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DESCRIPCION
Métodos de deteccion de variantes
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion proporciona métodos para |la deteccién de secuencias de ADN alteradas después de la escisién por
una endonucleasa seleccionable, tal como la proteina CRISPR Cas9 (por sus siglas en inglés) de la bacteria
Streptococcus pyogenes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Para la deteccion de mutaciones se pueden usar tanto la PCR (por sus siglas en inglés) dependiente de ARNasa
H2 (rhPCR, por sus siglas en inglés, ver la publicacion de solicitud de patente de EE.UU. No. US 2009/0325169
A1) como la PCR alelo-especifica estandar (ASPCR, por sus siglas en inglés). En la ASPCR, la ADN polimerasa
realiza la discriminacién del apareamiento erréneo por la deteccion de un apareamiento erréneo en o cerca del
extremo 3' del cebador. Aunque la ASPCR a veces tiene éxito en la deteccion de apareamientos erréneos, la
discriminacion puede ser limitante, debido a la baja capacidad de deteccién de apareamientos erréneos de las
ADN polimerasas de tipo silvestre.

A diferencia de la ASPCR, la sensibilidad al apareamiento errébneo de la enzima ARNasa H2 en la rhPCR permite
tanto la deteccion sensible de mutaciones del ADN como la eliminacidn de artefactos de cebador-dimero de la
reaccién. Sin embargo, cuando se intenta detectar mutaciones del ADN con rhPCR, la colocacion del apareamiento
erroneo dentro del cebador es importante. Cuanto mas cerca del ARN escindible se ubique el apareamiento
erroneo, mas discriminacién se observara de la enzima ARNasa H2 y mayor sera la discriminacion del ensayo de
rhPCR resultante. Dado que las ADN polimerasas de tipo silvestre mas comunes, tales como la Tag, muestran a
menudo bajos niveles de deteccion de apareamientos erréneos, no se puede confiar Unicamente en que la
polimerasa realice esta discriminacion tras el escindido de la ARNasa H2. Junto con la interrogacion repetida
deseada de cada ciclo de rhPCR estandar, colocar el apareamiento erréneo en cualquier lugar que no sea
inmediatamente opuesto al ARN no es deseable cuando se usan estas polimerasas.

Asi pues, se necesitan ensayos con una mayor sensibilidad al apareamiento erréneo.

Ademas, se necesitan métodos mejorados para la deteccidon de mutaciones alteradas después de la escisién por
endonucleasas seleccionables, tales como la proteina CRISPR Cas9. Un método comunmente usado para
detectar mutaciones introducidas en el ADN gendmico después de la reparacion de eventos de escisién de ADN
de doble hebra (ADNdh) es el ensayo enzimatico de apareamiento erroneo (EMCA, por sus siglas en inglés). Los
ensayos EMCA escinden en los sitios donde hay apareamientos erréneos de bases en el ADNdh. Para la deteccién
EMCA de las mutaciones introducidas en el ADN después de escindir y reparar con Cas9, se cosecha el ADN
genomico de las células y se amplifican por PCR las regiones alrededor del sitio de corte del ADNdh usando
cebadores que flanquean el sitio de corte. Tipicamente se usan amplicones de 100-1000 bases para este propésito.
Una vez finalizada la amplificacién, se forman heteroduplex al calentar los productos de la reaccion y dejando que
se recongelen, lo que lleva a la formacidn de variantes homoduplex WT/WT (silvestre/silvestre, por sus siglas en
inglés), Mut/Mut o heteroduplex WT/Mut o Mut1/Mut2. Posteriormente, los ADNdh son escindidos por una
endonucleasa de apareamiento erréneo (tal como T7El, Surveyor, etc.). Los heteroduplex se escinden y la
presencia de fragmentos mas cortos se detecta por electroforesis en gel, electroforesis capilar o cualquiera de los
métodos conocidos por los expertos en la técnica. Aunque tal ensayo es rapido y barato, a menudo no refleja con
exactitud los cambios que realmente se generan a partir del proceso de mutagénesis con CRISPR. Si se introduce
la misma mutacién un gran numero de veces, se forman homodimeros Mut/Mut, que no se detectan. Ademas, las
enzimas endonucleasas de apareamiento erroneo a menudo no escinden eventos de una Unica base, lo que lleva
a otra clase de mutaciones que no se detectan. Asi, un ensayo EMCA casi siempre subestimara el alcance de la
edicion del genoma que se produjo después del escindir y reparar el ADNdh con Cas9.

Un método alternativo de analisis involucra la secuenciacién a gran escala del ADN usando métodos de
secuenciacién "de Nueva Generacién" (NGS, por sus siglas en inglés) del ADN modificado, que es altamente
exacto, pero resulta lento y costoso. Existen otros métodos para valorar el resultado de la mutacion después de
escindir y reparar con CRISPR/Cas9. Por ejemplo, los resultados de la secuenciacién de Sanger se pueden
analizar usando la descomposicidn de trazas de secuencias (analisis "TIDE", por sus siglas en inglés); la extensién
de cebadores marcados con fluorescencia en un amplicdn que abarque el sitio de corte de Cas9 se puede usar
para mapear indels (inserciones-deleciones) usando la deteccion de indels por analisis de amplicones (IDAA, por
sus siglas en inglés); o el andlisis de fusidn de alta resolucién (HRM, por sus siglas en inglés) se puede aplicar a
amplicones de PCR que abarquen el sitio de corte de Cas9. Sin embargo, ninguno de estos métodos se acerca a
la exactitud del analisis NGS, mientras que todos son mas costosos y lentos de realizar que los métodos de EMCA.
Asi, se necesitan métodos mejorados para valorar la frecuencia de las mutaciones que surgen de los experimentos
de edicion gendmica que sean rapidos y de bajo coste.
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BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

La divulgacién proporciona ensayos que usan mutantes de polimerasas de alta discriminacion u otras polimerasas
de alta discriminacién de apareamientos erroneos para crear un nuevo disefio de ensayo que puede usar
apareamientos erroneos ubicados en el 5' del ARN.

La invencion proporciona un método de enriquecimiento de objetivos que comprende:
(a) proporcionar una mezcla de reaccién que comprende:

i. un primer cebador oligonucleotidico que tiene un dominio de cola que no es complementario a una secuencia
objetivo, el dominio de cola que comprende una primera secuencia universal de cebador; un dominio de escision,
en donde dicho dominio de escisidon, cuando se hibrida con el objetivo, es escindible por una enzima ARNasa H2,
colocado en el 5' de un grupo de bloqueo y en el 3' de una posicién de variacién, el grupo de bloqueo enlazado al
final o cerca del final del extremo 3’ del primer oligonucleétido cebador, en donde el grupo de bloqueo previene la
extension del cebador y/o inhibe que el primer cebador sirva como molde para la sintesis de ADN;

ii. un acido nucleico de muestra que ha sido tratado con una enzima CRISPR, que puede 0 no tener la secuencia
objetivo;

ii. una enzima de corte, en donde la enzima de corte es una enzima ARNasa H2; y
iv. una polimerasa,
(b) hibridar el primer cebador con la secuencia de ADN objetivo para formar un sustrato de hebra doble;

(c) escindir el primer cebador hibridizado, si el primer cebador es complementario al objetivo, con la enzima de
escision en un punto dentro o adyacente al dominio de escisién para eliminar el grupo de bloqueo del primer
cebador; y

(d) extender el primer cebador con la polimerasa.

La invencion proporciona métodos para |la deteccién de secuencias de ADN alteradas después de la escisién por
la proteina CRISPR Cas9 de la bacteria Streptococcus pyogenes.

Estas y otras ventajas de la invencion, asi como otros atributos inventivos adicionales, se desprenderan de la
descripcién de la invencidon proporcionada en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama que muestra dos disefios de cebadores. La parte a) es un cebador bloqueado-
escindible disefiado para que el SNP (por sus siglas en inglés) de interés se encuentre en el 5' de la base del ARN
cuando se hibrida con un molde. La ARNasa H2 se escinde, dejando una base interrogante en el 3', que la ADN
polimerasa, altamente discriminativa, determina como coincidente o apareamiento erroneo. Los ciclos térmicos
permiten que este proceso continle. La parte b) ilustra un cebador de la presente invencidn, el escindido de la
ARNasa H2 y la deteccion de SNP son idénticos a los de la parte a), pero el cebador también incluye un dominio
de "cola" en el 5', que incluye un sitio de unidn para una sonda y un cebador sentido universal. Después de 1-10
ciclos de discriminacién con la ARNasa H2 y la polimerasa, el cebador sentido universal altamente concentrado
pasa a dominar la amplificacién, degradando la sonda cuando se amplifica. Este ciclo se repite 25-50 veces,
generando la sefial de salida. Este disefio de cebador se puede multiplexar, lo que permite disefiar ensayos
multicolor con un unico tubo.

Las Figuras 2Ay 2B son graficas de fluorescencia de punto final del ensayo descrito en el Ejemplo 1. Los valores
de fluorescencia FAM y HEX (por sus siglas en inglés, respectivamente) se representan en los ejes X e Y. La Figura
2A es un ensayo de SNP "universal" para rs351855 realizado con la Taq polimerasa WT. La Figura 2B es un ensayo
SNP "universal" para rs351855 realizado con la Taq polimerasa mutante H784Q, que demuestra una discriminacién
muy potenciada entre cada una de las variantes alélicas, como se observa por la mayor separacién de los grupos
en el caso de la Tag mutante. En ambos casos, los controles sin molde (NTC, por sus siglas en inglés, cuadrados)
estan cerca de las coordenadas (0,0), como se deseaba. Las muestras del alelo 1 se muestran como circulos, las
del alelo 2 como rombos y los heterocigotos como triangulos. Cada reaccidn se realizé por triplicado.

Las Figuras 3Ay 3B son graficas de discriminacién alélica con llamadas de genotipado para rs4655751. La placa
de reaccién se ciclé inmediatamente después de la preparacion de la reaccion (A) o se mantuvo a temperatura
ambiente en la mesa de trabajo por 48 horas antes del ciclado(B). Diamantes: controles sin molde (NTC);
cuadrados: muestras de alelo 1; circulos: muestras de alelo 2; triangulos: heterocigotos. Los genotipos estan muy
agrupados y presentan una buena separacién angular, lo que indica una excelente especificidad alélica. A cada
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muestra se le asignd la llamada de genotipado correcta, y no se observaron cambios en el rendimiento durante el
periodo de retencidn de 48 horas.

Las Figuras 4Ay 4B ilustran una comparacion lado a lado de las graficas de discriminacion alélica del gen CCR2,
rs1799865 de un ensayo basado en TagMan contra rhPCR. Diamantes: controles sin molde (NTC); cuadrados:
muestras de alelo 1; circulos: muestras de alelo 2; triangulos: heterocigotos. El ensayo de genotipado por rhPCR
(Figura 4B) logré una sefial de fluorescencia mas alta en comparacidén con un ensayo tradicional de genotipado
por 5'-nucleasas (Figura 4A), mostrando al mismo tiempo resultados concordantes.

Las Figuras 5A y 5B son gréficas de discriminacion alélica del SNP tri-alélico, CYP2C8 (rs72558195), usando un
ensayo multiplex de genotipado de tubo Unico por rhPCR en la plataforma QuantStudio™ 7 Flex (Thermo Fisher).
En la Figura 5A, rombos: controles sin molde (NTC); cuadrados: muestras de alelo G (alelo 1); circulos: muestras
de alelo A (alelo 2); triangulos: heterocigotos. En la Figura 5B, rombos: controles sin molde (NTC); cuadrados:
muestras del alelo G (alelo 1); circulos: muestras del alelo C (alelo 3); triangulos: heterocigotos.

La Figura 6 muestra el diagrama 360 de discriminacién alélica tri-alélica de CYP2C8 rs72558195, usando el ensayo
de genotipado rhPCR con 3 cebadores alelo-especificos multiplexados en una Unica reaccién.

La Figura 7 es una grafica de discriminacién alélica que ilustra la capacidad del ensayo de rhPCR para realizar
genotipado cuantitativo.

Las Figuras 8Ay 8B ilustran los resultados del genotipado y la deteccién de la variacion alélica del niumero de
copias que es posible con la presente invencién. Se usaron muestras de ADNg para las pruebas variando los
numeros de copias y variando los genotipos de referencia. En la Figura 8A, rombos: controles sin molde (NTC);
cuadrados: muestras del alelo G; circulos: muestras del alelo C; y triangulos: heterocigotos. Los datos resultantes
se correlacionan con la entrada de la prueba.

La Figura 9 es una representacion esquematica de la rhPCR multiplexado.

La Figura 10 es la imagen resultante de la estacion de cinta que indica la efectividad de los métodos de rhPCR
multiplexado para reducir los dimeros del cebador y aumentar el rendimiento del amplicén deseado.

La Figura 11 representa graficamente |la efectividad de los rhCebadores en el porcentaje de lecturas mapeadas y
lecturas especificas.

La Figura 12 muestra la colocacién del residuo de ARN en relacién con el sitio de escindir mas comun para los
métodos de la divulgacion (tal como en el Ejemplo 10). EI ARN se muestra en minusculas, mientras que los residuos
de ADN aparecen en mayusculas. El sitio de escisidon Cas9 se muestra con una linea a través de ambas hebras
de ADN. RN2 = enzima ARNasa HZ2; pol = polimerasa.

Las Figuras 13A-13B muestran analisis de mutaciones CRISPR que demuestran que los resultados obtenidos
usando los métodos gPCR de la divulgacion son mas precisos que usando el método T7EI EMCA. Figura 13A: el
porcentaje de moldes mutados es subestimado sistematicamente por T7ElI EMCA (cuadrados vacios), cuando se
compara con los resultados de NGS (circulos grises) en las mismas muestras. Figura 13B: usando las mismas
muestras de la Figura 13A, se observa que el porcentaje de mutaciones detectadas se estima con mucha mas
precision por los métodos de gPCR de la divulgacion (cuadrados vacios) en comparacion con los resultados de
NGS.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencidn se refiere a métodos de discriminacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que usan
cebadores de rhPCR bloqueables (ver la publicacién de solicitud de patente de EE.UU. No. US 2009/0325169 A1)
y una ADN polimerasa con altos niveles de discriminacion de apareamientos erroneos. En la presente invencion,
el apareamiento erréneo se coloca en un lugar distinto del opuesto a la base del ARN. En estas situaciones, la
mayor parte de la discriminacién no procede de la ARNasa H2, sino de la polimerasa de alta discriminacion. Usar
cebadores bloqueables con ARNasa H2 reduce o elimina los dimeros de cebadores y aumenta la discriminacién
de SNP o indel (insercidn/delecion, Figura 1A).

Alos efectos de la presente invencion, la alta discriminacion se define como cualquier cantidad de discriminacion
por encima de la discriminacién promedio de la polimerasa WT de Thermus aquaticus (Taq). Los ejemplos incluyen
la ADN polimerasa KlenTaq® (Wayne Barnes) y las polimerasas mutantes descritas en la publicacién de solicitud
de patente de EE.UU. No. US 2015/0191707, tales como las mutantes H784M, H784S, H784A y H784Q.

En la invencién, se aflade(n) secuencia(s) universal(es) de deteccidn al extremo 5 de los cebadores bloqueables.

La secuencia de deteccidn incluye un sitio de unién para una sonda y un sitio de unién para un cebador de
amplificacién universal. El sitio de unién del cebador esta colocado en o cerca del extremo 5' del oligonucledtido
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final y el sitio de unidon de la sonda esta colocado internamente entre el sitio del cebador universal y el dominio del
cebador de detecciéon de SNP. Usar mas de una sonda quimérica de este tipo en una reaccién de deteccién en
donde se emplean distintos sitios de unién a la sonda permite multiplexar los cebadores y, ademas, permite la
deteccion de multiples colores de SNPs u otros atributos gendmicos. Los cebadores bloqueables de la rhPCR
reducen o eliminan los dimeros de cebadores. Los dimeros de cebadores son un problema importante para usar
disefios de cebadores "universales" en ensayos de deteccidon de SNP, y eso limita su utilidad (Figura 1B). La
combinacién de un dominio de amplificacién/deteccién universal con un dominio de cebador SNP en formato de
cebador bloqueable supera esta dificultad.

Anteriormente, la mejor realizacion preferida para la discriminacién de SNP por rhPCR empleaba cebadores
bloqueables y escindibles que tenian el apareamiento erréneo (sitio SNP) colocado de manera opuesta a la base
Unica de ARN (sitio de escision). Aunque esto funciona para muchos objetivos SNP, hay emparejamientos de bases
coincidentes/no coincidentes en los que no se obtiene una discriminacion suficiente para una llamada de bases
robusta. Asimismo, debido al alto nivel de discriminacion diferencial de SNP observado con la rhPCR, la deteccién
del punto final puede resultar dificil, especialmente con ADN objetivo heterocigoto. En el método propuesto, la base
del ARN es idéntica en ambos cebadores discriminantes, |0 que elimina este problema.

También es util colocar el apareamiento erréneo en una posicién 5' del ARN. Por ejemplo, una mutacién ubicada
en el 5' del ARN permite usar una ADN polimerasa altamente discriminatoria como paso de seleccidén secundario
durante la amplificacién por PCR después de la escision del cebador, aunque esta configuracién restringe el
potencial de discriminacion de apareamientos erroneos de la ARNasa H2 al primer evento de escisién, y los
eventos de cebado subsecuentes en los amplicones hijos se uniran a cualquier secuencia que estuviera presente
en el cebador. La colocacién del apareamiento erréneo en el 3' del ARN reduce o elimina la posibilidad de
conversion del cebador al alelo opuesto.

Asi, en algunos aspectos, la divulgacion proporciona métodos y composiciones que comprenden enzimas
mutantes ARNasa H2 que muestran una potenciacién de la discriminacién de apareamientos erréneos durante la
rhPCR cuando las mutaciones estan colocadas en 5' en relacion con el residuo de ARN. Por ejemplo, se han
identificado mutaciones colocadas en las posiciones duodécima, decimotercera y decimonovena de aminoacidos
en la enzima ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi (Pa.) que tienen esta inesperada y util propiedad. Es posible que
mutaciones similares en las enzimas ARNasa H2 de otras especies que admiten la rhPCR muestren también
propiedades mejoradas similares en relacién con sus formas WT.

En otras realizaciones, los métodos de la divulgacién comprenden el uso de cebadores bloqueables en donde el
apareamiento erréneo se coloca a 1-2 bases en el 5' del ARN. En otra realizacién, el método involucra el uso de
cebadores bloqueables con tres 0 mas bases de ADN en el 3' de un residuo de ARN, y los cebadores se disefian
tal como para que el apareamiento erréneo se coloque inmediatamente en el 5' del ARN.

Después de la escision por la ARNasa H2, el cebador restante tiene un residuo de ADN colocado en el extremo 3'
exactamente en el lugar del SNP, creando efectivamente un cebador ASPCR. En esta configuraciéon, una ADN
polimerasa de alta especificidad puede discriminar entre coincidencia y apareamiento erréneo con la hebra molde
(Figura 1Ay 1B). Las ADN polimerasas nativas, tales como la ADN polimerasa Taqg, mostraran cierto nivel de
discriminacion en esta configuracién de cebador, y si el nivel de discriminacién alcanzado no es suficiente para
una llamada SNP robusta en un formato de ensayo de alto rendimiento, posteriormente se pueden usar
polimerasas con una discriminacion de molde mejorada. En una realizacion, se pueden usar polimerasas de ADN
mutantes, tales como las divulgadas en la Publicacién de Solicitud de Patente de EE. UU. No. US 2015/0191707
0 cualquier otra polimerasa disefiada u optimizada para mejorar la discriminaciéon de moldes. Cuando se usan
polimerasas con una mayor discriminacion de apareamientos erréneos, el nivel final de discriminacion de
coincidencias/desigualdades alcanzado sera aditivo con contribuciones tanto de la interaccion cebador-polimerasa
por ASPCR como de la interaccién cebador/de ARNasa H2 por rhPCR. Ademas, el uso de cebadores bloqueables
reduce el riesgo de formacién de dimeros de cebador, que producen sefales falsas positivas, o que hace que la
reaccién global sea mas robusta y tenga mayor sensibilidad y especificidad. Las contribuciones relativas de cada
componente del ensayo pueden variar al usar diferentes polimerasas, diferentes grupos de bloqueo en el extremo
3’ del cebador y diferentes enzimas ARNasa H2.

La invencién usa un dominio de "cola" afiadido al extremo 5' del cebador, que contiene una secuencia de sitio de
unién del cebador sentido universal y, opcionalmente, una secuencia de sonda universal. Esta cola no es
complementaria al molde de interés, y cuando se usa una sonda, la cola permitiria una deteccién de sefial
fluorescente barata, que se podria multiplexar para permitir la deteccion de sefiales de multiples colores en gPCR
(Figura 1B). En una realizacion, se producen de 1 a 10 ciclos de ciclado inicial y discriminacion tanto de la ARNasa
H2 como de la ADN polimerasa. Después de este preciclado inicial, un cebador sentido universal altamente
concentrado y no discriminatorio pasa a dominar la amplificacién, degradando la sonda y generando la sefial
fluorescente cuando el ADN se amplifica. Este ciclo se repite 25-50 veces, lo que permite una deteccion robusta.
Este disefio de ensayo es propenso a problemas con dimeros de cebadores, y la presencia del dominio bloqueable
en los cebadores suprimira o eliminara estos problemas.
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En otra realizacion, un cebador sentido se usa opcionalmente con un cebador antisentido, y se afiade un dominio
de cola al extremo 5' de uno 0 ambos cebadores sentido y antisentido. EI dominio de cola comprende un sitio de
unién de cebador sentido universal. Los cebadores se pueden usar para hibridar y amplificar un objetivo tal como
una muestra gendmica de interés. Los cebadores afiadirian sitios de cebado universales al objetivo, y se pueden
realizar mas ciclos de amplificacion usando cebadores universales que contengan secuencias adaptadoras que
permitan el procesamiento posterior de la muestra, tal como la adicién de sitios de unién a células de flujo P5/P7
y secuencias asociadas de indice o cédigo de barras Utiles en adaptadores para la secuenciacion de proxima
generacion (ver la Figura 9). En otra realizacion se usa una polimerasa de alta fidelidad, que reducira ain mas la
tasa de incorporacion errénea de bases en el producto extendido y aumentara la precision de los métodos de la
invencion.

Como se indica en la Publicacion de Solicitud de Patente de EE.UU. No. US 2009/0325169, la ARNasa H2 se
puede escindir en posiciones que contienen una o0 mas bases de ARN, en nucledsidos 2'-modificados tales como
2'-fluoronucleésidos. Los cebadores también pueden contener enlaces resistentes a las nucleasas, tales como
fosforotioato, fosforoditioato o metilfosfonato.

La divulgacion se refiere a la deteccién de secuencias de ADN alteradas después de la escision por una
endonucleasa seleccionable, tal como la proteina CRISPR Cas9 de la bacteria Streptococcus pyogenes. Esta
proteina y otras similares se han usado con éxito para la modificacion gendémica dirigida en el bien documentado
sistema de repeticiones palindromicas cortas regularmente interespaciadas (CRISPR).

Los cebadores de cola detallados anteriormente se usan para detectar eventos de edicién para la tecnologia de
edicién del genoma enzimatica CRISPR. Por ejemplo, CRISPR/Cas9 es una estrategia revolucionaria de edicién
gendomica que permite generar roturas de hebra doble (DSB, por sus siglas en inglés) en el ADN gendémico. Los
métodos para conseguir DSBs por CRISPR/Cas9 -un sistema de defensa inmunitario bacteriano compuesto por
una endonucleasa que se dirige al ADN de hebra doble por un ARN guia se usan ampliamente en la interrupcion
de genes, el noqueo de genes, la insercion de genes, etc. En las células de mamiferos, la actividad de la
endonucleasa va seguida de un proceso de reparacién enddgena que da lugar a una cierta frecuencia de
inserciones/deleciones/sustituciones en el ADN de tipo silvestre en el /ocus objetivo, o que resulta en la edicion
del genoma.

Se han disefiado cebadores que eliminan la ARNasa H para flanquear los loci editados con el fin de 1) generar
amplicones especificos de /ocus con colas universales, y 2) ser amplificados subsecuentemente con cebadores
universales P5/P7 indexados para la secuenciacidon de proxima generacion. En experimentos piloto, esta estrategia
resulté en una amplificacion fiable y especifica de focus que captura eventos de edicidon CRISPR/Cas9 de forma
reproducible y de alto rendimiento. El hallazgo clave es que se determiné que la edicién global dirigida por este
método basado en NGS era de 95 %, mientras que las estrategias enzimaticas anteriores sugerian que la edicion
global de las mismas muestras era de aproximadamente 55 % en el sitio objetivo contemplado. Ademas, se
disefiaron cebadores para amplificar ubicaciones inespecificas de edicién gendmica basados en predicciones in
silico por herramientas bioinformaticas internas.

Estos ensayos se agruparian para la amplificacion de una Unica muestra de ADN gendmico con el fin de capturar
los sitios especificos asi como >100 sitios potenciales para la edicion gendmica inespecifica mediada por
homologia de secuencia con el ARN guia. Los resultados de este experimento permitirian 1) identificar los sitios
CRISPR/Cas9 fuera del objetivo y proporcionar un ensayo para comparar estrategias que reduzcan esos efectos,
2) mejorar el disefio del algoritmo de prediccidon de sitios CRISPR/Cas9 fuera del objetivo, y 3) mejorar el disefio
de los conjuntos de cebadores.

Asi, en otros aspectos, la divulgacion proporciona métodos que emplean el sistema de ensayo de rhPCR universal
descrito anteriormente para detectar mutaciones generadas por una endonucleasa seleccionable tal como Cas9 o
Cpfl. Los ensayos de rhPCR de acuerdo con estos aspectos de la divulgacion usan una enzima ARNasa H2
termoestable, y opcionalmente una ADN polimerasa con potenciacion de la discriminacion de apareamientos
erroneos. La ARNasa H2 se escinde en el Unico residuo de ARN solamente cuando el oligonucleétido cebador se
duplexa con un acido nucleico objetivo, lo que elimina un grupo de bloqueo 3’ y activa el cebador. La ADN
polimerasa usa el cebador para iniciar la sintesis de ADN y, en multiples ciclos, apoya la PCR. La discriminacion
de las mutaciones se consigue por la accién de la ARNasa H2 o la accion combinada de la ARNasa H2 y la ADN
polimerasa, en donde la ARNasa H2 tiene una actividad de desbloqueo reducida cuando hay un apareamiento
erroneo y la ADN polimerasa tiene una actividad de cebado/sintesis de ADN reducida cuando hay un apareamiento
erroneo. En una realizacion, los cebadores comprenden multiples dominios funcionales que incluyen (desde el
extremo 5'). un dominio de cebador universal, un dominio de unién a sonda universal, un dominio de cebador
especifico de un objetivo, un unico residuo de ARN (unién escindible), un dominio de extensidn 3' corto y un grupo
de bloqueo 3' que previene que el oligonucledtido cebe la sintesis de ADN. El escindido por la ARNasa H2 elimina
el residuo de ARN, el dominio de extension 3'y el grupo de bloqueo 3'.

En algunas realizaciones, un segundo ensayo esta presente en la reaccion y se ejecuta como un multiplex de 2
colores, dirigido al gen de la ARNasa P 0 a algun otro gen de control. Este segundo ensayo permite la normalizacién
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con un gen de control interno que no fue objetivo de la reaccién de edicién del genoma CRISPR. Este ensayo de
control se puede realizar como un ensayo estandar de nucleasas 5' de tres oligonucledtidos o como un segundo
ensayo universal basado en la rhPCR.

Como se describe en la presente pero no forma parte de la invencién, los cebadores pueden carecer del dominio
universal 5', pero conservar el grupo de bloqueo 3' extraible. En esta realizacién alternativa, se coloca una sonda
fluorescente estandar de 5' de nucleasa entre los cebadores sentido y antisentido. La sonda se coloca dentro del
amplicon de modo tal que quede fuera de cualquier regién que pueda ser alterada por el evento de edicién del
genoma.

En cada experimento, la posicién relativa del cebador discriminatorio (es decir, que interroga sobre la mutacidn) en
la secuencia es importante. LaARNasa H2 escinde el 5' de un residuo de ARN. La colocacién del cebador de modo
que el residuo de ARN se una dos nucledtidos después del sitio de escindir mas comun es importante para el
reconocimiento de las muestras mutagenizadas. En la Figura 12 se muestra un diagrama de este principio. En las
muestras de tipo silvestre (WT), la amplificacién se produce normalmente, ya que ni la ARNasa H2 ni la ADN
polimerasa ven obstaculizadas sus funciones. Si se introduce una insercién en la secuencia, se produce un
apareamiento erroneo tanto para la ARNasa H2 como para la ADN polimerasa, 1o que permite dos oportunidades
independientes para distinguir la mutante de WT. La misma interrogacion de las muestras se consigue si existe
una delecion tanto la ARNasa H2 como la ADN polimerasa detectan los apareamientos erréneos generados (Figura
12). Este doble nivel de interrogacién permite cuantificar con gran precision la presencia de ADN mutado en una
muestra heterogénea.

Asi, en un aspecto, la divulgacién proporciona cebadores bloqueables para rhPCR, los cebadores que
comprenden: 5'-A-B-C-D-E-3', en donde A es una extension de cola que no es complementaria a un objetivo; B es
un dominio de secuencia que es complementario a un objetivo; C es un dominio de discriminacién; D es un dominio
escindible que, cuando se hibrida con el objetivo, es escindible por la ARNasa H2; y E es un dominio de bloqueo
que previene la extension del cebador.

En algunas realizaciones, D se compone de 1-3 bases de ARN. En algunas realizaciones, D se compone de 1
base de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de escisién comprende uno o mas de los siguientes restos: un
resto de ADN, un resto abasico, un nucledsido modificado o un enlace fosfato-internucleétido modificado. En
algunas realizaciones, una secuencia que flanquea el sitio de escisién contiene uno 0 mas enlaces internucledésidos
resistentes al escindido por nucleasas. En algunas realizaciones, el enlace resistente a nucleasas es un
fosforotioato. En algunas realizaciones, el atomo de oxigeno 3' de al menos uno de los residuos de ARN esta
sustituido por un grupo amino, un grupo tiol o un grupo metileno. En algunas realizaciones, el grupo bloqueador se
une al nucleétido 3'-terminal del cebador. En la invencién, A se compone de una regién idéntica a un cebador
sentido universal y, opcionalmente, de un dominio de unién a una sonda.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona métodos para detectar una variacidon en una secuencia de ADN
objetivo, el método comprende: (a) proporcionar una mezcla de reaccion que comprende (i) un cebador
oligonucleotidico que tiene un dominio de escision, en donde dicho dominio de escisién, cuando se hibrida con el
objetivo, es escindible por una enzima ARNasa H2, colocado en el 5' de un grupo de bloqueo y en el 3' de una
posicion de variacién, el grupo de bloqueo colocado en o cerca del extremo del extremo 3’ del cebador
oligonucleotidico en donde el grupo de bloqueo previene la extensién del cebador y/o inhibe que el cebador sirva
como molde para la sintesis de ADN, (ii) una muestra de acido nucleico que ha sido tratada con una enzima
CRISPR, que puede o0 no tener la secuencia objetivo, y en donde la secuencia objetivo puede o no tener la variacién
(iii) una enzima de corte, en donde la enzima de corte es una enzima ARNasa H2 y (iv) una polimerasa; (b) hibridar
el cebador con la secuencia de ADN objetivo para formar un sustrato de hebra doble; (c) escindir el cebador
hibridado, si el cebador es complementario en la variacion, con la enzima de escisidon en un punto dentro o
adyacente al dominio de escision para eliminar el grupo de bloqueo del cebador; y (d) extender el cebador con la
polimerasa.

En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque en caliente que es
termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, la enzima
ARNasa H2 es una enzima de escision de arranque en caliente modificada quimicamente que es termoestable y
tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 de
arranque en caliente es una ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi modificada quimicamente. En algunas
realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escision de arranque en caliente que se inactiva
reversiblemente a través de la interaccion con un anticuerpo a temperaturas mas bajas que es termoestable y tiene
una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, el dominio de corte esta compuesto
por al menos una base de ARN, y la enzima de corte corta entre la posicién complementaria a la variacion y la
base de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de corte estd compuesto por uno o mas nucledsidos 2'-
modificados, y la enzima de corte corta entre |la posicién complementaria a la variacion y el uno o mas nucledsidos
modificados. En algunas realizaciones, el uno o mas nucledsidos modificados son 2'-fluoronucleésidos. En algunas
realizaciones, la polimerasa es una polimerasa de alta discriminacion. En algunas realizaciones, la polimerasa es
una Taq polimerasa mutante H784Q. En algunas realizaciones, la Taq polimerasa mutante H784Q se inactiva
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reversiblemente mediante modificacion quimica, de aptéameros o de anticuerpos. En la presente invencion, el
cebador contiene una secuencia de cola en 5' que comprende una secuencia de cebador universal y opcionalmente
una secuencia de sonda universal, en donde la cola es no complementaria a la secuencia de ADN objetivo. En la
presente invencion, la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima CRISPR.
En algunas realizaciones, la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima Cas9
o Cpfl.

También se describen en la presente composiciones de oligonucledtidos para genotipado de una muestra objetivo,
en donde la composicién comprende, de 5' a 3" (a) una porcion de cola no complementaria a la muestra objetivo
pero que contiene (5' a 3') una primera secuencia idéntica a un cebador sentido universal y una segunda secuencia
idéntica a una secuencia de sonda informadora que corresponde a un alelo; (b) una region complementaria a un
objetivo; (¢) un dominio especifico de alelo; y (d) una regién terminal 3' que contiene un dominio de bloqueo. Como
se describe enla presente, el dominio alelo-especifico es capaz de ser escindido por una enzima ARNasa H cuando
se hibrida con la muestra objetivo. En algunas realizaciones, el dominio alelo-especifico es 5'-D-R-3', en donde D
es una base de ADN que se alinea con una posicién SNP de interés y R es una base de ARN. En algunas
realizaciones, el oligonucleétido tiene una longitud de aproximadamente 15-30 bases. En algunas realizaciones, el
dominio de bloqueo esta compuesto por 0-5 bases de ADN. En algunas realizaciones, el dominio de bloqueo esta
compuesto por al menos dos de los flujos: ADN, ARN, 1,3-propanodiol, ADN o ARN con apareamiento erréneo y
un resto de etiquetado. En algunas realizaciones, el dominio alelo-especifico esta compuesto por analogos 2'-
fluoro.

Como se describe en |la presente, la divulgacién proporciona kits para ensayos de genotipado, los kits comprenden:
(a) un primer oligonucleétido alélico comprendido como en el aspecto anterior; (b) un segundo oligonucledtido
alélico comprendido como en el aspecto anterior; (c) un cebador antisentido especifico de focus; (d) un cebador
antisentido universal; (e€) una polimerasa; (f) una primera sonda correspondiente a un primer alelo; (g) una segunda
sonda correspondiente a un segundo alelo; y (h) una enzima ARNasa H.

Como se describe en la presente, la divulgacion proporciona métodos de visualizacion de multiples sefiales
fluorescentes diferentes a partir de parcelas de amplificacion alélica, los métodos comprenden: (a) usar tres
sefiales fluorescentes de multiples sefiales de tintes fluorescentes en un Unico pozo de reaccion, restar un Tinte
de menor fluorescencia de las sefiales de fluorescencia de Tintes y Tinte; (b) calcular la distancia de los datos
desde un origen y un angulo desde uno de los ejes con una ecuacion;

Distamcia desde of origen = ¢ {ARNrimees I* + (880 rinces 12

Angulo = tan  {ARrpiier + ARMrasn ) X

y (c) trazar en un diagrama circular con tres ejes, uno para cada tinte o alelo, la distancia resultante.

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona métodos de enriquecimiento de objetivos que comprenden: (a)
proporcionar una mezcla de reaccidn que comprende (i) un primer cebador oligonucleotidico que tiene un dominio
de cola que no sea complementario de una secuencia objetivo, el dominio de cola comprende una primera
secuencia universal de cebador; un dominio de escision, en donde dicho dominio de escisién cuando se hibrida
con el objetivo, es escindible por una enzima ARNasa H2, colocado en el 5' de un grupo de bloqueo y en el 3' de
una posicion de variacién, el grupo de blogueo colocado en o cerca del extremo del extremo 3' del primer cebador
oligonucleétido en donde el grupo de bloqueo previene la extensién del cebador y/o inhibe que el primer cebador
sirva como molde para la sintesis de ADN, (ii) un acido nucleico de muestra que ha sido tratado con una enzima
CRISPR, que puede o no tener la secuencia objetivo, (iii) una enzima de corte, en donde la enzima de corte es
una enzima ARNasa H2; (iv) una polimerasa; (b) hibridar el primer cebador con la secuencia de ADN objetivo para
formar un sustrato de hebra doble; (¢) escindir el primer cebador hibridado, si el primer cebador es complementario
al objetivo, con la enzima de escisién en un punto dentro o adyacente al dominio de escision para eliminar el grupo
de bloqueo del primer cebador; y (d) extender el primer cebador con la polimerasa.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas un segundo cebador en orientacion antisentido para
apoyar el cebadoy la extensién del primer producto de extension del cebador. En algunas realizaciones, el segundo
cebador comprende ademas un dominio de cola que comprende una segunda secuencia de cebador universal. En
algunas realizaciones, los pasos b-d se llevan a cabo de 1-10 veces. En algunas realizaciones, los métodos
comprenden ademas la eliminacion de cebadores no extendidos de la reaccién y la hibridacién de cebadores
universales con el producto de extensién para formar un segundo producto de extensién. En algunas realizaciones,
los cebadores universales comprenden adicionalmente secuencias de cola para la adicion de secuencias
adaptadoras al segundo producto de extensién. En algunas realizaciones, la secuenciacién se lleva a cabo en el
segundo producto de extensidn para determinar la secuencia del objetivo. En la invencion, la secuencia de ADN
objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima CRISPR. En algunas realizaciones, la secuencia de
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ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima Cas9 o Cpfl. En algunas realizaciones, la enzima
ARNasa H2 es una enzima de escision de arranque en caliente que es termoestable y tiene una actividad reducida
atemperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima ARNasa H2 de arranque
en caliente modificada quimicamente que es termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas
bajas. En algunas realizaciones, la enzima de escisién de arranque en caliente es una ARNasa H2 de Pyrococcus
abyssi modificada quimicamente. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escision de
arranque en caliente que se inactiva reversiblemente a través de la interaccion con un anticuerpo a temperaturas
mas bajas que es termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones,
el dominio de corte esta compuesto por al menos una base de ARN, y la enzima ARNasa H2 corta entre la posicién
complementaria a la variacién y la base de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de corte esta compuesto
por uno o mas nucledsidos 2-modificados, y la enzima ARNasa H2 corta entre la posicion complementaria a la
variaciény el uno o mas nucledsidos modificados. En algunas realizaciones, el uno o mas nucledsidos modificados
son 2'-fluoronucledsidos. En algunas realizaciones, la polimerasa es una polimerasa de alta discriminacién. En
algunas realizaciones, la polimerasa es una Taq polimerasa mutante H784Q. En alguna realizacion, la Taq
polimerasa mutante H784Q se inactiva reversiblemente mediante modificacion quimica, de aptameros o de
anticuerpos.

La divulgacién proporciona métodos para detectar variaciones en secuencias de ADN objetivo que han sido
alteradas con una enzima de edicién de genes, que no forman parte de la presente invencién, los métodos
comprenden: (a) proporcionar una mezcla de reaccion que comprende: (i) un cebador oligonucleotidico que tiene
un dominio de escisién colocado en el 5' de un grupo de bloqueo y en el 3' de una posicion de variacion, el grupo
de blogqueo colocado al final o cerca del final del extremo 3' del cebador oligonucleotidico, en donde el grupo de
bloqueo previene la extensidn del cebador y/o impide que el cebador sirva como molde para la sintesis de ADN;
(i) una muestra de acido nucleico que puede o no tener la secuencia objetivo, y en donde la secuencia objetivo
puede o no tener la variacion; (iii) una enzima de escision; y (iv) una polimerasa; (b) hibridar el cebador con la
secuencia de ADN objetivo para formar un sustrato de hebra doble; (c) escindir el cebador hibridado, si el cebador
es complementario enlavariacidon, con la enzima de escision en un punto dentro o adyacente al dominio de escision
para eliminar el grupo de bloqueo del cebador; y (d) extender el cebador con la polimerasa.

En la presente invencion, la secuencia de ADN objetivo ha sido tratada con una enzima CRISPR. En algunas
realizaciones, la secuencia de ADN objetivo ha sido tratada con una enzima Cas9 o Cpfl. En algunas realizaciones,
la enzima ARNasa H2 es una enzima de escision de arranque en caliente que es termoestable y tiene una actividad
reducida a temperaturas mas bajas. En la invencion, la enzima de corte es una enzima ARNasa H2. En algunas
realizaciones, la enzima de corte es la enzima ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi. En algunas realizaciones, la
enzima ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque en caliente modificada quimicamente que es
termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, la enzima de
escision de arranque en caliente es una ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi modificada quimicamente. En algunas
realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escision de arranque en caliente que se inactiva
reversiblemente a través de la interaccién con un anticuerpo a temperaturas mas bajas.

En algunas realizaciones, el dominio de escisién comprende al menos una base de ARN, y la enzima ARNasa H2
escinde entre la posicién complementaria a la variacion y la base de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de
escision comprende al menos una base de ARN ubicada en el 3' de la posicién de variacién, y comprende una
base de ADN entre la posicidn de variacion y la base de ARN. En algunas realizaciones, no hay bases de ADN
entre la posicién de variacién y la base de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de escisién comprende uno
0 mas nucleosidos 2'-modificados, y la enzima ARNasa H2 escinde entre la posicién complementaria a la variacién
y el uno o mas nucledsidos modificados. En algunas realizaciones, el uno o mas nucledsidos modificados son 2'-
fluoronucledsidos.

En algunas realizaciones, la polimerasa es una polimerasa de alta discriminacion. En algunas realizaciones, la
polimerasa es una Taq polimerasa mutante H784Q. En algunas realizaciones, la Taq polimerasa mutante H784Q
se inactiva reversiblemente mediante modificacidon quimica, de aptameros o de anticuerpos. En la invencién, el
cebador contiene una secuencia de cola 5' que comprende una secuencia de cebador universal y opcionalmente
una secuencia de sonda universal, en donde la cola es ho complementaria a la secuencia de ADN objetivo.

En algunas realizaciones, los métodos de este aspecto de la divulgacién comprenden ademas (e) detectar un gen
de control interno no dirigido por la enzima de edicién génica; y (f) normalizar los resultados de los pasos (a)-(d) a
los resultados del paso (e). En algunas realizaciones, el gen de control interno no objetivo de la enzima de edicién
génica es el gen de la ARNasa P. En algunas realizaciones, la mezcla de reaccidon comprende ademas un cebador
oligonucleotidico de control especifico para el gen de control interno no objetivo de la enzima de edicién génica,
en donde el cebador oligonucleotidico de control comprende un dominio de escisidén colocado en el 5' de un grupo
de bloqueo y en el 3' de una posicion de variacién, el grupo de bloqueo colocado en o cerca del extremo del
extremo 3' del cebador oligonucleotidico en donde el grupo de bloqueo previene la extensidn del cebador y/o inhibe
que el cebador sirva como molde para la sintesis de ADN. En algunas realizaciones, el gen de control interno no
objetivo de la enzima de edicién génica se detecta al usar un ensayo de nucleasa 5' de tres oligonucledtidos.
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La divulgacion proporciona métodos de enriquecimiento de objetivos que no forman parte de la presente invencion
y que comprenden: (a) proporcionar una mezcla de reaccion que comprende: (i) un primer cebador
oligonucleotidico que tiene un dominio de cola que no es complementario a una secuencia objetivo, el dominio de
cola que comprende una primera secuencia universal de cebador; un dominio de escision colocado en el 5' de un
grupo de bloqueo y en el 3' de una posicidn de variacién, el grupo de bloqueo colocado al final o cerca del final del
extremo 3' del primer cebador oligonucleotidico en donde el grupo de bloqueo previene la extension del cebador
yfo impide que el primer cebador sirva como molde para la sintesis de ADN,; (ii) una muestra de acido nucleico que
ha sido tratada con una enzima de edicién génica, que puede 0 no tener la secuencia objetivo; (iii) una enzima de
corte; y (iv) una polimerasa; (b) hibridacién del primer cebador con la secuencia de ADN objetivo para formar un
sustrato de hebra doble; (c) escindir el primer cebador hibridizado, si el primer cebador es complementario al
objetivo, con la enzima de escision en un punto dentro o adyacente al dominio de escisién para eliminar el grupo
de bloqueo del primer cebador; y (d) extender el primer cebador con la polimerasa.

En la invencidn, la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima CRISPR. En
algunas realizaciones, la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima Cas9 o
Cpfl. En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas un segundo cebador en orientacién antisentido
para apoyar el cebado y la extension del primer producto de extensién del cebador. En algunas realizaciones, el
segundo cebador comprende ademas un dominio de cola que comprende una segunda secuencia de cebador
universal. En algunas realizaciones, los pasos (b)-(d) se llevan a cabo de 1-10 veces. En algunas realizaciones,
los métodos comprenden ademas la eliminacion de cebadores no extendidos de la reaccién y la hibridacidén de
cebadores universales con el producto de extensién para formar un segundo producto de extensién. En algunas
realizaciones, los cebadores universales comprenden adicionalmente secuencias de cola para la adicion de
secuencias adaptadoras al segundo producto de extension. En algunas realizaciones, la secuenciacion se lleva a
cabo en el segundo producto de extension para determinar la secuencia del objetivo.

En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque en caliente que es
termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En la invencion, la enzima de corte es una
enzima ARNasa H2. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es la enzima ARNasa H2 de Pyrococcus
abyssi. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque en caliente
modificada quimicamente que es termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En
algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 de arranque en caliente es una ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi
modificada quimicamente. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque
en caliente que se inactiva reversiblemente a través de la interaccién con un anticuerpo a temperaturas mas bajas
que es termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, el dominio
de escision comprende al menos una base de ARN, y la enzima ARNasa H2 escinde entre la posicién
complementaria a la variacién y la base de ARN.

En algunas realizaciones, el dominio de escisién comprende al menos una base de ARN ubicada en el 3' de la
posicion de variacidon, y comprende una base de ADN entre |la posicion de variacién y la base de ARN. En algunas
realizaciones, no hay bases de ADN entre la posicién de variacién y la base de ARN. En algunas realizaciones, el
dominio de escision comprende uno o mas nucledsidos 2'-modificados, y la enzima ARNasa H2 escinde entre la
posicion complementaria a la variacion y el uno o mas nucleésidos modificados. En algunas realizaciones, el uno
0 mas nucledsidos modificados son 2'-fluoronucledsidos. En algunas realizaciones, la polimerasa es una
polimerasa de alta discriminacion. En algunas realizaciones, la polimerasa es una Taq polimerasa mutante H784Q.
En algunas realizaciones, la Taq polimerasa mutante H784Q se inactiva reversiblemente mediante modificacién
quimica, de aptameros o de anticuerpos.

La divulgacion proporciona cebadores bloqueables para rhPCR, que no forman parte de la invencién, que
comprenden: 5'-A-B-C-D-E-3', en donde A es opcional y es una extensién de cola que no es complementaria a un
objetivo; B es un dominio de secuencia que es complementario a un objetivo; C es un dominio de discriminacion;
D es un dominio de escindir que, cuando se hibrida con el objetivo, es escindible por la ARNasa H2, y que
comprende una base de ARN; y E es un dominio de bloqueo que previene la extension del cebador.

En algunas realizaciones, D es un dominio de escision que, cuando se hibrida con el objetivo, es escindible por la
ARNasa H2, y que comprende una base de ARN que esta: separada del dominio de discriminacién por una posicion
de base 0 adyacente al dominio de discriminacion. En algunas realizaciones, la base de ARN esta separada del
dominio de discriminacion por una posicidn de base. En algunas realizaciones, la base de ARN es adyacente al
dominio de discriminacion. Por ejemplo, cuando la base de ARN es adyacente al dominio de discriminacién, no
hay ningun residuo de ADN intermedio entre la base de ARN y el dominio de discriminacion.

En algunas realizaciones, D comprende 1-3 bases de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de escisidon
comprende uno o0 mas de los siguientes restos: un resto de ADN, un resto abasico, un nucledsido modificado o un
enlace fosfato-internucleétido modificado. En algunas realizaciones, una secuencia que flanquea el sitio de
escision contiene uno o mas enlaces internucledsidos resistentes al escindido por nucleasas. En algunas
realizaciones, €l enlace resistente a nucleasas es un fosforotioato. En algunas realizaciones, el atomo de oxigeno
3' de al menos uno de los residuos de ARN esta sustituido por un grupo amino, un grupo tiol o un grupo metileno.
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En algunas realizaciones, el grupo bloqueador se une al nucleétido 3'-terminal del cebador. En la invencion, A se
compone de una regién idéntica a un cebador sentido universal y, opcionalmente, de un dominio de unién a una
sonda.

En algunas realizaciones, el dominio de discriminacion C no comprende ni se solapa con el dominio de escisién D.
En algunas otras realizaciones, el dominio de discriminaciéon C comprende el dominio de escisién D. En algunas
otras realizaciones, el dominio de discriminaciéon C se solapa con el dominio de escision D.

En otro aspecto, la divulgacion proporciona cebadores bloqueables para rhPCR, los cebadores comprenden:
5-A-B-Z-E-3'

en donde A es una extensién de cola que no es complementaria a un objetivo; B es un dominio de secuencia que
es complementario a un objetivo; Z comprende: C, un dominio de discriminacién, y D, un dominio de escisién que,
cuando se hibrida con el objetivo, es escindible por la ARNasa H2; y E es un dominio de bloqueo que previene la
extension del cebador.

En algunas realizaciones, el dominio de discriminacidn C esta situado en el 5' del dominio de escision D. En algunas
realizaciones, el dominio de discriminacion C se solapa con el dominio de escisién D. En algunas realizaciones, C
comprende 1-3 bases de ARN. En algunas realizaciones, C comprende 1 base de ARN. En algunas realizaciones,
el dominio de escisién comprende uno o mas de los siguientes restos: un resto de ADN, un resto abasico, un
nucleésido modificado o un enlace fosfato-internucleétido modificado. En algunas realizaciones, una secuencia
que flanquea el sitio de escisidon contiene uno o mas enlaces internucledsidos resistentes al escindido por
nucleasas. En algunas realizaciones, el enlace resistente a nucleasas es un fosforotioato. En algunas
realizaciones, el atomo de oxigeno 3' de al menos uno de los residuos de ARN esta sustituido por un grupo amino,
un grupo tiol o un grupo metileno. En algunas realizaciones, el grupo bloqueador se une al nucleétido 3'-terminal
del cebador. En la invencién, A comprende una regién que es idéntica a un cebador sentido universal y
opcionalmente un dominio de unién a sonda.

La divulgacion proporciona métodos para detectar una variacion en una secuencia de ADN objetivo, que no forman
parte de la presente invencion, los métodos comprenden: (a) proporcionar una mezcla de reaccidon que comprende
(i) un cebador oligonucleotidico que tiene un dominio de escision colocado en el 5' de un grupo de bloqueo, el
grupo de bloqueo colocado al final o cerca del final del extremo 3' del cebador oligonucleotidico en donde el grupo
de blogqueo previene la extension del cebador y/o impide que el cebador sirva como molde para la sintesis de ADN,
(ii) un acido nucleico de muestra que puede o no tener la secuencia objetivo, y en donde la secuencia objetivo
puede o no tener la variacién, (iii) una enzima de corte, y (iv) una polimerasa; (b) hibridar el cebador con la
secuencia de ADN objetivo para formar un sustrato de hebra doble; (c) escindir el cebador hibridado, si el cebador
es complementario enlavariacidon, con la enzima de escision en un punto dentro o adyacente al dominio de escision
para eliminar el grupo de bloqueo del cebador; y (d) extender el cebador con la polimerasa.

En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque en caliente que comprende
al menos una sustitucidon de aminoacidos en comparacién con su tipo silvestre, que es termoestable y tiene una
actividad reducida a temperaturas mas bajas, y que presenta una discriminacion de apareamiento erréneo
potenciada durante la rhPCR en comparacién con su tipo silvestre. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa
H2 de arranque en caliente es la ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi que comprende (a) una sustitucion de
aminoacidos G12A, (b) una sustitucion de aminoacidos P13T, (c) una sustitucion de aminoacidos G169A, o (d) una
combinaciéon de las mismas. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 se modifica quimicamente. En
algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 se inactiva reversiblemente mediante la interaccion con un anticuerpo
a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, el dominio de escisién comprende al menos una base de
ARN. En algunas realizaciones, el dominio de escision esta colocado en el 3' de la posicidn de variacién. En
algunas realizaciones, el dominio de escisién comprende uno o mas nucleésidos 2'-modificados, y la enzima
ARNasa H2 escinde entre la posicion complementaria a la variaciéon y el uno 0 méas nucledsidos modificados. En
algunas realizaciones, el uno 0 mas nucledsidos modificados son 2'-fluoronucledsidos. En algunas realizaciones,
la polimerasa es una polimerasa de alta discriminacién. En algunas realizaciones, la polimerasa es una Taq
polimerasa mutante H784Q. En algunas realizaciones, la Taq polimerasa mutante H784Q se inactiva
reversiblemente mediante modificacién quimica, de aptameros o de anticuerpos. En la invencion, el cebador
contiene una secuencia de cola 5' que comprende una secuencia de cebador universal y opcionalmente una
secuencia de sonda universal, en donde la cola es no complementaria a la secuencia de ADN objetivo. En la
presente invencion, la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima CRISPR.
En algunas realizaciones, la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima Cas9
o Cpfl.

La divulgacion proporciona métodos de enriquecimiento de objetivos que no forman parte de la invencion y que
comprenden: (a) proporcionar una mezcla de reaccién que comprende (i) un primer cebador oligonucleotidico que
tiene un dominio de cola que no sea complementario de una secuencia objetivo, el dominio de cola comprende
una primera secuencia universal de cebador; un dominio de escision colocado en el 5' de un grupo de bloqueo, el

1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2989 461 T3

grupo de blogueo colocado al final o cerca del final del extremo 3' del primer cebador oligonucleotidico, en donde
el grupo de bloqueo previene la extension del cebador y/o inhibe que el primer cebador sirva como molde para la
sintesis de ADN, (ii) un acido nucleico de muestra que puede 0 no tener la secuencia objetivo, (iii) una enzima de
escision, y (iv) una polimerasa; (b) hibridar el primer cebador con la secuencia de ADN objetivo para formar un
sustrato de hebra doble; (c) escindir el primer cebador hibridado, si el primer cebador es complementario al objetivo,
con la enzima de escisiéon en un punto dentro del dominio de escision o adyacente al mismo para eliminar el grupo
de bloqueo del primer cebador; y (d) extender el primer cebador con la polimerasa.

En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas un segundo cebador en orientacion antisentido para
apoyar el cebadoy la extensién del primer producto de extension del cebador. En algunas realizaciones, el segundo
cebador comprende ademas un dominio de cola que comprende una segunda secuencia de cebador universal. En
algunas realizaciones, los pasos (b)-(d) se llevan a cabo entre 1y 10 veces. En algunas realizaciones, los métodos
comprenden ademas la eliminacion de cebadores no extendidos de la reaccién y la hibridacién de cebadores
universales con el producto de extensién para formar un segundo producto de extensién. En algunas realizaciones,
los cebadores universales comprenden adicionalmente secuencias de cola para la adicion de secuencias
adaptadoras al segundo producto de extensién. En algunas realizaciones, la secuenciacién se lleva a cabo en el
segundo producto de extensidn para determinar la secuencia del objetivo. En la invencion, la secuencia de ADN
objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima CRISPR. En algunas realizaciones, la secuencia de
ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada con una enzima Cas9 o Cpfl. En algunas realizaciones, la enzima
ARNasa H2 es una enzima de escisién de arranque en caliente que comprende al menos una sustitucién de
aminoacidos en comparacion con su tipo silvestre, que es termoestable y tiene una actividad reducida a
temperaturas mas bajas, y que presenta una discriminacion de apareamiento erroneo potenciada durante la rhPCR
en comparacién con su tipo silvestre. En algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 de arranque en caliente es
la ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi que comprende (a) una sustitucion de aminoacidos G12A, (b) una sustitucion
de aminoacidos P13T; o (c) una sustitucion de aminoacidos G169A; o (d) una combinaciéon de las mismas. En
algunas realizaciones, la enzima ARNasa H2 se modifica quimicamente. En algunas realizaciones, la enzima
ARNasa H2 es una enzima de escision de arranque en caliente que se inactiva reversiblemente a través de la
interaccion con un anticuerpo a temperaturas mas bajas. En algunas realizaciones, el dominio de corte comprende
al menos una base de ARN. En algunas realizaciones, el dominio de escision esta colocado en el 3' de la posicién
de variacién. En algunas realizaciones, el dominio de corte comprende uno o mas nucledsidos 2'-modificados, y la
enzima ARNasa H2 corta entre la posicidon complementaria a la variacion y el uno o mas nucledsidos modificados.
En algunas realizaciones, el uno o mas nucleésidos modificados son 2'-fluoronucledsidos. En algunas
realizaciones, la polimerasa es una polimerasa de alta discriminacion. En algunas realizaciones, la polimerasa es
una Taq polimerasa mutante H784Q. En algunas realizaciones, la Taq polimerasa mutante H784Q se inactiva
reversiblemente mediante modificacion quimica, de aptameros o de anticuerpos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el mismo
significado que comunmente se entiende por alguien con conocimientos ordinarios en la técnica. En caso de
conflicto, prevalecera el presente documento, incluidas las definiciones. Los métodos y materiales preferidos se
describen a continuacidn, aunque en la practica o en las pruebas de |la presente invencién se pueden usar métodos
y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente.

"Complemento” o "complementario” como se usa en la presente significa un acido nucleico, y puede significar
apareamiento de bases Watson-Crick (por ejemplo, A-T/U y C-G) o Hoogsteen entre nucledtidos o analogos de
nucledtidos de moléculas de &cido nucleico.

"Fluoréforo" o "etiqueta fluorescente" se refiere a compuestos con un maximo de emision fluorescente entre unos
350y 900 nm.

"Hibridacion", como se usa en la presente, se refiere a la formacién de una estructura duplex por dos acidos
nucleicos de hebra Unica debido al emparejamiento de bases complementarias. La hibridacién se puede producir
entre hebras de acido nucleico totalmente complementarias o entre hebras de acido nucleico "sustancialmente
complementarias” que contienen regiones menores de apareamiento erroneo. "Secuencias idénticas" se refiere a
secuencias de la misma secuencia exacta o secuencias o suficientemente similares como para actuar de la misma
manera a efectos de generacidon de sefiales o hibridacion con secuencias complementarias de acido nucleico. Por
"dimeros de cebadores" se entiende la hibridacién de dos cebadores oligonucleotidicos. Por "condiciones estrictas
de hibridacion", como se usa en la presente, se entienden aquellas condiciones en las que se prefiere fuertemente
la hibridacion de hebras de acido nucleico totalmente complementarias. En condiciones de hibridacidn estrictas,
una primera secuencia de acido nucleico (por ejemplo, un cebador) se hibridara con una segunda secuencia de
acido nucleico (por ejemplo, una secuencia objetivo), tal como ocurre en una mezcla compleja de acidos nucleicos.
Las condiciones estrictas dependen de la secuencia y seran distintas en circunstancias diferentes. Las condiciones
estrictas se pueden seleccionar para que sean aproximadamente 5-10 °C mas bajas que el punto de fusidn térmica
(Tm, por sus siglas en inglés) para la secuencia especifica a un pH de fuerza idnica definido. La Tm puede ser la
temperatura (bajo una fuerza iénica, pH y concentracion nucleica definidos) a la que 50 % de un oligonucleétido
complementario a un objetivo hibrida con la secuencia objetivo en equilibrio (como las secuencias de
direccionamiento estan presentes en exceso, a Tm, 50 % de las sondas estan ocupadas en equilibrio). Las
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condiciones estrictas pueden ser aquellas en las que la concentracidon de sal es inferior a aproximadamente 1,0 M
de ion de sodio, tal como aproximadamente 0,01-1,0 M de concentracién de ion de sodio (u otras sales) a pH 7,0
a 8,3y latemperatura es de al menos aproximadamente 30 °C para sondas cortas (por ejemplo, aproximadamente
10-50 nucledtidos) y de al menos aproximadamente 60 °C para sondas largas (por ejemplo, mayor a
aproximadamente 50 nucleétidos). También se pueden conseguir condiciones mas estrictas al afiadir agentes
desestabilizadores tales como la formamida. Para una hibridacidn selectiva o especifica, una sefial positiva puede
ser al menos de 2 a 10 veces la hibridacion de fondo. Como ejemplo de condiciones de hibridacion estrictas cabe
citar las siguientes: 50 % de formamida, 5x de SSC (por sus siglas en inglés), y 1 % de SDS (por sus siglas en
inglés), incubando a 42 °C, o, 5x de SSC, 1 % de SDS, incubando a 65 °C, con lavado en 0,2x de SSC, y 0,1 %
de SDS a 65 °C.

Los términos "acido nucleico", "oligonucleétido” o "polinucleétido”, como se usan en la presente, se refieren a al
menos dos nucledtidos unidos covalentemente entre si. La representacion de una hebra Unica también define la
secuencia de la hebra complementaria. Asi, un acido nucleico también abarca la hebra complementaria de una
hebra representada. Se pueden usar muchas variantes de un acido nucleico para el mismo fin que un acido
nucleico determinado. Asi, un acido nucleico también abarca acidos nucleicos sustancialmente idénticos y sus
complementos. Una hebra uUnica proporciona una sonda que puede hibridar con una secuencia objetivo en
condiciones de hibridacién estrictas. Asi, un acido nucleico también abarca una sonda que hibrida en condiciones
de hibridacién estrictas.

Los &cidos nucleicos pueden ser monocatenarios o bicatenarios, o contener porciones de secuencias tanto
bicatenario como monocatenario. El acido nucleico puede ser ADN, tanto gendmico como ADNc, ARN, o un hibrido,
donde el &cido nucleico puede contener combinaciones de desoxirribonucleétidos y ribonucleétidos, y
combinaciones de bases incluyendo uracilo, adenina, timina, citosina, guanina, inosina, xantina hipoxantina,
isocitosina e isoguanina. Los acidos nucleicos se pueden obtener por métodos de sintesis quimica o por métodos
recombinantes. Una secuencia particular de acido nucleico puede abarcar variantes de la misma modificadas de
forma conservadora (por ejemplo, sustituciones de codones), alelos, ortélogos, polimorfismos de nucledtido Unico
(SNP) y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente.

La "reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)" se refiere a la reaccion enzimatica en la que se sintetizan y
amplifican fragmentos de ADN a partir de un ADN sustrato in vitro. La reaccidn tipicamente es el uso de dos
cebadores de oligonucledtidos sintéticos, que son complementarios a secuencias de nucleétidos en el ADN
sustrato que estan separadas por una corta distancia de unos pocos cientos a unos pocos miles de pares de bases,
y el uso de una ADN polimerasa termoestable. La reaccién en cadena consiste en una serie de 10 a 40 ciclos. En
cada ciclo, el ADN sustrato se desnaturaliza primero a alta temperatura. Después de enfriarse, los cebadores
sintéticos, presentes en gran exceso, se hibridan con el ADN sustrato para formar estructuras de hebra doble a lo
largo de secuencias de nucledtidos complementarias. Los complejos cebador-ADN sustrato serviran
posteriormente como sitios de iniciacidn para una reaccidn de sintesis de ADN catalizada por una ADN polimerasa,
resultando en la sintesis de una nueva hebra de ADN complementaria a la hebra de ADN sustrato. El proceso de
sintesis se repite con cada ciclo adicional, creando un producto amplificado del ADN sustrato.

Un "cebador", como se usa enla presente, se refiere a un oligonucleétido capaz de actuar como punto de iniciacion
para la sintesis de ADN en condiciones adecuadas. Las condiciones adecuadas incluyen aquellas en las que se
produce la hibridacion del oligonucleétido con un acido nucleico molde, y la sintesis 0 amplificacion de la secuencia
objetivo, en presencia de cuatro nucleosidos trifosfatos diferentes y un agente de extension (por ejemplo, una ADN
polimerasa) en un amortiguador adecuado y a una temperatura adecuada.

Una "sonda" y "sonda de generacion fluorescente" son sindnimos y se refieren a a) un oligonucleétido de secuencia
especifica con un fluoréforo y/o un apagador unido, y opcionalmente un aglutinante de surco menor o b) un reactivo
de union al ADN, tal como, pero no se limitan a, el tinte SYBR® Green.

Por "atenuador" se entiende una molécula o parte de un compuesto capaz de reducir la emisién de un donante
fluorescente cuando se une al donante o se encuentra cerca de él. El enfriamiento se puede producir por cualquiera
de los mecanismos siguientes: transferencia de energia por resonancia de fluorescencia, transferencia de
electrones fotoinducida, potenciacién paramagnética del cruce entre sistemas, acoplamiento de intercambio Dexter
y acoplamiento de excitones tal como la formacion de complejos oscuros.

El término "ARNasa H PCR (rhPCR)" se refiere a una reaccion de PCR que usa cebadores oligonucleétidos
"bloqueados” y una enzima ARNasa H. Los cebadores "bloqueados" contienen al menos un resto quimico (tal
como, pero no se limitan a, un residuo de &cido ribonucleico) unido al cebador u otro oligonucleétido, de modo tal
que se produce la hibridacion del cebador bloqueado con el acido nucleico molde, sin amplificaciéon del acido
nucleico por la ADN polimerasa. Una vez que el cebador bloqueado se hibrida con el molde o el acido nucleico
objetivo, se elimina el resto quimico escindiéndolo con una enzima ARNasa H, que se activa a alta temperatura
(por ejemplo, 50 °C o mas). Después de la escision de la ARNasa H, se puede producir la amplificacién del ADN
objetivo.
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El término "dominio de discriminacién" es diferente del dominio de escision. El dominio de discriminacién es la
posicion del sitio de mutacion potencial, y la enzima solamente escindira en el sitio de escisién si se cumplen los
criterios del dominio de discriminacién. Por ejemplo, en una realizacién, la ARNasa H2 escindira o no un objetivo
de hebra doble en el residuo de ARN (dominio de escisién), dependiendo de si existe una mutacién en el dominio
de discriminacién.

Los métodos descritos en la presente se pueden realizar usando cualquier enzima ARNasa H2 adecuada derivada
u obtenida de cualquier organismo. Tipicamente, las reacciones de PCR dependientes de ARNasa H se realizan
usando una enzima ARNasa H obtenida o derivada de la arquea hipertermofilica Pyrococcus abyssi(Pa.), tal como
la ARNasa H2. Asi, en la presente invencién, la enzima ARNasa H2 empleada en los métodos descritos en la
presente es preferiblemente una ARNasa H2 obtenida o derivada de Pyrococcus abyssi. En otras realizaciones, la
enzima ARNasa H2 empleada en los métodos descritos en la presente puede obtenerse o derivarse de otras
especies, por ejemplo, Pyrococcus furiosis, Pyrococcus horikoshii, Thermococcus kodakarensis o Thermococcus
litoralis.

Los siguientes ejemplos ilustran mejor la invencién, pero no se debe interpretar que limitan en modo alguno su
alcance.

EJEMPLO 1 - como referencia

Este ejemplo demuestra un ensayo de rhPCR potenciado que usa una ADN polimerasa y una ARNasa H2
altamente discriminatorias para la discriminacion

Para demostrar la utilidad de estos nuevos disefios de ensayo, se disefiaron rhCebadores y cebadores estandar
especificos de alelo frente a rs113488022, la mutacion V600E en el gen BRAF humano. Estos cebadores se
probaron en PCR y rhPCR con Taq polimerasa WT o mutante H784Q. Los cebadores usados en estos ensayos
fueron los indicados en la Tabla 1 (SEQ ID NO: 1-7).

Tabla 1: Secuencia de los oligonucledtidos empleados en el ensayo de discriminacion de SNP descrito en el
Ejemplo 1.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido no discriminante GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAG SEQ ID NO. 1
Cebador sentido del alelo 1 ASP1 por | GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT SEQID NO. 2
ASPCR

Cebador sentido del alelo 2 ASP2 por | GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAGA SEQIDNO. 3
ASPCR

Sonda FAM-TCCCATCAG-ZEN- SEQIDNO. 4

TTTGAACAGTTGTCTGGA-IBFQ

rhCebador sentido del alelo 1 de | GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTgAA | SEQIDNO. 5
rs113488022 ASP1 ATG
AT

rhCebador sentido del alelo 2 de | GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAZzAA [ SEQIDNO. 6
rs113488022 ASP2 ATG
-X

rhCebador antisentido GUCCTCAATTICTTACCATCCACAAARTG | SEQIDNO. 7

GAAxX
Las secuencias de acido nucleico se muestran 5-3'. ADN en mayusculas, ARN en minUsculas. La ubicacién del
posible apareamiento erroneo aparece subrayada. ZEN = apagador interno ZEN™ (IDT, Coralville, I1A), FAM =
6-carboxifluoresceina, IBFQ = lowa Black® FQ (apagador de fluorescencia, IDT, Coralville, |A), y x = bloque
espaciador de propanodiol C3

En estos ensayos se usaron volumenes de reaccidén de 10 uL. Para llevar a cabo la reaccion, se combinaron 5 uL
de 2x la mezcla de genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A, que
contiene dNTPs, Tag ADN polimerasa H784Q mutante o WT, estabilizadores y MgCI2) con 200 nM (2 pmol) de
cualquiera de los cebadores alélicos. También se afiadieron 200 nM (2 pmol) de la sonda, asi como 200 nM (5
pmol) del cebador antisentido. Adicionalmente, 2,5 mU (5,25 fmol/0,53 nM) de Pa. La ARNasa H2 y 1000 copias
de molde sintético de gBlock™ (Integrated DNA Technologies, Coralville, |A, 1000 copias del alelo 1, 500 copias
del alelo 1+500 copias del alelo 2 (heterocigoto), o 1000 copias del alelo 2 (para las secuencias de gBlock™, ver
la Tabla 2, SEQ ID NO: 8-9) a la mezcla de reaccidn. La reaccién se termocicl6 en un sistema en tiempo real Bio-
Rad™ CFX384™ | as condiciones de ciclado fueron las siguientes: 95300 - (950:10.650:30) x 65 ciclos. Cada reaccién
se realiz6 por triplicado.

Tabla 2. Moldes sintéticos gBlock para el ensayo del Ejemplo 1
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Molde 1 de gBlock de rs113488022 AAAAAATAAGAACACTGATTITTTGTGAAT SEQ ID NO. 8

ACTGOGGAACTATGAAAATACTATAGTTGA
GACCTTCAATGACTTTCTAGTAACTCAGCA
GCATCTCAGGGCCAAAAATITAATCAGTIG
GAAAAATAGCCTCAATTCTTACCATCCAC
AAAATGGATCCAGACAACTGTTICAAACTG
ATGGGACCCACTCCATCGAGATTICATTGT
AGCTAGACCAAAATCACCTATTTTITACTGT
GAGGTCITCATGAAGAAATATATCTGAGS
TGTAGTAAGTAAAGGAAAACAGTAGATCY
CATTTTCCTATCAGAGCAAGCATTATGAAG
AGTTTAGGTAAGAGATCTAATTTCTATAAT
TCTOGTAATATAATATTICTITAAAACATAGT

ACTICATCTTTCCTCTTA
Molde 2 de gBlock de rs113488022 AAAAAATAAGAACACTGATITTTGTGAAT SEQ ID NO. 9

ACTGGGAACTATGAAAATACTATAGTTGA
GACCTTCAATGACTTTCTAGTAACTCAGCA
GCATCTCAGGGCCAAAAATITAATCAGIG
GAAAAATAGCCTCAATTICTTACCATCCAC
AAAATGGATCCAGACAACTGTICAAALTG
ATGGGACCCACTCCATCGAGATTTICECTGY
AGCTAGACCAAAATCACCTATTTTIACTGT
GAGGTCTTCATGAAGAAATATATCTGAGG
TGTAGTAAGTAAAGGAAAACAGTAGATCT
CATTTTCCTATCAGAGCAAGCATTATGAAG
AGTTTAGGTAAGAGATCTAATTTCTATAAT
TCTGTAATATAATATTCTITAAAACATAGT

ACTTCATCTTTCCTCTTA
Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. La ubicacion de los SNP se muestra en negrita y subrayada.

Los resultados de Cq del experimento se muestran en la Tabla 3. Estos datos muestran que la discriminacion de
apareamientos erréneos del sistema de ensayo aumenta con la rhPCR respecto a la ASPCR con |la Taq polimerasa
WT, y que la discriminacién se potencia al usar la Taq polimerasa H784Q.

Tabla 3. Valores de Cq resultantes

WT Taq H784Q

Alelo 1 Het Alelo 2 NTC Alelo 1 Het Alelo 2 NTC
No discrimina 29.3 29.3 29.4 >65 30.6 30.6 30.8 >65
ASP1 por ASPCR 30.2 30.2 31.4 >65 29.2 325 40.3 >65
ASP2 por ASPCR 36.7 30.5 29.4 >65 442 31.7 30.8 >65
ASP1 por rhPCR 30.9 321 38.2 >65 31.9 31.4 49.2 >65
ASP2 por rhPCR 39.3 31.0 30.8 >65 434 33.9 325 >65

Todos los nimeros de esta tabla representan valores de Cq obtenidos con el instrumento CFX384™ (Bio-Rad™,
Hercules, CA).

EJEMPLO 2 - como referencia
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El siguiente ejemplo muestra un ensayo de rhPCR potenciado que usa una ADN polimerasa altamente
discriminatoria y ARNasa H2 para la discriminacion.

Para demostrar la funcionalidad de este nuevo disefio de ensayo, se disefiaron rhCebadores y cebadores estandar
especificos de alelo frente a rs113488022, la mutacion V600E en el gen BRAF humano. Estos cebadores se
probaron en PCR y rhPCR con la Taq polimerasa mutante H784Q. Los cebadores usados en estos ensayos fueron
los indicados en la Tabla 4 (SEQ ID NO: 1, 4y 10-12).

Tabla 4. Secuencia de los oligonucledtidos empleados en el ensayo de discriminacion de SNP descrito en el
Ejemplo 2

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido no discriminatorio GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAG SEQ ID NO. 1
Sonda FAM-TCCCATCAG-ZEN- SEQID NO. 4
TTTGAACAGTTGTCTGGA-IBFQ
rhCebador sentido del alelo 1| GCTGTGATTTTGGTCTAGCTACAGT SEQ ID NO.
rs113488022 dxxd . 10
AxxTG
rhCebador sentido del alelo 2| GCTGTGATTTITGGTCTAGCTACAGAg SEQ ID NO.
rs113488022 dxxd 11
AxxTG
rhCebador antisentido GCCCTCAATTCTTACCATCCACAA AL SEQ ID NO.
TGGAA-x 2
Las secuencias de acido nucleico se muestran 5-3'. ADN en mayusculas, ARN en minUsculas. La ubicacién del
posible apareamiento erréneo aparece subrayada. ZEN = apagador fluorescente Zen™ interno (IDT, Coralville,
IA). FAM = 6-carboxifluoresceina, IBFQ = lowa Black FQ (amortiguador de fluorescencia), y x = espaciador de
propanodiol C3.

En estos ensayos se usaron volumenes de reaccidén de 10 uL. Para llevar a cabo la reaccion, se combinaron 5 uL
de 2x la mezcla de genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A, que
contiene dNTPs, ADN polimerasa mutante H784Q, estabilizadores y MgCI2) con 200 nM (2 pmol) de cualquiera de
los cebadores alélicos. También se afiadieron 200 nM (2 pmol) de la sonda, asi como 200 nM (5 pmol) del cebador
antisentido. Adicionalmente, 7,5 mU (15,75 fmol/1,58 nM), 50 mU (105 fmol/10,5 nM) o 200 mU (420 fmol/42 nM)
de Pa. La ARNasa H2 y 5e4 copias de molde de gBlock™ sintético (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA,
1e5 copias del alelo 1, 5e4 copias del alelo 1+5e4 copias del alelo 2 (heterocigoto), 0 1e5 copias del alelo 2 (para
las secuencias de gBlock™ | ver la Tabla 2, SEQ ID NO: 8-9) a la mezcla de reaccion. La reaccién se termociclé en
un sistema en tiempo real Bio-Rad™ CFX384™ | as condiciones de ciclado fueron las siguientes: 95300 - (95010
65930 x 65 ciclos. Cada reaccion se realizo por triplicado.

Los resultados de Cq del experimento se muestran en la Tabla 5. Estos datos muestran que la discriminacion de
apareamientos erréneos del sistema de ensayo aumenta con la rhPCR respecto a la ASPCR con |la Taq polimerasa
WT, y que la discriminacién se potencia al usar la Taq polimerasa H784Q.

Tabla 5. Valores de Cq resultantes

Promedios Alelo 1 Het Alelo 2 NTC ACq
Desbloqueado 7,5muU 21.9 22.3 22.1 >75
50 mU 2.7 22.5 227 >75
200 mU 21.8 21.8 21.9 >75
AgAXXTG 7,5 mU 43.7 25.6 24.6 >75 19.1
50 mU 50.3 24.5 23.5 >75 26.8
200 mU 48.5 25.2 241 >75 24.4
TgAXTG 7,5 mU 251 26.3 42.5 >75 17.4
50 mU 24.2 25.4 41.0 >75 16.9
200 mU 22.9 23.8 37.2 >75 14.3
Todos los numeros de esta tabla representan valores de Cq obtenidos con el instrumento CFX384™ (Bio-Rad™,
Hercules, CA).

Los valores delta Cq fueron significativamente superiores a los obtenidos con las versiones Gen 1 de estos
cebadores, lo que indica que existe una ventaja en este disefio de cebador, como se ha visto anteriormente en la
rhPCR.

EJEMPLO 3 - como referencia

El siguiente ejemplo ilustra la mayor fiabilidad de los ensayos universales que usan una ADN polimerasa con una
alta discriminacion de apareamientos erroneos.

16



10

15

20

ES 2989 461 T3

Para demostrar que los ensayos divulgados pueden funcionar en un formato universal y que mejoran
significativamente con una polimerasa con alta discriminacién de apareamientos erréneos, se disefiaron cebadores
de ensayo "universales" frente a rs351855, la mutacion G338R en el gen humano FGFR4. Este disefio de ensayo
"universal" tiene numerosas ventajas, incluida la capacidad de multiplexar los rhCebadores especificos de alelo y
obtener lecturas de multiples colores. Los cebadores usados en este ensayo fueron los indicados en la Tabla 6
(SEQ ID NO: 13-18).

Tabla 6. Secuencias de los oligonucleotidos empleados en el ensayo "universal" de discriminacion de SNP

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido universal CGCCGCGTATAGTCCCGCGTAAA SEQ ID NO.
Sonda 1 (FAM) FAM-C+CATC+A+C+CGTG+CT-IBFQ 1SFOI‘EQ ID NO.
Sonda 2 (HEX) HEX-CAATC+C+C+CGAG+CT-IBFQ 1S‘I1rEQ ID NO.
Ce3t5>e11cé%r5 sentido del alelo 1 de | GCCCATQTCCCAGCCGAACCATCACCGTGCTA %ZEQ ID NO.
rs

GCCCTCGATACAGCCCuGUCCACx
Cebador sentido del alelo 2 de | GCCCATGTCCCAGCGAACAATCCCCGAGCTG SEQ ID NO.

rs351855 17
CCCTCGATACAGCCTGCCACx
Cebador antisentido GCGGCCAGGTATACGGACATCATCCA-X SEQ ID NO.
18

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5-3'. ADN en mayusculas, ARN en minUsculas. La ubicacién del
posible apareamiento erréneo aparece subrayada. Los residuos de LNA se designan con un +. FAM = 6-
carboxifluoresceina, HEX = 6-carboxi-2',4,4' 5',7,7"-hexaclorofluoresceina, IBFQ = lowa Black FQ (amortiguador
de fluorescencia), y x = bloque espaciador de propanodiol C3.

En estos ensayos se usaron volumenes de reaccidén de 10 uL. Para llevar a cabo la reaccion, se combinaron 5 uL
de 2x la mezcla de genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A, que
contiene dNTPs, Tag ADN polimerasa mutante o WT, estabilizadores y MgCl2) con 50 nM (500 fmol) de cada uno
de los dos cebadores alélicos. También se afiadieron 250 nM (2,5 pmol) de cada una de las dos sondas, asi como
500 nM (5 pmol) del cebador sentido universal y 500 nM (5 pmol) del cebador antisentido. Adicionalmente, 2,5 mU
(5,25 fmol/0,53 nM) de Pa. La ARNasa H2 y 1000 copias de molde sintético de gBlock™ (Integrated DNA
Technologies, Coralville, I1A, 1000 copias del alelo 1, 500 copias del alelo 1+500 copias del alelo 2 (heterocigoto),
0 1000 copias del alelo 2 (para las secuencias de gBlock™, ver la Tabla 7, SEQ ID NO: 19-20) a la mezcla de
reaccién. La reaccion se termociclé en un sistema en tiempo real Bio-Rad™ CFX384™ . Las condiciones de ciclado
fueron las siguientes: 9539 - (95010.60030) x 3 ciclos - (95%10-65%3%) x 65 ciclos. Cada reaccién se realizd por
triplicado. Las lecturas de fluorescencia se tomaron después de completar un total de 50 ciclos. Los valores de
fluorescencia se trazaron en los ejes FAM y HEX, y los resultados se muestran en las Figuras 2Ay 2B.

Tabla 7. Moldes sintéticos gBlock para el Ejemplo 3
Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Molde 1 de gBlock de rs351855 GTTGGOGAGUTGGGAGGGACTGAGTTAGGG | SEQID NO. 19

TGCACGGGGCGGCCAGTCTCACCACTGAC
CAGTTTGTCTGTCTGTGTGTGTCCATGTGC
GAGGGCAGAGGAGGACCCCACATGGACC

GCAGCAGCGCCCGAGGUCAGGTATACGGA
CATCATCCTGTACGCGTCGGGCTCCCTGGO
CTTGGCTGTGCTCCTGCTGUTGGCCGGGCT
GTATCGAGGGCAGGCGCTCCACGGCOGGL
ACCCCCGCOCGCCCGCCACTGTGCAGAAG

CTOCTCCCGUTTCCCTCTGQCCCGACAGGTA
CTGGGCGCATCCCCCACCTCACATGTGAC

AGCCTGACTCCAGCAGGCAGAACCAAGTC
TCCCACTTTGCAGTTCTCCOCTGGAGTCAGG

CTCTICCGGCAAGTCAAGCT
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.

Molde 2 de gBlock de rs351855 GTTGGGAGCTOGGGAGGGACTGAGTTAGGG | SEQID NO. 20
TGCACGGGGCGGUCAGTCTCACCACTGAC

CAGTITGTCTGTCTGTGTGTGTCCATGYGC

GAGGGCAGAGGAGGACCCCACATGGACC

GCAGCAGUGCCCGAGGUCAGHGTATACGGA
CATCATCCTGTACGCGTCOGGCTCCOTGAOE
CTTGGOTGTGCTCCTGUTGUTCGGCLAGGCT
GTATCGAGGGCAGGUGCTCCACGGLCGGT
ACCCCCGCCCGUCCGCUCACTGTGCAGAAG
CTCTCCCGCTTCCCTCTGGCCCGACAGGTA
CTGGGCGCATCCCCCACCTCACATGTGAC

AGCCTGACTCCAGCAGGUAGAACCAAGTC
TCCCACTTTGCAGTTCTCCCTGGAGTCAGG
CICTICCGGUAAGTCAAGCTY

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. La ubicacion de los SNP se muestra en negrita y subrayada.

Los resultados ilustran que la discriminacion por apareamiento erréneo entre homocigotos es suficiente con ambas
polimerasas, aunque los datos resultantes usando la Tag WT demuestran que es mas dificil hacer una llamada
alélica. Sin embargo, es importante destacar que la Taq polimerasa WT no puede discriminar eficientemente los
heterocigotos de los homocigotos, y los coloca demasiado cerca de las sefiales de los alelos 1y 2 (Figura 2A). En
cambio, la sefial de los heterocigotos en los ensayos que usan la Taq polimerasa mutante se distingue facilmente
de la de los homocigotos (Figura 2B).

La importancia de la Tag mutante se puede comprender mejor al examinar los valores de Cq de este ejemplo (Tabla
8). Los datos muestran que la mutante Tag H784Q no solamente aumenta drasticamente la discriminacion del
apareamiento erréneo, sino que los Cq de los NTC disminuyen de los 50 bajos a medios, a mayores que el nimero
probado en el ensayo (>65). A partir de este experimento, se demuestra que la identidad alélica puede determinarse
a partir de los valores de Cq, asi como de la fluorescencia en el punto final.

Tabla 8. Datos de Cqy delta Cq para el experimento descrito en el Ejemplo 3

Molde WT Taq H784Q

FAM HEX Delta Cq FAM HEX Delta Cq
Alelo 1 32.9 31.3 -1.6 375 56.8 19.3
Alelo 1 31.9 31.1 -0.8 36.2 51.4 15.2
Alelo 1 31.8 31.0 -0.9 36.6 54.3 17.8
Heterocigoto 33.0 29.4 -3.5 38.7 37.8 -0.9
Heterocigoto 32.8 29.7 -3.1 38.7 38.2 -0.5
Heterocigoto 33.2 30.0 -3.3 39.9 39.1 -0.8
Alelo 2 35.1 29.1 6.0 50.6 36.5 14.1
Alelo 2 347 29.3 5.4 52.1 36.6 15.5
Alelo 2 34.5 29.0 55 50.7 36.1 14.6
NTC 51.8 56.1 >65 >65
NTC 52.8 56.1 >65 >65
NTC 52.1 50.7 >65 >65
Todos los numeros de esta tabla representan valores de Cq y valores delta Cq obtenidos con el instrumento
CFX384 (Bio-Rad™ Hercules, CA).

EJEMPLO 4 - como referencia

El siguiente ejemplo ilustra la deteccion de variantes alélicas raras con los disefios de ensayo de la presente
invencién. Para demostrar la utilidad de estos nuevos disefios de ensayo para detectar variantes alélicas raras, se
usaron los rhCebadores de segunda generacién (rdxxdm) descritos previamente frente a rs113488022, la mutacion
VB600E en el gen BRAF humano (ver la Tabla 4; SEQ ID NO: 1, 4y 10-12).

En estos ensayos se usaron volumenes de reaccidén de 10 uL. Para llevar a cabo la reaccion, se combinaron 5 uL
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de 2x la mezcla de genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A, que
contiene dNTPs, Tag ADN polimerasa H784Q mutante o WT, estabilizadores y MgClz2) con 200 nM (2 pmol) de
cualquiera de los cebadores alélicos, o del cebador sentido no discriminatorio. También se afiadieron 200 nM (2
pmol) de la sonda, asi como 200 nM (5 pmol) del cebador antisentido. Adicionalmente, 50 mU (105 fmol/10,5 nM)
de Pa. La ARNasa H2 y 50.000 copias de molde de coincidencia de gBlock™ sintético (Integrated DNA
Technologies, Coralville, |A), se combiné con 0, 50 0 500 copias del alelo opuesto (para las secuencias de gBlock™,
ver la Tabla 6, SEQ ID NO: 16-17) a la mezcla de reaccidn. La reaccién se termociclé en un sistema en tiempo real
Bio-Rad™ CFX384™ Las condiciones de ciclado fueron las siguientes: 95300 - (950:10.600:30) x 65 ciclos. Cada
reaccién se realiz6 por triplicado.

Los datos de la polimerasa WT se muestran en la Tabla 9, y los de la polimerasa Tag mutante H784Q en |la Tabla
10. Una de las ventajas de este sistema para la deteccién de alelos raros sobre a la rhPCR "convencional” es la
posibilidad de usar una Unica cantidad de ARNasa H2 para ambos alelos. Esta ventaja reduce a la mitad la
necesidad potencial de determinar la cantidad de enzima necesaria para escindir.

Tabla 9: Valores promedio de Cqy delta Cq para el experimento de alelos raros con la Taq polimerasa WT descrita
en el Ejemplo 4.

Fondo 50,000 50,000 50,000 0 0 0

Objetivo 500 50 0 500 50 0
SEQID No discrimina 22.9 23.1 22.8 304 34.2 >65
No. 1
SEQID NO. 10 .. TgAXTG 31.6 34.5 36.1 31.6 36.0 >65
SEQIDNO. MM L AQAXXT G 29.1 29.1 29.9 30.8 34.4 >65
Todos los numeros de esta tabla representan valores de Cq y valores delta Cq obtenidos con el instrumento
CFX384 (Bio-Rad™, Hercules, CA). ADN en mayusculas, ARN en minusculas. La ubicacion del posible
apareamiento erroneo esta subrayada. x = blogue espaciador interno de propanodiol C3.

Tabla 10: Valores promedio de Cq y delta Cq para el experimento de alelos raros con la Taq polimerasa mutante
H784Q descrita en el Ejemplo 4.

Fondo 50,000 50,000 50,000 0 0 0

Objetivo 500 50 0 500 50 0
SEQID No. 1 No discrimina 22.7 23.2 23.2 31.5 34.2 >65
SEQID NO. 10 L TgAXXTG 33.8 36.6 47.3 33.1 36.4 >65
SEQID NO. 11 L AGAXTG 32.1 35.2 38.8 32.0 35.5 >65

Todos los numeros de esta Tabla representan valores de Cqy delta Cq obtenidos con el instrumento CFX384
(Bio-Rad™ Hercules, CA). ADN en mayusculas, ARN en minusculas. La ubicacidén del posible apareamiento
erréneo esta subrayada. x = bloque espaciador interno de propanodiol C3.

Los datos muestran claramente que la ADN polimerasa H784Q permite detectar 50 copias del objetivo en 50.000
copias de ADN de fondo (un nivel de discriminacion de 1:1000) para el alelo mutante A de rs113488022, con un
delta Cq de mas de 11 ciclos. Aunque en este ensayo solamente se observaron algo mas de 3 ciclos para el alelo
T, se trataba de una mejora significativa con respecto a la Taq polimerasa WT, que no mostré ninguna
discriminacion para el alelo T, y solamente un delta de 3 ciclos para el alelo A.

EJEMPLO 5 - como referencia

Este ejemplo demuestra el éxito de la discriminacién alélica con el uso de un ensayo universal de genotipado
rhPCR y la mezcla maestra de genotipado rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, 1A), asi como
la sélida estabilidad de los componentes de la reaccion. Para demostrar la robustez del disefio del ensayo y de los
componentes de la mezcla, se disefiaron cebadores universales frente al rs4657751, un SNP localizado en el
cromosoma 1 humano (ver la Tabla 11, SEQ ID NO: 14, 21-25).

Se prepararon reacciones de genotipado rhPCR universales idénticas en dos placas PCR blancas Hard-Shell® de
384 pozos con faldén (Bio-Rad, Hercules, CA) en el sistema de deteccion de PCR en tiempo real Bio-Rad CFX384
Touch™ con un volumen final de 10 pL. Cada pozo contenia los cebadores del ensayo de rhPCR (150 nM del
cebador especifico del alelo 1 de rs4657751 (SEQ ID NO: 23), 150 nM del cebador especifico de alelo 2 de
rs4657751 (SEQ ID NO: 24), y 500 nM de cebador especifico del /ocus de rs4657751 (SEQ ID NO: 25). Las
reacciones contenian oligos reporteros universales en las siguientes concentraciones: 250 nM de sonda FAM
universal (SEQ ID NO: 14), 450 nM de Yakima Amarillo® universal (SEQ ID NO: 22) y 1000 nM de cebador sentido
universal (SEQ ID NO: 21), y 5 pL de 2x la mezcla de genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA
Technologies (IDT, Coralville, 1A, que contiene dNTPs, una Taq polimerasa H784Q mutante (ver Behlke, et al. U.S.
2015/0191707), ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi modificada quimicamente (ver Walder et al
UA20130288245A1), estabilizadores y MgClo).

Se usaron fragmentos génicos gBlocks® (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, IA) que contenian
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cualquiera de los alelos del SNP de rs4657751 como fuente de ADN molde (ver la Tabla 12, SEQ ID NO: 26 y 27).
Cada pozo contenia un molde que representaba uno de los tres genotipos posibles: alelo 1 homocigoto (1000
copias del molde gBlock® del alelo 1 de rs4657751 (SEQ ID NO: 26)), alelo 2 homocigoto (1000 copias del molde
gBlock® del alelo 2 de rs4657751 (SEQ ID NO: 27)), o heterocigoto (mezcla de 500 copias del molde gBlock® del
alelo 1 de rs4657751 (SEQ ID NO: 26) y 500 copias del molde gBlock® del alelo 2 de rs4657751 (SEQ ID NO: 27)).
Se afiadié molde o agua para las reacciones de control sin molde (NTC) en tres pozos replicados de dos placas
individuales. Las reacciones se sometieron al siguiente protocolo de ciclado: 95 °C por 10 minutos, posteriormente
45 ciclos de 95 °C por 10 segundos y 60 °C por 45 segundos.

Tabla 11:. Secuencias de los oligonucleétidos usados en el Ejemplo 5

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido universal CGGCCCATGTCCCAGCGAA SEQID NO. 21
Sonda 1 (FAM) FAM-C+CATC+A+C+CGTG+CT-IBFQ SEQIDNO. 14
Sonda 2 (Yakima Amarillo) Yak-CAATC+C+C+CGAG+CT-IBFQ SEQIDNO. 22
Cebador sentido del alelo 1 de | GCCCATGTCCCAGCGAACCATCACCGTGC SEQIDNO. 23
rs4657751
TACTTCCCACACCCTCATATCuTGTTA-x
Cebador sentido del alelo 2 de | GCCCATGTCCCAGCGAACAATCCCCGAGC SEQIDNO. 24
4657751
s TCTTACTTCCCACACCCTCATATAUTGTTA-
X
Cebador antisentido de rs4657751 | GCGCTAAGTAAACATTCCTGATTGCAaCTT SEQIDNO. 25
ALXT’X

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5-3'. ADN en mayusculas, ARN en minUsculas. La ubicacién del
posible apareamiento erréneo aparece subrayada. Los residuos de LNA se designan con un +. FAM = 6-
carboxifluoresceina, Yak = Yakima Amarillo (3-(5,6,4',7'-tetracloro-5'-metil-3',6'-dipivaloilfluorescein-2-il)o), IBFQ

= lowa Negro FQ (apagador de fluorescencia), y X = bloque espaciador de propanodiol C3.

Tabla 12: Moldes sintéticos de gBlock® usados en el Ejemplo 5.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Molde gBlock del alelo 1 de | GATTTTTITITTTTGGCATTTCTTCTTAGAT | SEQ ID NO.
rs4657751 26

TTCTATCTCCTAACATAGGATCACTTATIT
GTGAAATTATTTGTATACCTTTTTTATGGA
GTGATGATGTGATACAAATTCTATCCTTAA
GGATATAAGAACATCTITTICTTTATATTAG
GATTTTICTGGACCCATGAGTTACATGCET
ACTTCCCACACCCTCATATCTTGTTTAAAT
TTOTAGAATTAAATTCATAGGTAATTATTT
CTGAAACTTICTTCCCTGTIGTGAGCAATCTA
AATAATTATTACAATGCCTTAAGITGCAAT
CAGGAATGTTTACTTAGCACAGACTTITTTT
CCCCACTACTGCACTCAAAGGATAACAGA
TATATGGCAAATCTAACCATATTCTTTGTC
CTTTGTCCATGTTGCGGAGGGAAGCTCATC
AGTGGGGCCACGAGCTGAGTGCGTCCTGY
CACTCCACTCCCATOGTCCCTTGGGAAGGTC

TCGAGACTAGGG
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Molde gBlock del alelo 2 de | GATTTTTTTTTTTTGGCATTTCTTCTTAGAT | SEQ ID NO.
rs4657751 27

TTCTATCTCCTAACATAGGATCACTTATTT
GTGAAATTATTTGTATACCTTTTTTATGGA
GTGATGATGTGATACAAATTCTATCCTTAA
GGATATAAGAACATCTTTTCTTTATATTAG
GATTTTTCTGGACCCATGAGTTACATGCTT
ACTTCCCACACCCTCATATATTGTTTAAAT
TTGTAGAATTAAATTCATAGGTAATTATTT

CTGAAACTTCTTCCCTGTGTGAGCAATCTA
AATAATTATTACAATGCCTTAAGTTGCAAT

CAGGAATGTTTACTTAGCACAGACTITTTY
CCCCACTACTGCACTCAAAGGATAACAGA
TATATGGCAAATCTAACCATATTICTTTIGTIC
CTTTGTCCATGTTGCGGAGGGAAGUTCATC
AGTGGOGCCACGAGUTGAGTGCGTCCTGT
CACTCCACTCCCATGTCCOTTGGGAAGGTC

TGAGACTAGGG
Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. EI ADN se escribe con mayusculas. La ubicacion del SNP
aparece subrayada.

Una placa de reaccion se sometié a ciclos inmediatamente (0 h de mantenimiento en banco) y otra se mantuvo a
temperatura ambiente por 2 dias (48 h de mantenimiento en banco) para demostrar la estabilidad de la reaccidon a
lo largo del tiempo. El anélisis de discriminacion alélica se realizé usando el software Bio-Rad CFX Manager 3.1
(Bio-Rad, Hercules, CA). En cada pozo se detectaron fluoréforos FAM y Yakima Amarillo. Para ambos fluoréforos,
los ciclos de referencia se fijaron para que comenzaran en el ciclo 10 y terminaran en el ciclo 25. Se uso la sefial
de fluorescencia (RFU, por sus siglas en inglés) en cada pozo al final de los 45 ciclos para generar una grafica de
discriminacion alélica y se determinaron los genotipos con los atributos de llamada automatica del software de
analisis. Se obtuvo un rendimiento idéntico con la ejecucion inmediata (Figura 3A) y con la placa de mantenimiento
de 48 horas (Figura 3B), lo que demuestra la sélida estabilidad de los componentes de la reaccién. A cada muestra
se le asigna la llamada de genotipado correcta y las muestras del mismo genotipo se agrupan estrechamente. El
cluster heterocigoto esta separado de ambos clUsteres homocigotos por un angulo aproximado de 45 grados, lo
que indica una excelente especificidad alélica de los ensayos universales de genotipado rhPCR y de la mezcla
maestra.

EJEMPLO 6 - como referencia

El siguiente ejemplo compara el rendimiento de los métodos de genotipado de la presente invencién frente a los
métodos tradicionales de ensayo de genotipado con nucleasas 5' (Tagman™).

Se selecciond el SNP de rs1799865 en el gen CCR2, y se disefiaron y obtuvieron cebadores de genotipado rhPCR,
asi como un ensayo de nucleasa 5' de rs1799865 (Thermo-Fisher, Waltham, MA). Las secuencias para el ensayo
SNP gendémico de rs1799865 por rhPCR se muestran en la Tabla 14 (SEQ ID NO: 14, 21, 22 y 28-30). Las
secuencias del cebador/sonda de nucleasa 5' (Tagman™) de Thermo-Fisher no estan publicadas y por lo tanto no
se incluyen en este documento.

Las reacciones se realizaron en volumenes de 10 L, conteniendo 10 ng de ADN genomico Coriell (Camden, NJ),
250 nM de sonda FAM universal (SEQ ID NO: 14), 450 nM de Yakima Amarillo® universal (SEQ ID NO: 22), 1000
nM de cebador sentido universal (SEQ ID NO: 21), 150 nM de los dos cebadores sentido alelo-especificos (SEQ
ID NO: 28 y 29), 500 nM del cebador antisentido (SEQ ID NO: 30), y 5 uL de 2x la mezcla de genotipado maestra
para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, que contiene dNTPs, una Taq polimerasa H784Q
mutante (ver Behlke, et al. U.S. 2015/0191707), ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi modificada quimicamente (ver
Walder et al. UA20130288245A1), estabilizadores y MgClo).

La PCR se realiz6 en el instrumento de PCR en tiempo real QuantStudio™ 7 Flex de Life Technologies (Carlsbad,
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CA) usando las siguientes condiciones de ciclado: 10 minutos a 95 °C seguidos de 50 ciclos de 95 °C por 10
segundos y 60 °C por 45 segundos. El analisis del punto final de cada una de las placas se realizé después de 45
ciclos con el software QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3 (Carlsbad, CA).

Tabla 14: Secuencias de oligonucleétidos usadas para el ensayo de genotipado de rs1799865 en el Ejemplo 6.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido universal CGGCCCATGTCCCAGCGAA SEQ ID NO.
21
Sonda 1 (FAM) FAM-C+CATC+A+C+CGTG+CT-IBFQ SEQ ID NO.
14
Sonda 2 (Yakima Amarillo) Yak-CAATC+C+C+CGAG+CT-IBFQ SEQ ID NO.
22
Cebador sentido del alelo 1 de | GCCCATGTCCCAGCGAACCATCACCGTIG SEQ ID NO.
rs1799865 28
CTTTCTCTICTGGACTCCCTATAATRTTGT
(3-x
Cebador sentido del alelo 2 de | GCCCATGTCCCAGCGAACAATCCCLGAG SEQ ID NO.
rs1799865 . . 29
CTTTCTCTTCTGGACTCCCTATAACATTGT
G-x
Cebador antisentido de | GCGGATTGATGCAGCAGTGAgTCATG-x SEQ ID NO.
rs1799865 30

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. ADN en mayusculas, ARN en minlsculas. Los residuos de
LNA se designan con un +. La ubicacion del posible apareamiento erréneo aparece subrayada. FAM = 6-
carboxifluoresceina, Yak = Yakima Amarillo (3-(5,6,4',7'-tetracloro-5'-metil-3',6'-dipivaloilfluorescen-2-ilo)), IBFQ
= lowa Nego FQ (apagador de fluorescencia), y x = blogue espaciador de propanodiol C3.

Las Figuras 4A y 4B muestran una comparacion en paralelo de las graficas de discriminacion alélica resultantes.
El ensayo de genotipado por rhPCR (Figura 4B) logré una sefial de fluorescencia mas alta en comparacion con un
ensayo tradicional de genotipado por 5'-nucleasas (Figura 4A), mostrando al mismo tiempo resultados
concordantes. La sefial mas alta y la amplificacién no especifica minima del NTC en el ensayo de rhPCR permiten
una mejor separacion de los grupos y llamadas de genotipo exactas.

EJEMPLO 7 - como referencia

El siguiente ejempilo ilustra los presentes métodos que permiten la deteccién y el analisis de SNP tri-alélicos. El
SNP de rs72558195 esta presente en el gen CYP2CS8, y tiene tres genotipos potenciales. Este SNP fue
seleccionado para su anélisis con el sistema de genotipado por rhPCR.

El flujo de trabajo convencional para interrogar SNP tri-alélicos, como se ilustra en las Figuras 5Ay 5B, involucra
la ejecucién de un par de ensayos usando las mismas muestras, la llamada manual y la comparacién del resultado
del ensayo emparejado para obtener el verdadero genotipo de las muestras.

Para demostrar que tal sistema puede funcionar con el sistema universal de genotipado por rhPCR, se prepararon
reacciones en placas PCR blancas Hard-Shell® de 384 pozos con faldon (Bio-Rad, Hercules, CA) en el
QuantStudio™ 7 Flex de PCR en tiempo real de Life Technologies (Carlsbad, CA) con un volumen final de 10 pL.
Cada pozo contenia los cebadores del ensayo de rhPCR (ver la Tabla 16, SEQ ID NO: 14, 21, 22, 31-33).
Especificamente, 150 nM del cebador de alelo especifico 1 de rs72558195 G:A (SEQ ID NO: 31) y 150 nM del
cebador de alelo especifico 2 de rs72558195 G:A(SEQ ID NO: 32), 0 150 nM del cebador de alelo especifico 1 de
rs72558195 G:A (SEQ ID NO: 31) y 150 nM del cebador de alelo especifico 3 de rs72558195 G:C (SEQ ID NO:
33), asi como 500 nM de cebador especifico del /locus de rs72558195 (SEQ ID NO: 34) se incluyeron en las
reacciones.

Las reacciones contenian oligos reporteros universales en las siguientes concentraciones: 250 nM de sonda FAM
universal (SEQ ID NO: 14), 450 nM de Yakima Amarillo® universal (SEQ ID NO: 22) y 1000 nM de cebador sentido
universal (SEQ ID NO: 21), 50 nM de patrén interno ROX (por sus siglas en inglés), y 5 uL de 2x la mezcla de
genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, que contiene dNTPs, una Taq
polimerasa H784Q mutante (ver Behlke, et al. U.S. 2015/0191707), ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi modificada
quimicamente (ver Walder et al. UA20130288245A1), estabilizadores y MgClo).

Tabla 16: Secuencias de oligonucleétidos usadas para €l ensayo de genotipado de rs72558195 en el Ejemplo 7.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido universal CGGCCCATGTCCCAGCGAA SEQ ID NO.
21

22
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.

Sonda 1 (FAM) FAM-C+CATC+A+C+CGTG+CT-IBFQ SEQ ID NO.
14

Sonda 2 (Yakima Amarillo) Yak-CAATC+C+C+CGAG+CT-IBFQ SEQ ID NO.
22

Cebador sentido del alelo 1 de | GCCCATGTCCCAGCGAACCATCACCGTIGLTC SEQ ID NO.

rs72558195:G:A 31

TCCGTTGTTTTCCAGAAACEATTTCx
Cebador sentido del alelo 2 de | GCCCATGTCCCAGCGAACAATCCCCGAGCTC SEQ ID NO.

rs72558195:G:A _ 32
TCCGTTGTTTTCCAGAAATeATTTCx

Cebador sentido del alelo 3 de | GCCCATGTCCCAGCGAACAATCCCCGAGCTC SEQ ID NO.

rs72558195:G:C ) e T 33
TCOGTTGTTTITCCAGAAAGEATTTCx
Cebador antisentido de rs1135840 | GCAACCAAGTCTTCCCTACAACCTTGATX SEQ ID NO.
34

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. ADN en mayusculas, ARN en minlsculas. Los residuos de
LNA se designan con un +. La ubicacion del posible apareamiento erréneo aparece subrayada. FAM = 6-
carboxifluoresceina, Yak = Yakima Amarillo (3-(5,6,4',7'-tetracloro-5'-metil-3',6'-dipivaloilfluorescen-2-ilo)), IBFQ
= lowa Nego FQ (apagador de fluorescencia), y x = blogue espaciador de propanodiol C3.

Se usaron fragmentos génicos de gBlockse (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, IA) que contenian alelos
del SNP de rs72558195 como fuente de ADN molde (ver la Tabla 17, SEQ ID NO: 35, 36y 37). Cada pozo contenia
un molde que representaba uno de los seis genotipos posibles: alelo 1 homocigoto (1000 copias del molde gBlock®
del alelo 1 de rs72558195 (SEQ ID NO: 35)), alelo 2 homocigoto (1000 copias del molde gBlock® del alelo 2 de
rs72558195 (SEQ ID NO: 36)), alelo 3 homocigoto (1000 copias del molde gBlock® del alelo 2 de rs72558195 (SEQ
ID NO: 37)), heterocigoto (mezcla de 500 copias del molde gBlock® del alelo 1 de rs72558195 (SEQ ID NO: 35) y
500 copias del molde gBlock® del alelo 2 de rs72558195 (SEQ ID NO: 36). heterocigoto (mezcla de 500 copias del
molde gBlock® del alelo 1 de rs72558195 (SEQ ID NO: 35) y 500 copias del molde gBlock® del alelo 3 de
rs72558195 (SEQ ID NO: 37)). Se afiadié molde o agua para las reacciones de control sin molde (NTC) en tres
pozos replicados de dos placas individuales. Las reacciones se sometieron al siguiente protocolo de ciclado: 95 °C
por 10 minutos, posteriormente 45 ciclos de 95 °C por 10 segundos y 60 °C por 45 segundos.

Tabla 17: Secuencias gBlock® usadas en el Ejemplo 7

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Molde gBlock del alelo 1 de | ACATCATTTTTATTGTATAAAAGCATTTTA | SEQ ID NO.
rs72558195 35

GTATCAATTTITCTCATTTITAAACCAAGTC
TICCCTACAACCTTGAATAAATGGTTTICCA
AGGAAAATAAAATCTTGGCCTTACCTGGA
TCCATGGGGAGTTCAGAATCUTGAAGTTY
TCATTGAATCTTITTCATCAGGGTGAGAAA
ATTCTGATCTTTATAATCAAATCGTTICTG
GAAAACAACGGAGCAGATCACATTGCAG
GGAGCACAGCCCAGGATGAAAGTGGGAT
CACAGGGTGAAGCTAAAGATTTAAAAATYT
TTTAAAAAAATTATTAAAAAATAAATATT
TAAAAGATTTGCATTTGTTAAGACATAAA
GOAAATTTAGAAATTTITAAACAATATCTT
ACAAATTCCCCATGTGTCCAAA

Molde gBlock del alelo 2 de | ACATCATTTTTATTGTATAAAAGCATTITTA | SEQ ID NO.
rs72558195 . 36

GTATCAATTTTCTCATTTTTAAACUCAAGTC
TTCCCTACAACCTTGAATAAATGOGTITCCA
AGGAAAATAAAATCTTGGCCTTACCTGGA
TCCATGGGGAGTTCAGAATCCTGAAGTTT
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.

TCATTGAATCTTTITCATCAGGGTGAGAAA
ATTCTGATCTTTATAATCAAATCATTTICTG
GAAAACAACGGAGCAGATCACATTGCAG
GGAGCACAGCCCAGGATGAAAGTGGGAT
CACAGGGTGAAGCTAAAGATTITAAAAATT
TTTAAAAAAATTATTAAAAAATAAATATY
TAAAAGATTTGCATTTGTTAAGACATAAA
GGAAATTTAGAAATTTTAAACAATATCTY
ACAAATTICCCCATGTGTCCAAA

Molde gBlock del alelo 3 de | ACATCATTTITATTGTATAAAAGCATITTA | SEQ 1D NO.
1672558195 GTATCAATTTICTCATTTTTAAACCAAGTC | >
TICCCTACAACCTTGAATAAATGGTITCCA
AGGAAAATAAAATCTTGGCCTTACCTGGA
TCCATGGGGAGTTCAGAATCOTGAAGTTT
TCATTGAATCTTTTCATCAGGGTGAGAAA
ATTCTGATCTTTATAATCAAATCCTTTCTG
GAAAACAACGGAGCAGATCACATTGCAG
GGAGCACAGCCCAGGATGAAAGTGGGAT
CACAGGGTGAAGCTAAAGATTTAAAAATT
TITAAAAAAATTATTAAAAAATAAATATT
TAAAAGATTTGCATTIGTTAAGACATAAA
GGAAATTTAGAAATTTTAAACAATATCTT
ACAAATTCCCCATGTGTCCAAA

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. EI ADN se escribe con mayusculas. La ubicacion del SNP

aparece subrayada.

Los resultados se muestran en las Figuras 5Ay 5B. De ello se desprende que el sistema universal de genotipado
por rhPCR se puede usar para caracterizar genotipos multi-alélicos.

Se disefid una grafica AD 360 tri-alélica para ilustrar la discriminacion alélica. La sefial de fluorescencia (ARn, por
sus siglas en inglés) del ultimo ciclo de PCR de cada tinte se normalizd entre los tres tintes del mismo pozo. El
angulo y la distancia del punto de datos al origen se calculan al usar la férmula siguiente:

Distancia desde ef origen = ({880 + (3R % pimeez I

. . 128
Angulo = tan ™ HARNpprey + M0 7impes ) X~

it

La Figura 5B muestra la gréafica 360 de discriminacion alélica tri-alélica de rs72558195, usando el ensayo de
genotipado por rhPCR con 3 cebadores especificos de alelo multiplexados en una Unica reaccién. Al recolectar la
sefial de fluorescencia de todos los ensayos, se pudieron detectar seis genotipos en una Unica reaccién. La
distancia de los puntos de datos desde el origen indicaba la intensidad de |la sefial de los tintes y la separacién de
angulos amplios entre los grupos de datos indicaba la especificidad del ensayo multiplexado. Un NTC en el centro
de la gréfica indica que no hay dimeros de cebador ni amplificacion inespecifica. La especificidad del ensayo
multiplexado se consigue por la selectividad de la ARNasa H2 y la ADN polimerasa Tag mutante, como se usd en
los ejemplos anteriores. Esta grafica AD 360 también permitira la capacidad de autocalificacion por parte del
software de genotipado.

Se podria implementar una grafica 360 para la visualizacién tetra-alélica, penta-alélica o hexa-alélica. Por lo tanto,
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la visualizacion es posible para posiciones que podrian tener multiples bases, asi como posibles deleciones. La
distancia desde el origen permanece invariable para cada calculo, y las formulas de los angulos serian:

tetra-aldlics (4 alelos) Angude == tan " {AR%ipmees + ARMpimeon)

)
- i & i : L4

penta-alédico (5 alelosh Angulo = tan " {(ARNpimeer + AR rimeen ) X 55
&l

hexa-alélics (6 alelosy dngnido = tarn " {ARnrmeey -+ AN pmren) X o0

EJEMPLO 8 - como referencia

El siguiente ejempilo ilustra la capacidad de los métodos de la presente invencion para proporcionar genotipado
SNP cuantitativo, permitiendo la determinacién del numero de copias de diferentes alelos. Para demostrarlo, se
disefid un ensayo frente al rs1135840, un SNP del gen CYP2D6 humano. Este gen puede estar presente en
multiples copias, y el nimero de copias con el SNP de rs1135840 parece afectar al metabolismo de los farmacos
(metabolismo rapido del farmaco debrisoquina).

Para demostrar que el sistema de ensayo puede detectar pequefias diferencias en las raciones alélicas, se cred
una curva estandar para el analisis. Se sintetizaron dos fragmentos génicos gBlock™ (IDT, Coralville, IA, alelo 1y
alelo 2, que representan las dos variantes alélicas (G>C) del SNP de rs1135840) y posteriormente se mezclaron
en diferentes relaciones. Las reacciones se realizaron en volumenes de 10 L, conteniendo un total de 1500 copias
de molde en las relaciones indicadas (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5.5, 4.6, 3.7, 2:8, 1.9y 0:10), 250 nM de sonda FAM
universal (SEQ ID NO: 14), 450 nM de Yakima Amarillo® universal (SEQ ID NO: 22), 1000 nM de cebador sentido
universal (SEQ ID NO: 21), 150 nM de los dos cebadores sentido alelo-especificos, 500 nM del cebador antisentido,
y 5 uL de 2x la mezcla de genotipado maestra para rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA,
que contiene dNTPs, una Taq polimerasa H784Q mutante (ver Behlke, et al. U.S. 2015/0191707), ARNasa H2 de
Pyrococcus abyssi modificada quimicamente (ver Walder et al. UA20130288245A1), estabilizadores yMgCly).

La PCR se realiz6 en el instrumento de PCR en tiempo real QuantStudio™ 7 Flex de Life Technologies (Carlsbad,
CA) usando las siguientes condiciones de ciclado: 10 minutos a 95 °C seguidos de 45 ciclos de 95 °C por 10
segundos y 60 °C por 45 segundos. El analisis del punto final de cada una de las placas se realizé después de 45
ciclos con el software proporcionado por las respectivas empresas (software Bio-Rad CFX Manager 3.1 (Bio-Rad,
Hercules, CA) y QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3 (Carlsbad, CA)).

Tabla 16: Secuencias de oligonucleétidos usadas en el Ejemplo 8.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Cebador sentido universal CGGCCCATGTCCCAGCGAA SEQ ID NO.
21
Sonda 1 (FAM) FAM-C+CATC+A+C+CGTG+CT-IBFQ SEQ ID NO.
14
Sonda 2 (Yakima Amarillo) Yak-CAATC+C+C+CGAG+CT-IBFQ SEQ ID NO.
22
Cebador sentido del alelo 1 de | GUCCCATGTCCCAGCGAACCATCACCGTGE SEQ ID NO.
rs1135840 , _ _ _ 38
TGTCTTTGCTTTCCTGGTOGAGeCCAT G
Cebador sentido del alelo 2 de | GCCCATGTCCCAGCGAACAATCCCCGAGC SEQ ID NO.
rs1135840 39
TGTCTTTGCTTITCCTGGTGAcCCATG-x
Cebador antisentido de rs1135840 | GOGTTGGAACTACCACATTGCTTTATUGTA SEQ ID NO.
40
CY-x

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. ADN en mayusculas, ARN en minlsculas. Los residuos de
LNA se designan con un +. La ubicacion del posible apareamiento erréneo aparece subrayada. FAM = 6-
carboxifluoresceina, Yak = Yakima Amarillo (3-(5,6,4',7'-tetracloro-5'-metil-3',6'-dipivaloilfluorescein-2-il)o), IBFQ

= lowa Negro FQ (apagador de fluorescencia), y X = bloque espaciador de propanodiol C3.

Los datos resultantes se ilustran en la Figura 7. La dispersion de cada una de las mezclas de muestras es suficiente
para determinar el nimero de copias de cada molde.

Una vez demostrada la separacién necesaria de las cantidades alélicas, es posible determinar el nimero de copias
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presentes de cada alelo en una muestra experimental. Para probarlo, se usé el ensayo descrito anteriormente,
disefiado contra el rs1135840, para analizar trece muestras de ADN gendémico de Coriell (Camden, NJ) con
distintos nimeros de copias de CYP2D6 y distintos genotipos del rs1135840. Estas muestras tienen numeros de
copias definidos y genotipos rs1135840 conocidos que se pudieron verificar tras la prueba con la mezcla universal
de genotipado por rhPCR. A partir de aqui, estas muestras también se pueden clasificar como homocigotas para
cualquiera de los alelos, o heterocigotas.

Para calcular el nUmero de copias a partir de los datos, se realizaron dos reacciones duplex para cada muestra.
Las reacciones se realizaron en volumenes de 10 L, conteniendo 3 ng de uno de los siguientes ADN gendmicos:
NA17123, NA17131, NA17132, NA17149, NA17104, NA17113, NA17144, NA17213, NA17221, NA17114,
NA17235, o0 NA17241. Cada ensayo individual también contenia 50 nM de oligo normalizador ROX, 250 nM de
sonda FAM universal (SEQ ID NO: 14), 450 nM de Yakima Amarillo® universal (SEQ ID NO: 22), 1000 nM de
cebador sentido universal (SEQ ID NO: 21), 150 nM de los dos cebadores sentido alelo-especificos (SEQ ID NO:
38 y 39), 500 nM del cebador antisentido (SEQ ID NO: 40), y 5 pL de 2x la mezcla de genotipado maestra para
rhPCR de Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, que contiene dNTPs, una Taqg polimerasa H784Q
mutante (ver Behlke, et al. U.S. 2015/0191707), ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi modificada quimicamente (ver
Walder et al. UA20130288245A1), estabilizadores y MgClo). Los ensayos también contenian un ensayo separado
de ARNasa P (ver la Tabla 17, SEQ ID NO: 41-43)) para la normalizacién de la concentracion de molde.

Tabla 17: Secuencias del ensayo de ARNasa P usadas en el Ejemplo 8.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.

Cebador sentido de ARNasa P | GCGGAGGGAAGCTCATCAG SEQ ID NO. 41

Cebador antisentido de | CCCTAGTCTCAGACCTTCCCAA SEQ ID NO. 42

ARNasa P

Sonda 2 (Yakima Amarillo) Yak~-C CACGAGCTGAGTGCGTICCTGTCA SEQ ID NO. 43
IBFQ

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3'. El ADN se escribe con mayusculas. FAM = 6-

carboxifluoresceina, Yak = Yakima Amarillo (3-(5,6,4',7'-tetracloro-5'-metil-3',6'-dipivaloilfluorescein-2-ilo)), IBFQ

= lowa Negro FQ (amortiguador de fluorescencia).

La PCR cuantitativa se realizé en el instrumento de PCR en tiempo real QuantStudio™ 7 Flex de Life Technologies
(Carlsbad, CA) usando las siguientes condiciones de ciclado: 10 minutos a 95 °C seguidos de 45 ciclos de 95 °C
por 10 segundos y 60 °C por 45 segundos. El analisis del punto final de cada una de las placas se realizd después
de 45 ciclos con el software QuantStudio™ Real-Time PCR Software v1.3 (Carlsbad, CA) proporcionado por la
empresa.

El nimero de copias se determind mediante el método siguiente. Para cada muestra que resulté ser un homocigoto,
se calculé ACq (ARNasa P Cq - rs1135840 ensayo Cq) para cada muestra. Para las muestras que resultaron ser
heterocigotas, se calculd ACq para ambos alelos (ARNasa P Cq - rs1135840 ensayo 1 Cq y ARNasa P Cq -
rs1135840 ensayo 2 Cq). A continuacion, se calculé AACq (ACq - ACq medio para muestras de ADN de control de
2 copias conocidas) para cada alelo. Esta correccidon permitié la normalizacion frente a las diferencias de
amplificacién entre el ensayo de SNP y el ensayo de ARNasa P. Por ultimo, se usé la siguiente ecuacion para
calcular el numero de copias de cada alelo:

A

Copia de ndmere de wlelps = 2» 2438 0q)}

Los datos de punto final resultantes se muestran en la Figura 8Ay los nimeros de copias calculados se muestran
en la Figura 8B. Los genotipos determinados en la Figura 8A (alelo 1 homocigoto, alelo 2 homocigoto o
heterocigoto) coincidian todos con los genotipos conocidos y permitian calcular correctamente el nimero de
copias. El niumero de copia de referencia establecido de las muestras individuales se muestra debajo de cada
resultado. En cada caso, el nUmero de copias determinado por el ensayo determind correctamente el genotipo y
el numero de copias del ADN de entrada.

EJEMPLO 9 - como referencia

El siguiente ejemplo demuestra que se puede usar una variacién de una sonda de rhPCR para la rhPCR
multiplexada.

El esquema del ensayo se muestra en la Figura 9. En |la primera ronda de PCR, se usan rhCebadores especificos
de objetivo de cola 5'. Las colas 5', una vez incorporadas al amplicén, contienen sitios de unién para una segunda
ronda de PCR con cebadores diferentes (bloqueados o desbloqueados) para afiadir secuencias especificas de la
aplicacion. Por ejemplo, como se muestra en |la Figura 9, este sistema se puede usar para el enriquecimiento por
amplificaciéon para la secuenciacion de proxima generacion. En este caso, los cebadores rhPCR de cola 5'
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contienen secuencias de cebador de lectura 1/lectura 2. La segunda ronda de PCR afiade secuencias adaptadoras
tales como las series P5/P7 para plataformas de secuenciacion basadas en lllumina® u otros adaptadores, incluidos
los que contienen codigos de barras/identificadores moleculares Unicos. Este enfoque permite afiadir al amplicén
cualquier secuencia adicional necesaria para su introduccion en cualquier tipo de plataforma NGS.

Como se ilustra en la Figura 10, se disefiaron dos conjuntos de cebadores, uno que contenia un conjunto de 96
rhCebadores de cola 5', y otro que contenia 96 cebadores PCR "estandar" de ADN de cola 5', usando un algoritmo
IDT (por sus siglas en inglés). Los dos conjuntos de cebadores se diferenciaban Unicamente en que los
rhCebadores contenian una base interna de ARN escindible y un grupo de bloqueo en el extremo 3'. Una vez
eliminado el grupo de bloqueo por la escisidon de la ARNasa H2, las secuencias de los cebadores se vuelven
idénticas.

La primera ronda de reacciones PCR contenia el plexado 96 a 10 nM de cada cebador especifico de objetivo
bloqueado, 10 ng de ADN genémico humano NA12878 (Coriell Institute for Medical Research, Camden, NJ), 200
mU de ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi quimicamente modificada (ver Walder et al. UA20130288245A1, IDT,
Coralville, 1A) y 1X KAPA 2G HotStart Fast Ready Mix™ (Kapa Biosystems, Wilmington, MA). El perfil del ciclo
térmico fue de 10 minutos a 95 °C, seguido de 8 ciclos de 95 °C por 15 segundos y 60 °C por 4 minutos, y un paso
final a 99 °C por 15 minutos. Las reacciones se limpiaron con un 2X AMPure™ XP beads (Beckman Coulter, Brea,
CA). Brevemente, se afiadieron 100 uL de perlas AMPure™ SPRI a cada pozo de PCR, se incubaron por 5 minutos
a temperatura ambiente y se recolectaron por 5 minutos a temperatura ambiente en un iméan de placa (DynaMag™
(Thermo-Fisher, Watherham, MA) iman lateral de placa de 96 pozos). Las perlas se lavaron dos veces con etanol
al 80 % y se dejaron secar por 3 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se eluyeron en 22 uL de TE a pH
8,0.

La segunda ronda de PCR se prepard usando 20 uL de los productos de PCR limpiados de la primera ronda,
cebadores universales PCR-50F y PCR-47R (ver la Tabla 18, SEQ ID NO: 44 y 45) a 2 uM y 1X KAPA 2G HotStart
Fast Ready Mix™ (KAPA Biosystems, Wilmington, MA). Las reacciones se ciclaron por 45 segundos a 98 °C,
seguidos de 20 ciclos de 98 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos. Un Ultimo paso
de pulido a 72 °C de 1 minuto finalizd la reaccion. Las muestras se limpiaron de nuevo con microesferas AMPure™
0,8X. Brevemente, se afiadieron 40 uL de microesferas AMPure™ SPRI los segundos pozos de PCR, se incubaron
por 5 minutos a temperatura ambiente y se recolectaron por 5 minutos a temperatura ambiente en iman de placa
(DynaMag™ (Thermo-Fisher, Watherham, MA) iman lateral de placa de 96 pozos). Las perlas se lavaron dos veces
con etanol al 80 % y se dejaron secar por 3 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se eluyeron en 22 uL
de TE a pH 8,0, y 20 uL se transfirieron a un tubo nuevo.

Se analizaron 2 yL de las muestras usando Agilent® High Sensitivity D1000™ Screen Tape™ en Agilent® 2200
Tape Station™ (Agilent Technologies®, Santa Clara, CA). La cuantificacidn se realizé usando el kit de cuantificacién
de bibliotecas KAPA (KAPA Biosystems, Wilmington, MA) para plataformas lllumina®, de acuerdo con el protocolo
del fabricante. Las muestras replicadas se mezclaron hasta alcanzar una concentracion final de 10 pM y se afiadio
un control de secuenciacion de bacteriéfagos PhiX al 1 %. Las muestras se analizaron con un kit MiSeq™ V2 de
300 ciclos en una plataforma MiSeq™ de Illumina® (San Diego, CA), usando protocolos estandar del fabricante.

Tabla 18: Secuencias universales de ensayo usadas en el Ejemplo 9.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.

Universal PCR-50F AATGATACGOGUGACCACCGAGATCTACAC SEQ ID NO. 44
TCTITTCCCTACACGACGCTCT

Universal PCR-47R CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGGACC SEQ ID NO. 45
TATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC

Las secuencias de acido nucleico se muestran 5'-3". EI ADN se escribe con mayUsculas.

La Figura 10 muestra los resultados de la estacion de cinta Agilent®. El producto de dimero del cebador fue el
producto mas significativo producido usando cebadores de ADN estandar en presencia de molde de ADN, con
solamente una pequefia cantidad del producto esperado de longitud completa. En ausencia de molde, el producto
dimero del cebador era el principal componente de la reaccion. En el caso de los cebadores rhPCR blogueados,
la gran mayoria del material eran los productos PCR deseados, observandose pocos dimeros de cebador. En
ausencia de molde, no hay dimero de cebador presente, lo que contrasta con la abrumadora abundancia de dimero
de cebador observada en el carril sin molde de los cebadores de ADN no blogueados. La cuantificacion de las
bandas de producto frente a las de dimero de cebador muestra que la relacion de masa entre el producto y el
dimero de cebador para los cebadores de ADN no bloqueados era de 0,6. La relacién de masas para los cebadores
de la rhPCR fue de 6,3.

La Figura 11 resume dos métricas clave de secuenciacion. La primera es el porcentaje de lecturas mapeadas a

partir de los datos de secuenciacidn. Las reacciones rhPCR dieron un porcentaje de lecturas mapeadas con el
genoma humano de 85 %, mientras que los cebadores de ADN no bloqueados en dan un porcentaje de lecturas
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mapeadas de menos de 20. Una segunda métrica, el porcentaje de lecturas especificas, es de casi 95 % cuando
se usan cebadores rhPCR, pero de menos de 85 % cuando se usan cebadores no bloqueados en el multiplexado.
Estos resultados demuestran claramente la utilidad de usar la rhPCR en multiplexado, donde se observa un gran
aumento del material deseado y una gran reduccion de los productos secundarios no deseados. Las diferencias
significan menos lecturas de secuenciacidon no deseadas, y la profundidad de cobertura de las secuencias
deseadas es mayor.

EJEMPLO 10

Este ejemplo demuestra que los sistemas de ensayo de la divulgacion potencian su sensibilidad y precisién en
comparacién con los ensayos estandar de escindir endonucleasas T7.

Se eligieron un total de 36 sitios modificados con el sistema de proteina CRISPR/Cas9 para ser analizados
comparativamente por endonucleasa T7, secuenciacién de prdoxima generacién (NGS) o un sistema de ensayo
gPCR "Genie" de la divulgacion.

Para mutar los sitios gendmicos elegidos, se generd una linea celular HEK293 con expresion estable de S.
pyogenes Cas9. Los ARN guia AItR™ se transfectaron inversamente en las células en placas de 96 pozos (40.000
células/pozo) usando 0,75 pL de RNAIMAX (Thermo) por pozo. Brevemente, los ARNcr AItR™ se disefiaron a partir
del motor de disefio CRISPR2.0 de IDT para dirigirse al exdn 1 0 2 de genes humanos seleccionados. Antes de la
transfeccién, los ARN guia (ARNcr/ARNtracr con quimica AtR™) se duplexaron en una relacién equimolar a 3 uM
de concentracion final del complejo en amortiguador duplex IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A). Los
complejos se calentaron a 95 °C por 5 min y se enfriaron a temperatura ambiente. EIl ADN gendmico se aislo
después de 48 h con 50 uL de amortiguador Quick Extract (Epicentre), usando las técnicas estandar descritas por
el fabricante. Las soluciones de ADN se diluyeron de nuevo con 100 uL de agua antes de proceder al analisis.

El andlisis por digestidon con endonucleasas T7 se realiz6 del siguiente modo. Las células tratadas con CRISPR-
Cas9 se lavaron con 100 yL de PBS (por sus siglas en inglés). Las células se lisaron afiadiendo 50 uL de
QuickExtract™ DNA Extraction Solution (Integrated DNA Technologies). Posteriormente, los lisados celulares se
transfirieron a tubos o placas de PCR adecuados, se agitaron en vértex y se calentaron en un termociclador a 65
°C por 10 min, seguidos de 98 °C por 5 min, tras lo cual se afiadieron 100 uL de agua libre de nucleasas para diluir
el ADN gendmico. Posteriormente, las muestras se agitaron en un vortex y se centrifugaron. La PCR se configuro
usando el molde, cebadores y componentes del Kit de Deteccidn de Edicién del Genoma Alt-R y el Kit de PCR
KAPA HiFi HotStart de la siguiente manera. Muestra: 4 uL (~ 40 ng) de ADN gendémico, 300 nM de cebador sentido,
300 nM de cebador antisentido, 5 uL (1X) de amortiguador de KAPA HiFi Fidelity (5X), 1,2 mM (0,3 mM cada uno)
de dNTPs, 0,5 U de ADN polimerasa de arranque en caliente de KAPA HiFi (1 U/uL), para un volumen total de 25
ML. Control AAIt-R™: 1 uL de mezcla de cebador/molde Alt-RTM Control A, 5 pL (1X) de amortiguador de KAPA
HiFi Fidelity (5X), 1,2 mM (0,3 mM cada uno) de dNTPs, 0,5 U de ADN polimerasa de arranque en caliente de
KAPA HiFi (1 U/uL), para un volumen total de 25 uL. Control B Alt-R™: 1 uL de mezcla de cebador/molde Alt-RTM
Control B, 5 pL (1X) de amortiguador de KAPA HiFi Fidelity (5X), 1,2 mM (0,3 mM cada uno) de dNTPs, 0,5 U de
ADN polimerasa de arranque en caliente de KAPAHIiFi (1 U/uL), para un volumen total de 25 L. La PCR se ejecutd
usando las siguientes condiciones: desnhaturalizacién a 95 °C por 5 min; 30 ciclos de: desnaturalizacién a 98 °C
por 20 s, recocido entre 64-67 °C (dependiendo de la polimerasa) por 15 s, extension a 72 °C por 30 s;
posteriormente extensiéon a 72 °C por 2 minutos. Los heteroduplex para la digestion T7El se formaron de la
siguiente manera. Se combinaron 2 uL de amortiguador de reaccién T7EIR (10X) y 6 uL de agua libre de nucleasas
con 10 pL de objetivo experimental o control Alt-RTM HPRT de la PCR, 10 pL de componente de PCR de control
A (control homoduplex), o 5 uL de control Ay 5 uL de control B (control heteroduplex). Los productos de la PCR se
colocaron posteriormente en un termociclador con desnaturalizacion a 95 °C por 10 min, rampa de 95-85 °C a una
velocidad de rampa de -2 °C/s, y posteriormente rampa de 85-25 °C a una velocidad de rampa de -0,3 °C/s. 18 uL
de heteroduplex de PCR del paso anterior se combinaron con 2 L de endonucleasa | T7 (1 U/uL), posteriormente
la reaccién T7El se incubd a 37 °C por 60 min. El resultado de la deteccion de apareamientos erréneos T7El se
visualizdé en un sistema Fragment Analyzer™ con Mutation Discovery Kit de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Integrated DNA Technologies). Después de la amplificacién y el escindido, los amplicones se
clasificaron por tamafio en el sistema de electroforesis capilar Fragment Analyzer™(Advanced Analytical, Inc,
Ames, IA).

El analisis de secuenciacion NGS de las muestras mutadas empled cebadores especificos de focus colocados
aproximadamente a 75 pb flanqueando el sitio de escisién de Cas9. Los cebadores contenian colas universales
de 5' que permitian una amplificacién secundaria que afiadia adaptadores lllumina™ TruSeq™ i5 e i7 con cddigos
de barras especificos de la muestra a los amplicones. Los cebadores especificos de locus se disefiaron como
cebadores eliminables por ARNasa H2 con la modificacién de bloqueo 4DMX en el extremo 3' (donde la
nomenclatura 4DMX indica 4 bases de ADN, una base de ADN apareamiento erréneo y un espaciador de
propanodiol C3 en el 3' de la base de ARN). Usando una mezcla maestra que contenia una polimerasa Taq de
arranque en caliente y una ARNasaH2 de arranque en caliente, se amplificaron los ADN gendmicos usando las
siguientes condiciones de ciclado: 95 °C500 + (95 °CO15 + g0 °C'00) x 8 ciclos + 99 °C'500 [ as muestras se
purificaron usando perlas SPRI (perlas 1,5x Agencourt™ Ampure® XP, Beckman Coulter) de acuerdo con el
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protocolo del fabricante. La segunda PCR incorpord los adaptadores lllumina y se ejecutd en las siguientes
condiciones: 95 °C500 + (95 °C015 + §Q °CO:30 + 72 oC0:30) x 18 ciclos + 99 °C15:00,

Los amplicones resultantes se sometieron a limpieza 1x SPRI™ y se cuantificaron mediante el kit de cuantificacion
gPCR de bibliotecas KAPA™ (KAPA Biosystems, Wilmington, MA) siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante. Ademas, los amplicones se clasificaron por tamafio en el sistema de electroforesis capilar Fragment
Analyzer™(Advanced Analytical, Inc., Ames, |A).

La secuenciacion del ADN se llevé a cabo en un lllumina™ MiSeg® usando un cartucho MiSeg® Nano (v2, 300
ciclos). Los datos se desmultiplexaron mediante un proceso bioinformatico interno. El analisis de eventos de edicion
especificos en relacion con un amplicon de referencia se realizé con CRISPResso™ usando los métodos descritos.

Los cebadores del ensayo de PCR cuantitativa para el analisis de acuerdo con los métodos de la divulgacion se
disefiaron de modo que el nucleétido de ARN estuviera situado dos bases después del sitio de escindir primario
de Cas9, lo que permitia una discriminacién maxima tanto de la enzima ARNasa H2 como de la ADN polimerasa
(Figura 12). Los cebadores se disefiaron para incluir un dominio 5' universal patentado (UniFor-UniPro-), que tiene
identidad de secuencia tanto con un cebador sentido universal, como con una sonda 5' universal degradable por
nucleasas (Tabla 19, SEQ ID NO. 1-72 y Tabla 20, SEQ ID NO. 76-147). Se usé un ensayo de ARNasa P basado
en Tagman (SEQ ID NO. 73-75) como control universal para la normalizacién de la concentracién de molde en
todos los casos. Todos los cebadores se sintetizaron en Integrated DNA Technologies (IDT, Coralville, |1A). La
amplificacion se realizd con 2,5 pL del mismo ADN gendmico QuickExtract™ usado en los analisis T7 y NGS.
También se analizé un control de tipo silvestre (WT) cultivado y extraido por el mismo método con fines de
normalizacion. Los volumenes de reaccién fueron de 10 uL en todos los casos e incluyeron el cebador sentido
universal, la sonda universal, el cebador interrogador y el cebador antisentido no interrogador. También se incluyé
1x de una mezcla maestra rhPCR-genotipado, que contenia ARNasa H2 de arranque en caliente, una ADN
polimerasa termdfila, amortiguador y dNTPs. El cebador sentido universal estaba presente en todas las reacciones
21000 nM (10 pmol), y lasonda de ensayo universal estaba presente a 300 nM (3 pmol). Los cebadores especificos
del ensayo estaban presentes a 200 nM (2 pmol) para el cebador sentido (interrogador de mutaciones), mientras
que el cebador antisentido especifico del locus no interrogador estaba presente a 500 nM (5 pmol). Las reacciones
de control de ARNasa P se realizaron con 500 nM de cebadores de ARNasa P directos e inversos y 250 nM de
sonda (Seq ID No. 73-75). Las reacciones se ejecutaron en una maquina CFX384™ Real-Time qPCR (Bio-Rad®,
Hercules, CA). Se usaron las siguientes condiciones de ciclado: 95 °C10:00 + (95 0C015 + 59 0C0:20 4+ 72 0C0:30) x 55
ciclos.

Tabla 19: Cebadores sentido discriminatorios usados en el Ejemplo 10.

Nombre Secuencia SEQ ID
NO.
GCK-356-1 UniFor-UniPro-CCCTGGGTCCCTGGGaGAATC-x 46
GCK-356-2 UniFor-UniPro-CGAGGAGAACCACATTCTCCcAGGGT-x 47
ERBB3-33-1 UniFor-UniPro-GGGCGGCCGTGACUCACC-x 48
ERBB3-33-2 UniFor-UniPro-GAGGGAAGGGGGTGAGTCcACGGCG-X 49
TTR-1257-1 UniFor-UniPro-CCTGGGAGCCATTTGCCTCUGGGTT-x 50
TTR-1257-2 UniFor-UniPro-CTTTGGCAACTTACCCAGAGGCAAATC-X 51
HAMP-253-1 UniFor-UniPro-GCACTGAGCTCCCAGAUCTGGC-x 52
HAMP-253-2 UniFor-UniPro-GCAAGCGGCCCAGATCuGGGAC-x 53
BIRC5-606-1 UniFor-UniPro-GACGACCCCATGTAAGTCTTCUCTGGG-x 54
BIRC5-606-2 UniFor-UniPro-CGAGGCTGGCCAGAGAaGACTTT-x 55
SAA 146-1 UniFor-UniPro-CTTTCCCAACAAGATTATCATTTCCTTTAAaAAAAT-x 56
SAA 146-2 UniFor-UniPro-CGCCCCAGGATAACTATTTTTTTTaAAGGT-x 57
IDO1-97-1 UniFor-UniPro-AGACACTGAGGGGCACCaGAGGT-x 58
IDO1-97-2 UniFor-UniPro-CTTGTAGTCTGCTCCTCTGGUGCCCG-x 59
IDO1-176-1 UniFor-UniPro-AGTAAAGAGTACCATATTGATGAAGAAGTGGGA-x 60
IDO1-176-2 UniFor-UniPro-GCAGAGCAAAGCCCACTTcTTCAA-X 61
CYP27A-31016-1 UniFor-UniPro-CCTTTGGTGAGGACTCCCAgATGGC-x 62
CYP27A-31016-2 UniFor-UniPro-CCTGGGCCCCATCTGgGAGTG-x 63
SAA 226-1 UniFor-UniPro-TCTCCTCTGATCTAGAGAGGTAAGCAGGGA-X 64
SAA 226-2 UniFor-UniPro-ACCAGGCCCGACCCTGCTUACCTG-x 65
KIF11-369-1 UniFor-UniPro-GAGAAGGGGAAGAACATCCAgGTGGA-X 66
KIF1 1-369-2 UniFor-UniPro-GCATCTCACCACCACCTGgATGTA-x 67
C3-1394-1 UniFor-UniPro-CTGGACAGCACTAGTTTTTTGCcTGGGT-X 68
C3-1394-2 UniFor-UniPro-CCACGACTTCCCAGGCaAAAAT-x 69
HOGA-505-1 UniFor-UniPro-CACTGCAGAGGTGGACTaTGGGT-x 70
HOGA-505-2 UniFor-UniPro-GATTCTCCTCCAGTTTCCCATAGUCCACG-x 71
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Nombre Secuencia SEQ ID
NO.
EGFR-123344-1 UniFor-UniPro-CCAGAGGATGTTCAATAACTGTGAGGTGGA-X 72
EGFR-123344-2 UniFor-UniPro-CAAATTCCCAAGGACCACCUCACAC-x 73
ALDH2-15144-1 UniFor-UniPro-TGAAGGGGACAAGGTGAGAaCTGGA-X 74
ALDH2-15144-2 UniFor-UniPro-CCCAAGGTAAGTCACCAGTTCUCACCA-x 75
AGXT-140-1 UniFor-UniPro-CCATGGCCTCTCACAAGCTgCTGGA-X 76
AGXT-140-2 UniFor-UniPro-GGGGGTCACCAGCAGCTTGTC-x 77
APOC-2929-1 UniFor-UniPro-CCGTTAAGGACAAGTTCTCTGAGTUCTGGC-x 78
APOC-2929-2 UniFor-UniPro-TCAGGGTCCAAATCCCAGAACUCAGAC-x 79
Met 27554-1 UniFor-UniPro-AATTTTATTTACTTCTTGACGGTCCAAAGGgAAACA-X 80
Met 27554-2 UniFor-UniPro-GTCTGAGCATCTAGAGTTTCCCUTTGGT-X 81
SAA 88-1 UniFor-UniPro-AGGTGAGGAGCACACCAAGGAGTGATAX 82
SAA 88-2 UniFor-UniPro-GAAAACAGAGTAAGTTTTAAAAATCACTCcTTGGA-x 83
HIF1A-293-1 UniFor-UniPro-TCGCACCCCCACCTcTGGAG-x 84
HIF1A-293-2 UniFor-UniPro-GAAGGAAAGGCAAGTCCAGAGETGGGC-x 85
Met 27475-1 UniFor-UniPro-AATTTTATTTACTTCTTGACGGTCCAAAGGgAAACAX 86
Met 27475-2 UniFor-UniPro-GTCTGAGCATCTAGAGTTTCCCUTTGGT-X 87
HAMP-295-1 UniFor-UniPro-CTCGCCAGCCTGACCaGTGGG-x 88
HAMP-295-2 UniFor-UniPro-GGGAAAACAGAGCCACTGGUCAGGG-X 89
GRHPR-2234-1 UniFor-UniPro-GCCTCCTCTCCGACCACGTGGT-x 90
GRHPR-2234-2 UniFor-UniPro-GGATCCTCTTGTCCACGTGgTCGGACX 91
HAMP-88-1 UniFor-UniPro-GGCGCCACCACCTTcTTGGT-X 92
HAMP-88-2 UniFor-UniPro-GCTCTGTCTCATTTCCAAGAAGGTGGA-X 93
Met 27254-1 UniFor-UniPro-GAGCCAAAGTCCTTTCATCTGTaAAGGT-x 94
Met 27254-2 UniFor-UniPro-GAAGTTGATGAACCGGTCCTTTACaGATGT-x 95
GRHPR-2264-1 UniFor-UniPro-ACAAGAGGATCCTGGATGCTgCAGGA-X 96
GRHPR-2264-2 UniFor-UniPro-CGCTCTAGCTCCTTGGCaGGGAA-X 97
Serpina 279-1 UniFor-UniPro-ACTCAGTTCCACAGGTGGGAGgGAGGC-x 98
Serpina 279-2 UniFor-UniPro-CACTCTAAGCCCTGCTGTCCCaCCTGA-x 99
Myc 459-1 UniFor-UniPro-CGGGAGGCTATTCTGCCCATTUGGGAT-X 100
Myc 459-2 UniFor-UniPro-CGGGGAAGTGTCCCCAAAUGGGCT-x 101
Serpina 130-1 UniFor-UniPro-GCTGCTGCTGCCAGGAAUTCCAC-X 102
Serpina 130-2 UniFor-UniPro-CCCCTCCAACCTGGAATTcCTGGG-x 103
Myc 490-1 UniFor-UniPro-CTGCCAGGACCCGCTTCUCTGAT-x 104
Myc 490-2 UniFor-UniPro-CAAGGAGAGCCTTTCAGAGAaGCGGC-x 105
GRHPR-2179-1 UniFor-UniPro-GATGAGCCCATCCCTGCcAAGGT-x 106
GRHPR-2179-2 UniFor-UniPro-CGCTCTAGCTCCTTGGCaGGGAA-X 107
GYG-2851-1 UniFor-UniPro-TCGCCACCCCTCAGGUCTCAC-x 108
GYG-2851-2 UniFor-UniPro-ACCTCATGGAGTCTGAGACCUGAGGC-x 109
GYG-2793-1 UniFor-UniPro-GCCCTGGTCCTGGGAUCATCA-x 110
GYG-2793-2 UniFor-UniPro-CTGTGCTGTTTCAGAGATGATCcCAGGT-x 111
Serpina 79-1 UniFor-UniPro-CAAGAGTCCTGAGCTGAACCAAGAAGGT-x 112
Serpina 79-2 UniFor-UniPro-CGACCCCCTCCTCCTTCTTgGTTCT-x 113
Myc 538-1 UniFor-UniPro-CTGCTTAGACGCTGGATTTTTTUCGGGA-x 114
Myc 538-2 UniFor-UniPro-CTGGTTTTCCACTACCCGAAArAAAAA-X 115
GYG-2744-1 UniFor-UniPro-CTTTGTATTAAGATCAGGCCTTTGTgACACA-X 116
GYG-2744-2 UniFor-UniPro-CATCGTTTGTGGTTAGTGTCACaAAGGG-x 117
ARNasa P sentido | GCGGAGGGAAGCTCATCAG 118
ARNasa P | CCCTAGTCTCAGACCTTCCCAA 119
antisentido
Sonda ARNasa P FAM-CCACGAGCTGAGTGCGTCCTGTCA-IBFQ 120

ADN en mayusculas, ARN en minusculas. FAM = tinte fluorescente de 6-fluoresceina (IDT, Coralville, IA). IBFQ
= Inhibidor de fluorescencia lowa Negro™ (IDT, Coralville, I1A). UniFor-UniPro = cebador sentido universal y sitio
de unién de la sonda universal. X = grupo espaciador blogueante propanodiol (C3).

Tabla 20: Cebadores antisentido no discriminatorios usados en el Ejemplo 10.

Nombre Secuencia SEQ ID NO.
GCK-356-1 GAGGAAACTGTGACTGAACCTC 121
GCK-356-2 CCAAGGCTTCTCCGCC 122
ERBB3-33-1 GAGTCCGGGGAGGGATG 123
ERBB3-33-2 CAATCCCTACTCCAGCCTC 124
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.
TTR-1257-1 ATGTGAGCCTCTCTCTACCAA 125
TTR-1257-2 GTCCTCTGATGGTCAAAGTTCTA 126
HAMP-253-1 CACTGGTCAGGCTGGC 127
HAMP-253-2 CAAGCTCAAGACCCAGCA 128
BIRC5-606-1 CAACTCAAATCTTTTGACAACTCAG 129
BIRC5-606-2 GGAGCTGGAAGGCTGG 130
SAA 146-1 TTCAGAATGGTATGGCTGTATGC 131
SAA 146-2 CACAGATCAGGTGAGGAGCA 132
IDO1-97-1 GTTTTCCATAGCGTGTGCC 133
IDO1-97-2 GTGGTCACTGGCTGTGG 134
IDO1-176-1 TTCCCACATTTTACTGCCTTCTC 135
IDO1-176-2 CGCTATGGAAAACTCCTGGA 136
CYP27A-31016-1 CAGGTCTGTGCATCAGCG 137
CYP27A-31016-2 CTTTCTGGAAGCGATACCTG 138
SAA 226-1 CGCACAGAACTCAACATGGG 139
SAA 226-2 AATAGTTATCCTGGGGCATACAGC 140
KIF11-369-1 GCTCGGAATCCTGTCAGC 141
KIF11-369-2 CAGCCAAATTCGTCTGCG 142
C3-1394-1 GGGATGTTCCAGTCACTGTTAC 143
C3-1394-2 GGTTGGTGGCAGGGG 144
HOGA-505-1 AGGGGAAGGTGCCCAG 145
HOGA-505-2 AAGGTGGACATTGCGGG 146
EGFR-123344-1 TCATAATTCCTCTGCACATAGGT 147
EGFR-123344-2 GCCAAGGCACGAGTAACA 148
ALDH2-15144-1 CGTATAAAATAGAAGACGAATCCATCCC 149
ALDH2-15144-2 ATGGCACGATGCCGT 150
AGXT-140-1 GGCTTGAGCAGGGCC 151
AGXT-140-2 TGGCCAAGGCCAGTG 152
APOC-2929-1 TCAGGCAGCCACGGC 153
APOC-2929-2 GTGACCGATGGCTTCAGT 154
Met 27554-1 CATACGCAGCCTGAAGTATATTAAACA 155
Met 27554-2 TAGATGCTCAGACTTTTCACACAAGA 156
SAA 88-1 TTCAGAATGGTATGGCTGTATGC 157
SAA 88-2 AGCAGGGAAGGCTCAGTATAAATAG 158
HIF1A-293-1 TAAGCGCTGGCTCCCT 159
HIF1A-293-2 CTCTAGTCTCACGAGGGGTT 160
Met 27475-1 CTCTTTTCTGTGAGAATACACTCCAG 161
Met 27475-2 TACCCCATTAAGTATGTCCATGCC 162
HAMP-295-1 TCTCCCATCCCTGCTGC 163
HAMP-295-2 CCGCTTGCCTCCTGC 164
GRHPR-2234-1 CACCCAGTGTGCACCT 165
GRHPR-2234-2 GCCAAGGAGCTAGAGCGA 166
HAMP-88-1 GAGGCGGTGGTCTGAG 167
HAMP-88-2 TGTTCCCTGTCGCTCTG 168
Met 27254-1 CTTTAGCCTTCTCACTGATATCGAATG 169
Met 27254-2 GCATATTCTCCCCACAGATAGAAGA 170
GRHPR-2264-1 CCTGCCCACCCAGTG 171
GRHPR-2264-2 CTGTGAGGTGGAGCAGTG 172
Serpina 279-1 TAGCTCCTGGGCATTTCTTCC 173
Serpina 279-2 AGCTTGAGGAGAGCAGGAAAG 174
Myc 459-1 CCTGGTTTTCCACTACCCGA 175
Myc 459-2 CACTGGAACTTACAACACCCG 176
Serpina 130-1 TTCCTGCTCTCCTCAAGCTCT 177
Serpina 130-2 GAGCTGAACCAAGAAGGAGGA 178
Myc 490-1 AGGCATTCGACTCATCTCAGC 179
Myc 490-2 TGCACTGGAACTTACAACACC 180
GRHPR-2179-1 TCGGAGAGGAGGCAGAG 181
GRHPR-2179-2 TTCTCCTGAGGGCCTCC 182
GYG-2851-1 ACAGGGAGAAGGATGTCAGAG 183
GYG-2851-2 GTCCTGGGATCATCTCTGAAAC 184
GYG-2793-1 ACAGGGAGAAGGATGTCAGAG 185
GYG-2793-2 CACTAACCACAAACGATGCCT 186
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Nombre Secuencia SEQ ID NO.
Serpina 79-1 GAATTCCTGGCAGCAGCA 187
Serpina 79-2 CTACTGCCTCCACCCGAA 188

Myc 538-1 TAGGCATTCGACTCATCTCAGC 189

Myc 538-2 TGCACTGGAACTTACAACACC 190
GYG-2744-1 GGACCAGGGCACCTTTG 191
GYG-2744-2 GGCTTTCTCCAGATAAGATACTG 192

El ADN se escribe con mayUsculas.

Aunque la ARNasa H2 no escindié los cebadores antisentido en estos ensayos, los resultados sugieren que los
cebadores antisentido bloqueables también se podrian usar en estos ensayos.

El analisis de los datos de amplificacion se realizé usando un método AACq. Brevemente, se calculé el ACq entre
cada uno de los Cq objetivo y el Cq de referencia correspondiente (ARNasa P). Posteriormente se realizé una
conversion con el ACq calculado, donde ACq experimental se calcul6 igual a 2*-ACq. Posteriormente, se calculo
la AACq normalizandola con respecto a la ACq calculada a partir del control WT (no mutado).

Los resultados experimentales se muestran en las Figuras 13Ay 13B. La Figura 13A muestra la clara diferencia
entre los datos de NGS y los de escindir la endonucleasa T7. De los 72 ensayos probados, 64 de los resultados
de la T7El fueron =25 % discordantes en su cuantificacién de la cantidad de molde mutante presente en
comparacién con el patrdén oro de la NGS. El error en la cuantificacion de T7El es esperado, ya que los ensayos
EMCA usualmente subestiman las tasas de edicidn del genoma, como se discutié anteriormente.

La Figura 13B muestra la comparacién entre los datos NGS y el método de la presente invencién. En total, se
probaron 74 ensayos en el nuevo formato de ensayo. De ellos, 13 fallaron en la amplificacién (17 %), de los cuales
10/13 (76 %) de los ensayos fallidos mostraron atributos de secuencia que perjudican la funcionalidad del cebador
y que se podrian eliminar facilmente de futuras pruebas por un algoritmo de disefio (cuadraplexados G, horquillas,
etc.). De los 61/74 ensayos que amplificaron, solamente 2/61 (3,3 %) mostraron mas de 25 % de divergencia
respecto a los resultados obtenidos con el experimento NGS. Estos datos, combinados con los de la Figura 13A,
demuestran la utilidad de los ensayos de la divulgacion para proporcionar un método rapido y barato basado en
PCR para detectar eventos de mutacién del genoma CRISPR y cémo la precision de este método es muy superior
a la de los ensayos EMCA.

EJEMPLO 11 - como referencia

Este ejemplo demuestra el efecto de ciertas mutaciones sobre la actividad de la Enzima ARNasa H2 de Pa. En
particular, la mutacion G12A tiene un efecto limitante en la discriminacion del apareamiento erroneo cuando éste
se encuentra frente al ARN, mientras que la mutaciéon P13T no tiene ningun efecto.

Hacia la identificacion de enzimas mutantes ARNasa H2 con las propiedades deseadas, una coleccion de Pa. Se
desarrollaron mutantes de la ARNasa H2. Entre ellas, se probaron las mutaciones G12Ay P13T y se descubrio
que conferian una mayor especificidad. Es posible que mutaciones similares en las enzimas ARNasa H2 de otras
especies que admiten la rhPCR muestren también propiedades mejoradas similares en relacién con sus formas
WT.

Pa. mutante con etiqueta 6x-His y WT. Las proteinas ARNasa H2 se generaron por técnicas estandar de
mutagénesis dirigida al sitio (SDM, por sus siglas en inglés, ver, por ejemplo, Weiner M. et al., Gene, 151:119-123
(1994)). Los cebadores usados para el SDM de la enzima ARNasa H2 de Pa. se muestran en la Tabla 21. Se
verificd la secuencia de las proteinas mutagenizadas y se expresaron en E. coli usando métodos estandar. La
purificacién se realizé mediante purificacién por afinidad sobre una columna cargada de Ni2+, como se describe
en Dobosy et al. (2011) y en la patente de EE.UU. No. 8,911,948 B2). Las secuencias finales de aminoacidos de
las proteinas mutagenizadas se muestran en la Tabla 22. Después de la expresidon y purificacion, se determinaron
la actividad especifica y las definiciones unitarias mediante técnicas descritas previamente (patente US 8,911,948
B2).

Tabla 21: Cebadores SDM para la mutagénesis de las enzimas ARNasa H2 usadas en el Ejemplo 11.

Nombre del | SEQ ID | Cambios de AA | Secuencia

cebador NO: especificos

Oligo sentido G12A | 193 G12A TGCAGGTGCAGATGAAGCTGGTCGTGCCC
CAGTTATTGGTCCGCTGGTTATTG

Oligo antisentido | 194 G12A CAATAACCAGCGGACCAATAACUTGGGGCA

G12A CGACCAGCTICATCTGCACCTGCA

Oligo sentido P13T | 195 P13T AGGTGCAGATGAAGCTGGTCGTGGTACGG
TTATTGGTCCGCTGGTTATTGTTG
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Nombre del | SEQ ID | Cambios de AA | Secuencia

cebador NO: especificos

Oligo  antisentido | 196 P13T CAACAATAACCAGCGGACCAATAACCGTA
P13T CCACGACCAGCTTCATCTGCACCT

Todas las bases son ADN. Los caracteres mostrados en negrita son los nucledtidos mutagénicos.

Tabla 22: Secuencias de aminoacidos para las proteinas ARNasa H2 del Ejemplo 11.

No. ID | SEQID NO: Cambios de AA | Secuencia
Mut especificos
N/A 197 ARNasa H2 WT MKYAGADEAGRGPVIGPLVIVAAVVEEDKIR
SLTRLGVYKDSKQLTPAQREKLFDEIVKVLDD
YSVVIVSPODIDGREKGSMNELEVENFVKALN
SLEKVRPEVIVIDSADVEKAERFAENIRSRLAYE
AKVVAEHKADAKYEIVSAASILAKVIRDREIE
KLKAEYGDFGSGYPSDPRTKKWLEREWYSKH
GNFPPIVRRTWDTAKKIEEKFKRAQLTLDNFL
KRFRN

1 198 G12A MEVAGADEAGRAPVIGPLVIVAAVVEEDKIR
SLTKLGVKDSKQLTPAQREKLFDEIVKVLDD
YSVVIVSPODIDGRKGSMNELEVENFVKALN
SLKVKPEVIYIDSADVKAERFAENIRSRLAYE
AKVVAEHKADAKYEIVSAASILAKVIRDREIE
KLEKAEYGDFGSGYPSDPRTKKWILERWYSKH
GNFPPIVRRTWDTAKKIEEKFKRAQLTLDNFL
KRERN

2 199 P13T MKVAGADEAGRGYTVIGPLVIVAAVVEEDKIR
SLTKLGVRKDSKQLTPAQREKLFDEIVEVLDD
YSVVIVSPODIDGRKGSMNELEVENFVKALN
SLEKVKPEVIYIDSADVKAERFAENIRSRLAYE
AKYVAEHKADAKYEIVSAASILAKVIRDREIE
KLKAEYGDFGSGYPSDPRTKKWLEEWYSKH
GNFPPIVRRTWDTAKKIEEKFKRAQLTLDNFL
KRFRN

La ubicacion de las mutaciones se muestra en negrita y subrayada.

Para determinar si estas enzimas mutantes ARNasa H2 aumentan la discriminacion de apareamientos erréneos
cuando el apareamiento erréneo es opuesto al ARN, se usaron ensayos de rhPCR cuantitativa de primera
generacion frente al SNP de rs4939827 presente en SMAD7. Este SNP se ha usado en el pasado (Dobosy et a/,
2011, y patente de EE.UU. 8,911,948 B2) para caracterizar la eficiencia y especificidad de la rhPCR, y se conoce
bien su respuesta en diferentes condiciones. Los cebadores usados en estos ensayos se muestran en la Tabla 23,
SEQ ID NO: 200-203. Los ensayos se realizaron en volumenes de reaccién de 10 yL. El termociclado y la
recoleccion de datos se realizaron con un sistema de tiempo real CFX384® (Bio-Rad®, Hercules, CA).
Brevemente, se us6 1x de la iQ™ SYBR® Green Supermix® en combinacion con 200 nM (2 pmol) del cebador
sentido bloqueado (SEQ ID NO: 202 0 203) y 200 nM (2 pmol) del cebador antisentido desbloqueado (SEQ ID NO:
201), 0 200 nM (2 pmol) de cebador sentido de control no blogueado (SEQ ID NO: 200) y 200 nM (2 pmol) de
cebador antisentido no bloqueado (SEQ ID NO: 201). 5 mU de WT (SEQ ID NO: 197) o cada enzima mutante
ARNasa H2 (SEQ ID NO: 198 0 199) a cada reaccidon. En cada reaccion se incluyeron 10 ng de ADN gendmico de
linea celular (lineas celulares NA1852 y NA18537, Coriell Institute for Medical Research, Camden, NJ), que
representaban los dos genotipos homocigotos en el SNP de rs4939827. Las reacciones se ciclaron en las
siguientes condiciones 95 °C% _, (95 °9C010 _, 60 °C%30) x 85. Los datos de fluorescencia se recolectaron después
de cada punto de tiempo de extensién. Una vez finalizada la reaccién, se analizaron los datos y se calculé el
promedio de los valores de Cq de cada punto. Los resultados se presentan en la Tabla 24.

Tabla 23: Secuencias y SEQ ID de los cebadores usados en el experimento descrito en el Ejemplo 11.

SEQ ID NO: Nombre Secuencia

200 rs4939827 desbloqueado CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAA

201 rs4939827 antisentido | CTCACTCTAAACCCCAGCATT
desbloqueado
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SEQ ID NO: Nombre Secuencia
202 rs4939827 rC 4dmx CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAACAGGA-X
203 rs4939827 rU 4dmx CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAAUAGGA-X

ADN en mayusculas, ARN en minusculas. x = grupo bloqueador espaciador C3 (propanodiol).

Tabla 24: Cqy ACq para el experimento descrito en el Ejemplo 11.

Enzima ARNasa | Nombre del | SEQ ID NO del cebador | Molde CC Molde TT A
H2 cebador sentido Cq
WT Desbloqueado | 200 23.2 23.1
rC 4dmx 202 24.6 346 10.0
rU 4dmx 203 36.3 23.5 12.8
P13T (Mut ID 1) Desblogueado | 200 23.8 23.0
rC 4dmx 202 252 35.2 10.0
rU 4dmx 203 39.0 26.0 13.0
G12A (Mut ID 2) Desbloqueado | 200 21.6 21.7
rC 4dmx 202 64.8 81.6 16.9
rU 4dmx 203 54.6 41.5 13.1

Estos datos muestran que estas mutaciones no aumentan significativamente la discriminacién de apareamientos
errdneos cuando el SNP esta situado inmediatamente enfrente del residuo de ARN en el cebador de la rhPCR. Se
observa la posible excepcion de la mutacion G12A, pero en este experimento se uso6 una cantidad insuficiente de
ARNasa H2, lo que resulté en un escindido ineficaz de los cebadores y una amplificacién muy retrasada en
comparacién con el molde coincidente.

EJEMPLO 12

Este ejemplo demuestra el efecto de ciertas mutaciones sobre la actividad de la Enzima ARNasa H2 de Pa. En
particular, las mutaciones G12A y P13T aumentan la discriminacién del apareamiento erréneo cuando éste se
coloca en el 5' del nucleétido de ARN.

Para determinar si la discriminacion del apareamiento erréneo puede aumentar con las enzimas mutantes ARNasa
H2 G12A y P13T cuando el apareamiento erroneo esté situado en el 5' del nucleétido del ARN, se disefiaron
ensayos dirigidos al rs113488022, el SNP V600E del gen BRAF humano, con el apareamiento erréneo ubicado en
el 5' del ARN. Los cebadores usados en estos ensayos se muestran en la Tabla 25, SEQ ID NO: 204-207. Los
ensayos se realizaron en volumenes de reaccién de 10 L. El termociclado y la recoleccidén de datos se llevaron a
cabo con un sistema de tiempo real CFX384® (Bio-Rad®, Hercules, CA). Brevemente, se usé 1x de laiQ™ SYBR®
Green Supermix® en combinacién con 200 nM (2 pmol) del cebador sentido bloqueado (SEQ ID NO: 206 o 207) y
200 nM (2 pmol) del cebador antisentido desbloqueado (SEQ ID NO: 205), 0 200 nM (2 pmol) de cebador sentido
de control no bloqueado (SEQ ID NO: 204) y 200 nM (2 pmol) de cebador antisentido no bloqueado (SEQ ID NO:
205). 10 mU o 25 mU de WT (SEQ ID NO: 197) o cada enzima mutante ARNasa H2 (SEQ ID NO: 198 0 199) a
cada reaccion. Las 2.000 copias del molde gBlock® sintético de hebra doble (IDT, Coralville, I1A), que representan
los dos genotipos homocigotos en el SNP de rs113488022 (SEQ ID NO: 208 o 209), también se afiadieron a cada
reaccion. Las muestras se sometieron a ciclos en las siguientes condiciones 95 °C30 —, (95 °C010 _, 60 °C%30) x
85. Se recolecté la intensidad de fluorescencia después de cada paso de extension a 60 °C. Los valores de Cq se
obtuvieron promediando 3 réplicas. Los resultados se muestran en la Tabla 26.

Tabla 25: Secuencias y SEQ ID NO para los cebadores y moldes usados en el experimento descrito en el Ejemplo
12.

SEQ ID NO: Nombre Secuencia

204 rs113488022 desblogueado GTGATTTTGGTCTAGCTACAGT

205 rs113488022 antisentido | CCTCAATTCTTACCATCCACAAA
desbloqueado

206 rs113488022 TrG 4dmx GTGATTTTGGTCTAGCTACAGTgAAATG-x

207 rs113488022 ArG 4dmx GTGATTTTGGTCTAGCTACAGAgAAATGX

34



5

10

15

20

ES 2989 461 T3

SEQ ID NO: Nombre Secuencia
208 molde gBlock® T TAAGAGGAAAGATGAAGTACTATGTTTTAAA
GAATATTATATTACAGAATTATAGAAATTAG

ATCTCTTACCTAAACTCTTCATAATGCTTGCT
CTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTITTICCTT
TACTTACTACACCTCAGATATATTTICTTCATG
AAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTITGG
TCTAGCTACAGYGAAATCTCGATGGAGTGGG
TCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCAT
TTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTTTC
CACTGATTAAATTTTITGGCCCTGAGATGCTGC
TGAGTTACTAGAAAGTCATTGAAGGTCTCAA
CTATAGTATITTCATAGTTCCCAGTATTCACA
AAAATCAGTGTTCTTATTTTTT

209 molde gBlock® A TAAGAGGAAAGATGAAGTACTATGTTTTAAA
GAATATTATATTACAGAATTATAGAAATTAG
ATCTCTTACCTAAACTCTTCATAATGCTIGCT
CTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTITTCCTT
TACTTACTACACCTCAGATATATTICTTICATG
AAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTITIGG
TCTAGCTACAGAGAAATCTCGATGGAGTGGG
TCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCAT
TITGTGGATGGTAAGAATTGAGGCTATITTTC
CACTGATTAAATTTTTGGCCCTGAGATGCTGC
TGAGQTTACTAGAAAGTCATTGAAGGTCTCAA
CTATAGTATTTITCATAGTTCCCAGTATTCACA
AAAATCAGTGTITCTTATTITYT

ADN en mayusculas, ARN en minusculas. X = grupo bloqueador del espaciador C3 (propanodiol). La ubicacion del
apareamiento erroneo se muestra en negrita y subrayada en los gBlocks®.

Tabla 26: Cqy ACq para los experimentos del Ejemplo 12.

ARNasa Cebador sentido 10 mU de ARNasa H2 25 mU de ARNasa H2
H2 Molde T Molde A A Molde T Molde A A
Cq Cq
WT Desbloqueado 26.2 25.6 26.0 26.0
TrG 26.8 29.1 2.3 26.9 29.0 2.1
ArG 37.2 26.8 104 | 36.1 26.8 9.3
P13T Desbloqueado 26.2 25.8 25.8 25.8
TrG 27.2 31.4 4.2 26.5 30.0 3.4
ArG 39.0 27.0 12.0 | 38.8 26.9 11.9
G12A Desbloqueado 26.1 26.0 26.0 26.0
TrG 28.6 36.5 7.9 27 .1 33.2 6.2
ArG 42 1 30.7 11.4 | 38.8 27.7 11.1

Estos datos muestran que la mutante ARNasa H2 P13T mejord la cuantificacion ACq de la discriminacién del
apareamiento erroneo con el cebador TrG de 2,3 ciclos con WT a 4,3 ciclos (con 10 mU de ARNasa H2). La ARNasa
H2 P13T también mejoré la discriminacion del apareamiento erréneo con el cebador ArG, aumentando el ACq de
10,4 a 12,0 ciclos. Aunque modestos, estos cambios pueden ser significativos en ensayos sensibles. Los datos
también muestran que la mutante ARNasa H2 G12A mejord la cuantificacién ACq de la discriminacién del
apareamiento erroneo con el cebador TrG de 2,3 ciclos con WT (con 10 mU ARNasa H2) a 6,2 ciclos (con 25 mU
ARNasa H2). La ARNasa H2 G12A también mejord la discriminacion del apareamiento erréneo con el cebador
ArG, aumentando el ACq de 10,4 a 11,4 ciclos. El cambio con el cebador ArG es menos importante aqui, pues ya
era efectivo. Ambas mutaciones mejoran por lo tanto la discriminacién del apareamiento erréneo cuando éste se
ubica en el 5' del nucledtido de ARN.

EJEMPLO 13 - como referencia
Este ejemplo demuestra el efecto de ciertas mutaciones sobre la actividad de la Enzima ARNasa H2 de Pa. En

particular, las mutaciones G12A y P13T aumentan la discriminacién del apareamiento erréneo cuando éste se
coloca en el 3' del ARN.
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Para determinar si la discriminacion del apareamiento erréneo puede aumentar con las enzimas mutantes ARNasa
H2 G12Ay P13T cuando el apareamiento errédneo se ubica en el 3' del ARN, se disefiaron ensayos dirigidos al
rs113488022, el SNP V600E del gen BRAF humano, con el apareamiento erréneo ubicado en el 3' del ARN. Los
cebadores usados en estos ensayos se muestran en la Tabla 27, SEQ ID NO: 204, 205, 210y 211. Los ensayos
se realizaron en volumenes de reaccion de 10 uL. El termociclado y la recoleccion de datos se realizaron con un
sistema de tiempo real CFX384® (Bio-Rad®, Hercules, CA). Brevemente, se usé 1x de la iQ™ SYBR® Green
Supermix® en combinacion con 200 nM (2 pmol) del cebador sentido bloqueado (SEQ ID NO: 210 0 211) y 200 nM
(2 pmol) del cebador antisentido desbloqueado (SEQ ID NO: 205), 0 200 nM (2 pmol) de cebador sentido de control
no bloqueado (SEQ ID NO: 204) y 200 nM (2 pmol) de cebador antisentido no bloqueado (SEQ ID NO: 205). 5 mU
de WT (SEQ ID NO: 197) o cada enzima mutante ARNasa H2 (SEQ ID NO: 198 o0 199) a cada reaccién. Las 2.000
copias del molde gBlock® sintético de hebra doble (IDT, Coralville, IA), que representan los dos genotipos
homocigotos en el SNP de rs113488022 (SEQ ID NO: 208 o 209), también se afiadieron a cada reaccion. Las
reacciones se ciclaron en las siguientes condiciones 95 °C3%0 —, (95 °C%10 _, 60 °C%30) x 85. Se recolecto la
intensidad de fluorescencia después de cada paso de extensién. Los valores medios de Cq se obtuvieron a partir
de la media de 3 réplicas. Los resultados se muestran en la Tabla 28.

Tabla 27: Secuencias y SEQ ID de los cebadores y moldes usados en el experimento descrito en el Ejemplo 13.

SEQ ID NO: Nombre Secuencia

204 rs113488022 desblogueado GTGATTTTGGTCTAGCTACAGT

205 rs113488022 antisentido | CCTCAATTCTTACCATCCACAAA
desbloqueado

210 rs113488022 rGT 4dmx GTGATTTTGGTCTAGCTACArGTAAAA-X

211 rs113488022 rGA 4dmx GTGATTTTGGTCTAGCTACArGTAAAA-X

ADN en mayusculas, ARN en minusculas. X = grupo bloqueador del espaciador C3 (propanodiol).

Tabla 28: Cqy ACq para los experimentos del Ejemplo 13.

ARNasa | Sentido 10 mU de ARNasa H2 25 mU de ARNasa H2
H2 Cebador Molde T Molde A ACq [ Molde T Molde A A Cq
WT Desblogueado | 26.4 26.0 25.9 26.0
rGT 4dmx 26.4 26.5 0.2 257 26.3 0.6
rGA 4dmx 33.3 26.0 7.3 31.3 25.9 5.3
P13T Desblogueado | 25.8 257 255 25.8
rGT 4dmx 31.7 37.3 5.6 26.1 30.6 4.5
rGA 4dmx 42.0 27.0 150 | 414 26.4 15.0
G12A Desblogueado | 25.8 25.8 257 25.9
rGT 4dmx 55.7 66.8 1.1 | 417 50.3 8.6
rGA 4dmx 75.6 48.2 27.4 | 58.0 354 225

Estos datos muestran que la mutante ARNasa H2 P13T mejoré la discriminacién ACq con el cebador rGT de 0,2
ciclos (observado para WT) a 4,5 ciclos (observado para 110 mU de la mutante ARNasa H2). La ARNasa H2 P13T
también mejoré la discriminacion del apareamiento erréneo con el cebador rGA, aumentando el ACqde 7,3 a 15,0
ciclos. Estas mejoras convirtieron un ensayo fallido en uno exitoso, particularmente cuando se empled el cebador
rGT. Asimismo, la mutante ARNasa H2 G12A mejor6 el ACq de la discriminacién de apareamientos erroneos con
el cebador rGT de 0,2 ciclos a 8,6 ciclos. La ARNasa H2 G12A también mejoré la discriminacién del apareamiento
erroneo con el cebador rGA, aumentando el ACq de 7,3 a 22,5 ciclos. Este cambio se produjo a costa de cierta
eficiencia de amplificacién, pero esto probablemente se superaria con la adicion de mas enzima mutante ARNasa
H2 G12A. En conclusion, ambas mutaciones mejoran la discriminacion del apareamiento erréneo cuando éste se
ubica en el 3' del nucledtido de ARN.

EJEMPLO 14 - como referencia

Este ejemplo demuestra el efecto de ciertas mutaciones sobre la actividad de la Enzima ARNasa H2 de Pa. En
particular, la mutacion G169A de la ARNasa H2 de Pa. no tiene ningun efecto sobre la discriminacién del
apareamiento errdneo cuando éste se ubica de manera opuesta al ARN.

Para identificar enzimas mutantes ARNasa H2 con las propiedades deseadas, se ha usado adicionalmente se
desarroll6 una mutante de ARNasa H2 de Pa. al sustituir la glicina por alanina en la posicién 169 (G169A). Es
posible que mutaciones similares en las enzimas ARNasa H2 de otras especies que admiten la rhPCR muestren
también propiedades mejoradas similares en relacién con sus formas WT.

Pa. mutante con etiqueta 6x-His y WT. Las proteinas ARNasa H2 se generaron por técnicas estandar de
mutagénesis dirigida al sitio (SDM, por sus siglas en inglés, ver, por ejemplo, Weiner M. et al., Gene, 151:119-123
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(1994)). Los cebadores usados para el SDM de la enzima ARNasa H2 de Pa. se muestran en la Tabla 29. Se
verificd la secuencia de las proteinas mutagenizadas y se expresaron en E. coli usando métodos estandar. La
purificacién se realizé mediante purificacién por afinidad sobre una columna cargada de Ni2+, como se describe
en Dobosy et al. (2011) y en la patente de EE.UU. No. 8,911,948 B2). Las secuencias finales de aminoacidos de
las proteinas mutagenizadas se muestran en la Tabla 30. Después de la expresidon y purificacion, se determinaron
la actividad especifica y las definiciones unitarias mediante técnicas descritas previamente (patente US 8,911,948
B2).

Tabla 29: Cebadores SDM para la mutagénesis de las enzimas ARNasa H2 usadas en el Ejemplo 14.

Nombre del | SEQID NO: Cambios de AA | Secuencia

cebador especificos

Oligo  sentido | 212 G169A AGCCGAATACGGTGATTTITGGTTCOGCATA
G169A CCCGTCTGATCCGCGTACTAAGA

Oligo antisentido | 213 G169A TCTTAGTACGCGGATCAGACGGGTATGCG
G169A GAACCAAAATCACCGTATTCGGCT

Todas las bases son ADN. Los caracteres mostrados en negrita son los nucledtidos mutagénicos.

Tabla 30: Secuencias de aminoacidos para las proteinas ARNasa H2 del Ejemplo 14.

No. ID | SEQID NO: Cambios de AA | Secuencia
Mut especificos
N/A 197 ARNasa H2 WT MEKVAGADEAGRGPVIGPLVIVAAVVEEDKIR
SLTKLGVEDSKQLTPAQREKLFDEIVKVLDD

YSVVIVSPODIDGRKGSMNELEVENFVKALN

SLKVKPEVIYIDSADVKAERFAENIRSRLAYE

AKVVAEHKADAKYEIVSAASILAKVIRDREIE
KLKAEYGDFGSGYPSDPRTKKWLEEWYSKH

ONFPPIVRRTWDTAKKIEEKFKRAQLTLDNFL
KRFRN

3 214 G169A MREVAGADEAGRGPVIGPLVIVAAVVEEDKIR
SLTKLGVEDSKOQLTPAQREKLFDEIVKVLDD

YSVVIVSPODIDGRKGSMNEFLEVENFVRKALN

SLRKVKPEVIYVIDSADVKAERFAENIRSRLAYE

ARKVVAEHKADAKYEIVSAASILAKVIRDREIE
KLKAEYGDFGSAYPSDPRTRKKWLEEWYSKH

GNFPPIVRRTWDTAKKIEERFKRAQLTLIINFL
KRFRN

La ubicacion de las mutaciones se muestra en negrita y subrayada.

Para determinar si esta enzima mutante ARNasa H2 aumenta la discriminacion del apareamiento erroneo cuando
éste estd de manera opuesta al ARN, se usaron ensayos cuantitativos de rhPCR frente al SNP de rs4939827
presente en SMAD7. Este SNP se ha usado en el pasado (Dobosy et al, 2011, y patente de EE.UU. 8,911,948 B2)
para caracterizar la eficiencia y especificidad de larhPCR, y se conoce bien su respuesta en diferentes condiciones.
Los cebadores usados en estos ensayos se muestran en la Tabla 31, SEQ ID NO: 215-218. Los ensayos se
realizaron en voliumenes de reaccidon de 10 pL. El termociclado y la recoleccién de datos se realizaron con un
sistema de tiempo real CFX384® (Bio-Rad®, Hercules, CA). Brevemente, se usé 1x de la iQ™ SYBR® Green
Supermix® en combinacion con 200 nM (2 pmol) del cebador sentido bloqueado (SEQ ID NO: 217 0 218) y 200 nM
(2 pmol) del cebador antisentido desbloqueado (SEQ ID NO: 216), 0 200 nM (2 pmol) de cebador sentido de control
no bloqueado (SEQ ID NO: 215) y 200 nM (2 pmol) de cebador antisentido no bloqueado (SEQ ID NO: 216). 5 mU
de WT (SEQ ID NO: 197) o la enzima mutante ARNasa H2 G169 (SEQ ID NO: 214) a cada reacciéon. En cada
reaccién se incluyeron 10 ng de ADN genomico de linea celular (lineas celulares NA1852 y NA18537, Coriell
Institute for Medical Research, Camden, NJ), que representaban los dos genotipos homocigotos en el SNP de
rs4939827. Las reacciones se ciclaron en las siguientes condiciones 95 °C3% _, (95 °C%10 _, 60 °C%30) x 85. Los
datos de fluorescencia se recolectaron después de cada punto de tiempo de extensién. Una vez finalizada la
reaccién, se analizaron los datos y se calculé el promedio de los valores de Cq de cada punto. Los resultados se
presentan en la Tabla 24.

Tabla 31: Secuencias y SEQ ID de los cebadores usados en el experimento descrito en el Ejemplo 14.
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SEQ ID NO: Nombre Secuencia

215 rs4939827 desblogueado CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAA

216 rs4939827 antisentido | CTCACTCTAAACCCCAGCATT
desbloqueado

217 rs4939827 rC 4dmx CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAACAGGA-x

218 rs4939827 rU 4dmx CAGCCTCATCCAAAAGAGGAAAUAGGA-X

ADN en mayusculas, ARN en minusculas. x = grupo bloqueador espaciador C3 (propanodiol).

Tabla 32: Cqy ACq para el experimento descrito en el Ejemplo 14.

Enzima ARNasa | Nombre del | SEQ ID NO del cebador | Molde CC Molde TT A
H2 cebador sentido Cq
WT Desbloqueado | 7 22.4 23.0
rC 4dmx 9 22.9 34.3 11.5
rU 4dmx 10 32.6 23.3 9.3
G169A (Mut ID 3) Desbloqueado | 7 22.2 22.0
rC 4dmx 9 23.2 31.1 8.0
rU 4dmx 10 39.2 27.5 11.8

Estos datos muestran que estas mutaciones no aumentan significativamente la discriminacién de apareamientos
erroneos cuando el SNP esta situado inmediatamente enfrente del residuo de ARN en el cebador de la rhPCR.

EJEMPLO 15

Este ejemplo demuestra el efecto de ciertas mutaciones sobre la actividad de la Enzima ARNasa H2 de Pa. En
particular, la mutacién de la ARNasa H2 en G169A de Pa. aumenta la discriminacion del apareamiento erroneo
cuando éste se coloca en el 5' del nucleétido de ARN.

Para determinar si se puede aumentar la discriminacién del apareamiento erréneo con la enzima mutante ARNasa
H2 G169A cuando el apareamiento erréneo esta ubicado en el 5' del nucleétido del ARN, se disefiaron ensayos
dirigidos al rs113488022, el SNP V600E del gen BRAF humano, con el apareamiento erréneo ubicado en el 5' del
ARN. Los cebadores usados en estos ensayos se muestran en la Tabla 27, SEQ |ID NO: 204-207. Los ensayos se
realizaron en volumenes de reaccion de 10 uL. El termociclado y la recoleccion de datos se llevaron a cabo con
un sistema de tiempo real CFX384® (Bio-Rad®, Hercules, CA). Brevemente, se usé 1x de la iQ™ SYBR® Green
Supermix® en combinacion con 200 nM (2 pmol) del cebador sentido bloqueado (SEQ ID NO: 206 o0 207) y 200 nM
(2 pmol) del cebador antisentido desbloqueado (SEQ ID NO: 205), 0 200 nM (2 pmol) de cebador sentido de control
no bloqueado (SEQ ID NO: 204) y 200 nM (2 pmol) de cebador antisentido no bloqueado (SEQ ID NO: 205). 25
mU de WT (SEQ ID NO: 197) o la enzima mutante ARNasa H2 G169 (SEQ ID NO: 214) a cada reaccién. Las 2.000
copias del molde gBlock® sintético de hebra doble (IDT, Coralville, IA), que representan los dos genotipos
homocigotos en el SNP de rs113488022 (SEQ ID NO: 208 o 209), también se afiadieron a cada reaccion. Las
reacciones se ciclaron en las siguientes condiciones 95 °C30%0 —, (95 °C010 _, 60 °C030) x 85. Se recolecto la
intensidad de fluorescencia después de cada paso de extensién. Los valores medios de Cq se obtuvieron a partir
de la media de 3 réplicas. Los resultados se muestran en la Tabla 33.

Tabla 33: Cqy ACq para los experimentos del Ejemplo 15.

ARNasa | Sentido 10 mU de ARNasa H2 25 mU de ARNasa H2
H2 Cebador Molde T Molde A ACq | Molde T Molde A A Cq
WT Desblogueado | 26.8 25.9 26.1 25.8
rGT 4dmx 28.1 28.1 0.0 25.6 25.9 0.3
rGA 4dmx 40.5 26.3 142 | 281 25.6 2.5
G169A Desbloqueado | 26.2 26.0 26.9 26.7
rGT 4dmx 29.2 39.3 10.1 | 261 27.3 1.2
rGA 4dmx 43.2 26.4 16.8 | 31.7 25.9 5.9

Estos datos muestran que la mutante ARNasa H2 G169A mejor6 la discriminacion ACq con el cebador rGT de 0,0
ciclos (observado para WT) a 10,1 ciclos (observado para 5 mU de la mutante ARNasa H2). La ARNasa H2 G169A
también mejord ligeramente la discriminacidon del apareamiento erroneo con el cebador rGA, aumentando el ACq
de 14,2 a 16,8 ciclos. Estas mejoras convirtieron un ensayo fallido en uno exitoso, particularmente cuando se
empleé el cebador rGT. En conclusion, esta mutacién mejora la discriminacion del apareamiento erréneo cuando
éste se ubica en el 3' del nucledtido de ARN.

Las mutaciones de la ARNasa H2 examinadas en los Ejemplos 11-15 potenciaban mas la discriminacion del
apareamiento erroneo cuando la mutacion se ubicaba en el 5' 0 3' del ARN que cuando se localizaba de manera
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opuesta al nucledtido del ARN. En conjunto, estos resultados sugieren que las limitaciones de la discriminacién de
mutaciones de la rhPCR se basan no solamente en la capacidad de la ARNasa H2 para reconocer el apareamiento
erroneo y en la capacidad de una polimerasa para extender el cebador escindido, sino también en la conversién
del molde con apareamiento errdneo en la secuencia del cebador. Esta conversién enmascara la capacidad de la
enzima ARNasa H2 para reconocer el apareamiento erréneo cuando éste se encuentra en el nucleétido de ARN.
Esto puede ocurrir de varias maneras. La mayoria de las conversiones (si no todas) surgen de un escindido que
se produce en el lado 3' del apareamiento erréneo. Una vez que se produce este tipo de escindido, puede ser
ampliado por la ADN polimerasa, después de lo cual el molde recién generado coincide plenamente con los
cebadores. Posteriormente, el molde convertido contamina la muestra porque se espera que se amplifique en
ciclos subsecuentes.

La ARNasa H2 usualmente corta la hebra en el lado 5' del nucledtido de ARN. Los experimentos (no mostrados)
han indicado que el escindido raro en el lado 3' del nucleétido de ARN se produce a una tasa de aproximadamente
1 por cada 1.000 reacciones de escision. Si el apareamiento erroneo se ubica en el sitio del ARN, tal escindido
raro causara la conversion del molde. La introduccién del apareamiento erroneo 5' del nucleétido de ARN hace que
la conversién del molde a la secuencia del cebador se produzca en el primer ciclo de replicacion. En este caso, la
discriminacion del apareamiento errébneo depende Unicamente de la capacidad de la ARNasa H2 para reconocer
el apareamiento erroneo y de la capacidad de la polimerasa para extender el cebador no apareado, ya que se
espera que la polimerasa se inhiba por un apareamiento erroneo en el extremo 3' de un cebador.

Por otro lado, colocar el apareamiento erroneo en el 3' del nucleétido de ARN reduce (o elimina por completo) la
conversion del molde. De nuevo, en esta posicién, la discriminacion del apareamiento errébneo depende
Unicamente de la capacidad de la ARNasa H2 para reconocer el apareamiento erréoneo y de la capacidad de la
polimerasa para extender el cebador no apareado. Sin embargo, no se espera que la polimerasa se inhiba en este
caso, ya que el sitio de apareamiento erréneo se escinde del cebador. Los resultados también se pueden haber
debido a que las mutaciones divulgadas en la presente son mas susceptibles a las mutaciones presentes en 5'y
3' del ARN que a las que se encuentran de manera opuesta al ARN. Estas hipétesis no estan contempladas para
limitar el alcance de la invencion.

EJEMPLO 16 - como referencia

Este ejemplo demuestra el efecto de ciertas mutaciones sobre la actividad de la Enzima ARNasa H2 de Pa. En
particular, las mutaciones G12A y P13T aumentan la discriminacién del apareamiento erréneo cuando éste se
coloca en el 3' del ARN con multiples SNP.

Para determinar si la discriminacion del apareamiento erréneo puede aumentar con las enzimas mutantes ARNasa
H2 G12Ay P13T cuando el apareamiento erréneo esta ubicado en el 3' del ARN, se realizaron ensayos dirigidos
a los rs12744607, rs60118785, rs60607502, rs7992897, rs3117947, rs7583169, rs4853850, rs28520334,
rs13316719, rs61514082, rs12908737, rs6572257, rs2242527, rs1076939, rs35593667, y rs6046375 se disefiaron
con el apareamiento errdbneo ubicado en el 3' del ARN. Los ensayos se realizaron en volumenes de reaccion de
10 yL. El termociclado y la recogida de datos se realizaron con un CFX384™ Real-Time System (Bio-Rad®,
Hercules, CA). Brevemente, se usé 1x de la iQ™ SYBR® Green Supermix® en combinacion con 200 nM (2 pmol)
del cebador sentido bloqueado y 200 nM (2 pmol) del cebador antisentido no bloqueado. 10 mU de WT (SEQ ID
NO: 197) 0 20 mU de la enzima mutante ARNasa H2 P13T (SEQ ID NO: 198 0 199) 0 50 mU de la enzima mutante
ARNasa H2 G12A (SEQ ID NO: 199) a cada reaccién. También se afiadieron a cada reacciéon 10 ng de ADN de
lineas celulares gendomicas NA12878 o NA24385, que representaban los dos genotipos homocigotos en cada uno
de estos SNP. Las reacciones se ciclaron en las siguientes condiciones 95 C3%0 — (95 °C010 _, g0 °C%30) x 85
ciclos. Se recolecté la intensidad de fluorescencia después de cada paso de extensidn. Los valores medios de Cq
se obtuvieron a partir de la media de 3 réplicas. Los resultados se muestran en la Tabla 34.

Tabla 34: Cqy ACq para los experimentos del Ejemplo 16.

WT RN2 P13T G12A
NA12878 | NA24385 [ A NA12878 | NA24385 | A NA12878 | NA24385 | A
Cq Cq Cq

rs12744607 | >85 >85 N/A | 73.0 >85 12.0 | 38.2 61.5 23.3
rs13316719 | 27.5 25.3 22 | 264 25.5 1.0 | 264 27.0 -0.7
rs60118785 | 25.6 37.8 12.3 [ 40.8 63.7 2291267 37.6 11.0
rs61514082 | 24.7 27.2 25 | 258 52.5 26.7 1 26.0 36.5 10.5
rs60607502 | 25.4 255 0.0 |259 34.8 8.9 |298 44.0 141
rs12908737 | 34.7 70.6 3591753 >85 9.7 |357 52.9 17.2
rs7992897 251 27.9 2.8 245 24.4 0.1 25.9 30.7 4.8
rs6572257 >85 715 13.5 [ 713 40.9 304 | 492 27.7 21.5
rs3117947 47.3 62.4 15.1 [ 33.3 43.5 102 | 256 26.3 0.6
1s2242527 29.4 47.9 18.5 [ 39.2 67.7 2851326 50.5 17.9
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WT RN2 P13T G12A
NA12878 | NA24385 [ A NA12878 | NA24385 | A NA12878 | NA24385 | A
Cq Cq Cq

rs7583169 27.6 26.0 16 [316 357 40 | 291 41.8 12.7
rs1076939 33.7 40.2 6.5 | 341 59.6 2551363 49.9 13.6
rs4853850 30.2 31.9 1.7 [ 366 56.1 1951 293 34.0 4.7
rs35593667 | 31.7 34.5 27 1423 64.9 22.7 1 383 73.2 34.9
rs28520334 | 26.1 25.1 1.0 [ 249 24.3 06 |247 25.0 0.3
rs6046375 >85 61.1 24.0 | 804 46.1 34.3 [ 53.1 28.2 24.9

Estos datos muestran que la mutante ARNasa H2 P13T mejoré la discriminacién ACqg en multiples SNPs. Un
ejemplo excelente es el rs61514082, en donde el ACq aumentd de 2,5 ciclos (observado para WT) a 26,7 ciclos
(observado para la mutante a 20 mU de ARNasa H2). La ARNasa H2 P13T también mejoré la discriminacidn del
apareamiento erroneo en el SNP de rs60607502, aumentando el ACq de 0,0 a 8,9 ciclos. Otros SNP también
mejoraron su especificidad. Los dos SNP que no mejoraron ACq (rs13316719 y rs28520334) muestran que esta
mutacién se puede mejorar aun mas, y no resuelve todos los problemas con todos los ensayos, a pesar de que se
observé una mejora de amplio rango. Estas mejoras convirtieron muchos ensayos fallidos en ensayos exitosos,
demostrando las amplias mejoras en ACq que confiere esta mutacion.

La mutante ARNasa H2 G12A también mejord el ACq de la discriminacién de apareamientos erroneos en multiples
SNP. ElI SNP de rs61514082 aumenté en ACq de 2,5 ciclos a 10,5 ciclos. La ARNasa H2 G12A también mejoré la
discriminacion del apareamiento erroneo con el SNP de rs60607502, aumentando el ACq de 0,0 a 14,1 ciclos. En
conclusion, ambas mutaciones mejoran la discriminacién del apareamiento erréneo cuando éste se ubica en el 3'
del nucleétido de ARN.

El uso de los términos "un" y "una"y "elfla" y referentes similares en el contexto de la descripcion de la invencion
(especialmente en el contexto de las reivindicaciones siguientes) se debe interpretar que abarca tanto el singular
como el plural, a menos que se indique lo contrario en la presente o se contradiga claramente por el contexto. Los
términos "que comprende", "que tiene", "que incluye" y "que contiene" se deben interpretar como términos abiertos
(es decir, que significan "que incluye, pero no se limitan a"), a menos que se indique lo contrario. La enumeracién
de rangos de valores en la presente solamente pretende servir como método abreviado para referirse
individualmente a cada uno de los valores incluidos en el rango, a menos que se indique lo contrario, y cada uno
de los valores se incorpora a la memoria descriptiva como si se hubiera enumerado individualmente en la presente.
Todos los métodos descritos en la presente se pueden realizar en cualquier orden adecuado, a menos que se
indique lo contrario en la presente o que el contexto lo contradiga claramente. El uso de todos y cada uno de los
ejemplos, o del lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como") que se proporciona en la presente, esta contemplado
simplemente para iluminar mejor la invencion y no supone una limitacion del alcance de la invencién, a menos que
se reivindique de otro modo. No se debe interpretar ningun lenguaje de la memoria descriptiva en el sentido de
que indique algun elemento no reivindicado como esencial para la practica de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de enriquecimiento de objetivos, que comprende:

(a) proporcionar una mezcla de reaccién que comprende:

(i) un primer cebador oligonucleotidico que tiene un dominio de cola que no es complementario a una secuencia
objetivo, el dominio de cola que comprende una primera secuencia universal de cebador; un dominio de escision,
en donde dicho dominio de escisidon, cuando se hibrida con el objetivo, es escindible por una enzima ARNasa H2,
colocado en el 5' de un grupo de bloqueo y en el 3' de una posicion de variacién, el grupo de bloqueo colocado en
o cerca del extremo del extremo 3' del primer cebador oligonucleétido en donde el grupo de bloqueo previene la
extension del cebador y/o inhibe que el primer cebador sirva como molde para la sintesis de ADN;

(i) un acido nucleico de muestra que ha sido tratado con una enzima CRISPR, que puede o no tener la secuencia
objetivo;

(iii) una enzima de corte, en donde la enzima de corte es una enzima ARNasa H2; y

(iv) una polimerasa;

(b) hibridar el primer cebador con la secuencia de ADN objetivo para formar un sustrato de hebra doble;

(c) escindir el primer cebador hibridizado, si el primer cebador es complementario al objetivo, con la enzima de
escision en un punto dentro o adyacente al dominio de escisién para eliminar el grupo de bloqueo del primer
cebador; y

(d) extender el primer cebador con la polimerasa.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de ADN objetivo es una muestra que ha sido tratada
con una enzima Cas9 o Cpf1.

3. El método de la reivindicacién 1, el método comprende ademas un segundo cebador en orientacién antisentido
para apoyar el cebado y la extensién del primer producto de extensién del cebador; opcionalmente, en donde el
segundo cebador comprende ademas un dominio de cola que comprende una segunda secuencia de cebador
universal.

4. El método de la reivindicacién 3, en donde los pasos (b)-(d) se realizan de 1 a 10 veces.

5. El método de la reivindicacion 4, que comprende ademas eliminar los cebadores no extendidos de la reaccién
e hibridar los cebadores universales con el producto de extensidn para formar un segundo producto de extension;
opcionalmente, en donde los cebadores universales comprenden ademas secuencias de cola para la adicién de
secuencias adaptadoras al segundo producto de extensién;

opcionalmente, en donde la secuenciacion se realiza en el segundo producto de extension para determinar la
secuencia del objetivo.

6. El método de la reivindicacién 1, en donde la enzima de escision es una enzima de escisién de arranque en
caliente que es termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas;
opcionalmente, en donde la enzima de corte es la enzima ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi.

7. El método de la reivindicacién 1, en donde la enzima de escision es una enzima de escisién de arranque en
caliente modificada quimicamente que es termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas;
opcionalmente, en donde la enzima de escision de arranque en caliente es una ARNasa H2 de Pyrococcus abyssi
modificada quimicamente.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde la enzima de corte es una enzima de corte de inicio en caliente que
se inactiva reversiblemente a través de la interaccion con un anticuerpo a temperaturas mas bajas que es
termoestable y tiene una actividad reducida a temperaturas mas bajas.

9. El método de la reivindicacion 1, en donde el dominio de escisién comprende al menos una base de ARN, y la
enzima de escisién escinde entre la posicion complementaria a la variacion y la base de ARN,;

opcionalmente, en donde el dominio de escindir comprende al menos una base de ARN situada en el 3' de la
posicion de variacion, y comprende una base de ADN entre la posicion de variacién y la base de ARN.

10. El método de la reivindicacién 1, en donde el dominio de escisién comprende uno o mas nucledsidos 2'-
modificados, y la enzima de escisién escinde entre la posicién complementaria a la variaciéon y el uno o mas
nucleosidos modificados;

opcionalmente, en donde el uno 0 mas nucleésidos modificados son 2'-fluoronucledsidos.

11. El método de la reivindicacion 1, en donde la polimerasa es una polimerasa de alta discriminacion;
opcionalmente, en donde la polimerasa es una Taq polimerasa mutante H784Q;

ademas, opcionalmente, en donde la Taq polimerasa mutante H784Q se inactiva reversiblemente mediante
modificacién quimica, de aptameros o de anticuerpos.
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