRICA — REPETICION POR X CICLOS (por ejemplo, 27)
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Fig. 1B continuacién
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PIK3CA c.3140A>G (H1047R)

5 Cebador H

AAGACCCTAGCCTTAGATAAAACT GAGCAAGA
(+} GAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACT GAGCAAGA
() CTTTCTGGGATCGGAATCTATTTTGACTCGTTCT

Cebador H 3
GGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAATG
GGCTTTGGAGTATTTCATGAAACAAATGAATGAT
CCGAAACCT CATAAAGTACTTTGTTTACTTACTA

GCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGA
CGTGTAGTACCACCGACCTGTTGTTTTTACCT
CGTGEAGTACCACCGACCTGTTGTTTTTAC
CGTGTAGTACCACC CebadorL o
3 5

Sonda MUT (FAM)
__Sonda TS (HEX)

Fig. 2
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PIK3CA ¢.1624G>A (E542K)
Sonda TS (HEX)

Sonda MUT (FAM)

5’ 3
5" CebadorlL 3 CTCTGAAATCACTGA
CTACACGAGATC TCTCTAAAATCACTGA |
() TTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCAGGA
(JAAGATGTGCTCTAGGAGAGAGACTTTAGTGACTCGTCCT

GAAAGATTTTCTATGGAGT CACAGGTAAGTGCTAAAAT

CTTTCTAAAAGATACCTCAGTGTCCATTCACGATTTTA
GATACCTCAGTGTCCATTCACGATTTTA
3’ Cebador H

GGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTATTACAGAA

CCTCTAAGAGACAAAGAAAAAGAAATAATGTCTT

CCTCTAAGAGACAAAGAAAAAGAAATAATGTC
Cebador H 5

Fig. 2 - Continuacion
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551 T3
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551 T3
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE
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ES 2775551 T3

5 CTGAGCAAGAGGCTTT
5 TAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTT

(+) cadena CCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTTT
(-) cadena GGATCGGAATCTATTTTGACTCGTTCTCCGAAA

GGAGTATTTCATGAAACAAATG Cebador H (beta1)
GGAGTATTTCATGAAACAAATGAATGATG Cebador H (beta2)

GGAGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCACATCATGGT GG
CCTCATAAAGTACTTTGTTTACTTACTACGTGTAGTACCACC

Sonda MUT (FAM) ACGT GEAGTACCACC
3’ 5’

Sonda TS (HEX) ACGTGTAGTACCACC
3) 5}

CTGGACAACAAAAATGGATTGGATC cadena (+)
GACCTGTTGTTTTTACCTAACCTAG cadena(-)

GTTGTTTTTACCTAACCT
3 Cebador L 57

Fig. 4
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Amplitud de senal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551 T3

Molde de mutante Molde de tipo silvestre
~ 80 ng total ~ 480 ng total
]
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PROGRAMA DEL TERMOCICLADOR:
95° C—10 min

SIN AIPR

Repeticion de 35 ciclos:

94° C-10seg PCR SIMETRICA
52° C-30seg EXPONENCIAL
72° C-30seg

98° C—10 min

Fig. 5A

69

200000




Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551 T3

Molde de mutante Molde de tipo silvestre
~ 80 ng total ~ 480 ng total
!

T T £

0 50000 100000 150000 200000
Numero de eventos

PROGRAMA DEL TERMOCICLADOR:
95° C-10 min

Repeticion de 64 ciclos:
94° C-10seg } AIPR
67° C-45seg

Repeticién de 25 ciclos: i
94° C-10 seg PCR SIMETRICA

52° C- 30seg EXPONENCIAL
72° C-30seg
98° C-10 min

Fig. 5B
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ES 2775551 T3
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE

PROGRAMA DEL TERMOCICLADOR:

95° C—10 min
Repeticidon de 64 ciclos:
94° C-10seg
74° C-45seg
Repeticion de 25 ciclos: )
94° C-10seg PCR SIMETRICA

52° C-30seg EXPONENCIAL
72° C-30seg

98° C-10 min
Fig. 5C

AIPR
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Amplitud de senal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551713

Molde de mutante

~ 13 ng total N
(en 130 ng tipo silvestre) 1560 ng total
i i
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Repeticion de 25 ciclos:

94°C—10 seg PCR SIMETRICA
48° C-30seg EXPONENCIAL
72°C—30 seg

98°C - 10 min

Fig. 5D
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Amplitud de sefial fluorescente de ADN MUTANTE
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Fig. 5E
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551713

Molde de mutante

~ 5 ng total Molde de tipo silvestre

(en 130 ng tipo silvestre) ~ 1500 ng total
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Frecuencia de alelos >

Frecuencia de alelos

ES 2775551713
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Frecuencia de alelos o

O

Frecuencia de alelos

ES 2775551713

Ensayo comercial- PIK3CA E542K
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ES 2775551713
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ES 2775551713

“cebador L modificado por no
apareamiento”

nucledtidos. nucleétidos
no apareados apareados

L i
7 [ 1

CCTCAAACTTGTGGTAG 3’

cadena (+) ATGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTGGAG
cadena (-) TACTGACTTATATTTGAACACCATCAACCTC

57 CTGGTGGCGTAGG 3’ Sonda TS (HEX)
5° CTGGTGACGTAGGCAA 3’ Sonda MUT (FAM)

CTGGTGBCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGCTAA
GACCACCGCATCCGTTCTCACGGAACTGCTATGTCGATT
CTCGCGGAACTGCTATGTCGATT

3 Cebador H

TTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAAT
AAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTA|

AAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTA
Cebador H 5

Fig. 7A
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Amplitud de sefal fluorescente de ADN MUTANTE

ES 2775551713

Molde de mutante Molde de tipo silvestre
~ 5 ng total

(en 250 ng tipo silvestre) ~ 1750 ng total
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73°C—-45 seg AIPR
Repeticion de 5 ciclos:
94°C—10 seg PCR A BAJA
30°C-30seg TEMPERATURA
72°C—30 seg
Repeticion de 22 ciclos:

94°C-10seg PCR SIMETRICA
53°C~30seg EXPONENCIAL
72°C—-30seg

98°C—10 min Fig. 7B
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